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1- Introduction

Les schistosomiases humaines ou Bilharzioses sont des affections parasitaires dues
au développement chez ’homme d’un ver trématode appartenant au genre Schistosoma.
Elles constituent un probléme majeur de santé publique dans les pays d’endémie [49, 62].
Elles sont endémiques dans 76 pays tropicaux. Le nombre de personnes exposées au risque
de Iinfection est estimé 600 millions, parmi lesquels 200 millions seraient infestées [51].

Au Mali, ou il existe les formes: génito- urinaires et hépato-intestinales, on estime
que 1/4 de la population est infectée par Schistosoma haematobium avec une transmission
importante dans les régions de Kayes, Koulikoro, Ségou, Mopti et le District de Bamako
[33, 62, 63].Un programme National de Lutte Contre les Schistosomiases (PNLCS) a été
créé en 1982. Ce programme utilise comme stratégies de lutte: la chimiothérapie de masse
au praziquantel dans les zones ou le taux de prévalence atteint ou dépasse 50 % chez les
enfants d’age scolaire; la chimiothérapie sélective des cas, quand le taux de prévalence est
inférieur 4 50 %; I’éducation des collectivités pour la promotion de I’hygiéne et de
|’assainigsement.[4, 62, 64].

La mise en oeuvre de ces stratégies exige que soient détectées les personnes
infectées de Bilharziose. Ceci permet d’évaluer I’importance de la maladie et I’impact des
mesures de lutte. En vue de I’amélioration et de I’évaluation de ces stratégies ,
d’importantes €études ont ét¢ effectuées , notamment sur la morbidité , la réinfestation , la
transmission , la malacologie , 1’efficacité du traitement.[60, 62, 41, 8, 65, 66].

La mise en évidence des oeufs est le moyen standard quantitatif de diagnostic de la
Bilharziose. Elle se fait par I’examen microscopique. Les méthodes les - plus utilisées
aucours des enquétes de masse sont la filtration urinaire pour S . haematobium et le Kato -
Katz pour S. mansoni .

Cependant le diagnostic parasitologique basé sur la détection des oeufs bien que

‘spécifique, manque de beaucoup de sensibilité, ce qui est due aux fluctuations journaliéres

de I’émission des oeufs [ 17, 29] et de sa faible capacité de détecter les infections de faibles
intensités. Cela conduit souvent a une sous estimation de la prévalence et une surestimation
de la guérison [26, 27]. Afin d’augmenter cette sensibilité, des examens répétés sont
recommandés ce qui augmente la durée du travail. C’est pourquoi il est nécessaire
d’introduire d’autres méthodes alternatives, parmi lesquelles I’immunodiagnostic. Ii
consiste a détecter des anticorps d’une part, et d’autre part, & détecter des antigénes
circulants du ver adulte.

La détection des anticorps n’est pas spécifique. Elle est sensible, mais ne permet
pas, de déterminer le stade évolutif de I’infection [17,32]. Par contre la détection des
antigénes suscite un grand intérét [17].

Deux antigénes circulants ont ét€¢ identifiés, il s’agit de I’Antigéne circulant
anodique et de I’Antigéne circulant cathodique, connus sous le nom de CAA (circulating
anodic antigen) et de CCA (circulating cathodic antigen) respectivement, qui sont des
produits de régurgitation du ver adulte [19].
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Un certain nombre d’études a été effectué quant & I’intérét de ces antigénes
circulants et d’autres sont en cours dans le diagnostic des Schistosomiases
[2,3,32, 36, 31,11, 45, 44, 1, 14, 19, 22, 23, 67, 69, 71, 72].

En effet toutes ces études ont été effectuées dans des grands laboratoires de
référence d’Europe loin des pays endémiques, et les résultats de ces études ont une grande
importance dans le diagnostic de la Schistosomiase. Si ces méthodes de recherche des
antigénes circulants des schistosomes ont montré un intérét réel dans les pays d’Europe, on
ignore dans les pays d’endémie comme le Mali les éléments suivants: leur reproductibilité;
leur sensibilité et leur spécificité par rapport aux méthodes de détection des oeufs.

A notre connaissance, aucune de ces méthodes n’avait jusqu’ici €té réalisée dans
une zone 2 infection mixte (S. haematobium et S. mansoni ) sur le terrain au Mali. C’est

pourquoi il nous a paru intéressant d’entreprendre cette étude. Elle commencera par

I’énoncé des objectifs ensuite nous ferons le point de I’actualité sur les généralités; puis
nous présenterons nos matériels et méthodes. Nos résultats viendront, ensuite suivra la

discussion , les conclusions et recommandations.



2 - Objectifs



{3

[}

W

12

2 - Objectifs

2-1- Objectif général:

Evaluer sur le terrain la méthode de détection des antigénes circulant de
schistosomes adultes pour le diagnostic biologique.

2-2- Objectifs spécifiques:

- Pratiquer la méthode ELISA(enzyme linked immunosorbent assay),de détection
des antigénes circulants des schistosomes sur des prélévements effectués en zone d’ endemle
et en zone condidée non endémique.

- Rechercher les oeufs de schistosome par un examen parasitologique des urines
apres filtration, et des selles aprés éclaircissement et concentration par la méthode de Kato-
katz dans la zone d’endémie et dans la zone considérée non endémique.

- Déterminer la sensibilité et la spécificité de la méthode ELISA de détection des
antigénes circulants par rapport aux méthodes de diagnostic parasitologiques considérée
comme méthodes de référence.

- Evaluer Uefficacité du traitement au praziquantel par les différentes techniques,
afin de choisir la technique la mieux indiquée dans le suivi des traitements de masse et des
traitements sélectifs.
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3- Les Généralités:
3-1 Biolgie du Parasite:
a- Définition:

La Schistosomiase humaine ou Bilharziose est une affection parasitaire liée a I’eau,
causée par des trématodes du genre schistosoma.

Cinq espéces de Schistosomes reparties en trois groupes sont pathogénes pour
I’homme:

- groupe a éperon latéral : Schistoma mansoni .
- groupe a éperon terminal : Schistoma haematobium , Schistosoma intercalatum.

- groupe a éperon minuscule oeufs ronds : Schistosoma japonicum , Schistosoma mekongi
[35, 331

b~ Systématique:

Les Schistosomes sont des vers plats non segmentés, sexués et hématophages.
Ils appartiennent & la classe des trématodes et sont du genre Schistosoma. Le genre
Schistosoma appartient a la sous-classe des Digena, Superfamille des
Schistosomatidae.[27,19]
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L’individu malade émet des ocufs apres maturation et différenciation sexuelle des
Schistosomes. Les oeufs pondus qui réussissent leur migration, vont traverser la muqueuse
et tombent alors dans la lumiére de la vessie ou de Iintestin selon I’espéce. Ils seront

éliminés dans I’eau par les excrétats , et aprés éclosion , les miracidies pourront infester le
mollusque héte intermédiaire.

Dans I'eau et chez le mollusque, le miracidium bourgeonne, donnant des sporocystes
(le miracidium ne peut survivre dans 1’eau au dela de 48 heures). La suite du
développement aboutit 4 1a formation des furcocercaires, larves 3 queue fourchue de 500um
de long. Celles-ci s’échapperont du mollusque pour passer dans I’eau avant de pénétrer chez
I'hdte définitif qu’est I'homme. L homme s’infeste lors des contacts avec les eaux douces
(bains, lessives, jeux) contaminées par les mollusques. Les cercaires se fixent sur I’épiderme
gréce a leur ventouse antérieure munies d’épines. La pénétration a travers la couche cornée
se fait en 10 (dix) minutes .Le trajet, du derme aux poumons se fait de fagon passive par
transport lymphatique ou veineux.
Certaines atteignent le foie, la phase migratoire dure au total 10 a 12 Jjours. La durée de vie
des Schistosomes chez ’homme est d’environ 2 4 18 ans. [35] voir schéma page 15 .

3-2- Manifestations pathologiques: [35,81,58]

Les Schistosomes vivent principalement dans les grosses veines mésentériques,
n’induisent pas de réactions inflammatoires des vaisseaux mais seulement I’apparition d’une
immunité relative.

Les femelles peuvent simplement s’étendre ou quitter momentanément les méles
pour aller pondre dans les veinules de la paroi intestinale ou de la vessie. Au tour des oeufs
se développe une réaction inflammatoire qui aboutira au granulome bilharzien. Les lésions
siégent dans la muqueuse, la sous-muqueuse et parfois la musculeuse de la vessie, des
ureteres et des organes génitaux pour S. haematobium, de I’intestin pour les quatre autres
especes.

Aprés pénétration transcutanée des furcocercaires, c’est la dermite cercarienne le
plus souvent trés discréte, inapparente, avec des prurits. La phase d’invasion correspond aux
réactions de I’organisme mis en contact avec les substances antigéniques et toxiques des
vers et se traduit par des phénoménes allergiques avec de la fiévre, des sueurs et des
céphalées. Il s’y associe des phénoménes urticariens, des arthralgies et myalgies, des
oedémes fugaces, de la toux et dyspnées, de la diarrhée. Pour S. mansoni, nous avons une
hépatosplénomégalie, lisse parfois sensible.

Pour S. haematobium, on observe une atteinte vésicale et urétrale avec dysurie,
pollakurie qui sont diumes et nocturnes. Des douleurs sus pubiennes exacerbées par la
miction, obligeant le malade a se courber en deux et peuvent donner I’impression d’urines
chaudes, une hématurie terminale.

Les formes sévéres de la bilharziose peuvent aboutir & la mort suite & une fibrose du
foie avec hypertension portale pour S. mansoni, une insuffisance rénale suite & des hydro
néphroses pour S. haematobium. On observe alors une hypertrophie du foie et de la rate, des
déformations de I’uretére et un mauvais fonctionnement des reins. [35, 60, 44, 41]
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3-3- Epidémiologie:

La Schistosomiase est endémique dans 76 pays tropicaux d’Amérique d’Afrique et
d’Asie. Le nombre de personnes infectées est estimé a 200 millions; et le nombre de
personnes exposées au risque de I’infection est estimé a 600 millions [51, 50].

La maladie est en pleine extension suite 4 la création de nouvelles collections d’eau
- (barrages et retenues d’eau) et la multiplication des réseaux d’irrigations [50, 38, 39].

La bilharziose est considérée comme la deuxiéme maladie parasitaire aprés le paludisme [5]

du point de vue de la santé publique et du point de vue de son impact socio-économique.

En Afrique des centaines de millions de personnes sont infestées . Les zones
endémiques sont: la vallée du Nil, I’ Afrique intertropicale, notamment I’ Afrique de I’ouest
et du sud . Elle sévit également au Maghreb en petits foyers (Sud de la Tunisie, Algérie et
Maroc); Madagascar et ’ile Maurice [35, 33).

La plupart des pays Africains sont endémiques de S . mansoni, S . haematobium, ou les
deux . En Amérique latine et dans les Caraibes c’est surtout S. mansoni qui y est presente.
S. intercalatum existe en Afrique centrale, S . mékongi et S. japonicum dans la vallée du
Mékong.

Au Mali, les especes présentes sont : S. haematobium et S. mansoni .

La schistosomiase est largement distribuée dans les bassins du fleuve Niger, du fleuve
Sénégal et dans les zones de retenues d’eau.

La bilharziose urinaire est présente un peu partout au Mali, les taux d’infestation sont trés
variables. Dans les régions de Kayes et Koulikoro, on observe aussi des taux d’infestation
trés élevés. La transmission la plus importante survient dans les zones de 1’Office du Niger
et du Plateau Dogon .Une enquéte réalisée dans 6 villages de 1’Office du Niger (ON) et du
Plateau Dogon a montré que la bilharziose urinaire est une cause de morbidité importante au
Mali [41].

Quant a la région de Sikasso elle est la seule zone ou la bilharziose ne semble pas étre un
probléme de santé publique, les prévalences n’atteignent presque jamais 20 %

[63, 61,62, 64]. .

Dans le delta intérieur du Niger, la prévalence, est deux fois sur trois supérieure a 60% , le
taux de 100% est atteint & Foussi [33].

Quant a la bilharziose intestinale, elle ne constitue un probléme de santé publique que dans
les zones de I’Office du Niger et de Banguineda, et certain quartier du district de Bamako.ll
y a également quelques foyers isolés dans la région de Kayes [63, 60].

A I’Office du Niger, la prévalence de S. haematobium est de 62,8 % , la prévalence, de S.

mansoni 51,2 %. [66]. '
Les hotes intermédiaires connus pour la bilharziose & S . haematobium sont : Bulinus

globosus, Bulinus truncatus. Pour la bilharziose & S. mansoni, ¢’est Biomphalaria pfeifferi

[8]

La présence de la bilharziose a S. intercalatum a été signalée au Mali par certains
auteurs[39, 45], non confirmée par d’autres études recentes [9].
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3-4 - Le point de la lutte contre les Schistosomiases:

3 -4-1- Les stratégies du Programme National de Lutte Contre les Shistosomiases
(PNLCS) au Mali 5

La sécheresse des 15 derniéres années a obligé les gouvernements a adopter une
politique de maitrise de 1’eau pour I’autosuffisance alimentain[je. C’est ainsi que de
nombreux barrages ont été construits en Afrique, souvent & Uinitiative des populations.
Malheureusement cette politique s’est accompagnée de profonds changements écologiques
créant ainsi un biotope favorable a la prolifération des hotes intermédiaires des
Schistosomes. C’est ainsi qu’au Mali le Programme National de Lutte contre les
Schistosomiases (PNLCS) a ét€ initié en 1979 avec I’assistance tech:nique et financiére de la
coopération Allemande a travers la G.T.Z (gesellschaft fiir technische zusammenarbeit)
pour contrdler I’extension des zones d’endémies. T

Initialement, le programme de la lutte contre la Schistosomiase opérait en trois
phases: la préparation, I’intervention, et la maintenance. |

La préparation consistait 4 identifier et a surveiller les régions endémiques puis &
“former le personnel local. |
!

L’intervention était basée sur la chimiothérapie de masse au praziquantel & la dose
unique de 40 mg/kg, I’éducation sanitaire, les mesures d’hygiéne‘ et d’assainissement et
I’ applicabilité de molluscicides. :

La maintenance consistait au traitement des nouveaux cas dal,ns les services de santé

. , . | .
de base. La stratégie du PNLCS est actuellement basée essentiellement sur le traitement de
masse au praziquantel, en plus de I'TEC et la promotion de I'hygiéne et de I’assainissement.

Quand, le taux de prévalence de I’infection est supérieur aJ 50% et/ou le taux de
prévalence des infections sévéres est supérieur & 5% ( on entend par infection sévére la
présence d’au moins 50 oeufs/10 ml d’urine et/ou 100 oeufs /grammé de selles), on effectue
alors un traitement de masse au praziquantel . Dans le cas contraire, on effectue un
traitement des cas positifs. |

Dans la zone de ’O.N, un traitement de masse tous les deux (Q) ans, et tous les 3 ans
pour le Plateau Dogon a €té proposé. Une stratégie reste a définir pou;r les autres
zones.[64, 62]. 1

La promotion de I’hygiéne et de I”assainissement repose sur : |

_ I’éducation, I’information des communautés pour réduire le contact homme-eau
(au niveau des gites contaminants). !
|
1

-1’ utilisation de latrines par les populations pour réduire la contamination.

|
|

. o . c |

Des mesures environnementales devraient étre envisagees surtout dans la phase de
préparation des nouveaux projets d’irrigation [38]. '
t
I
i
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Pour ’O.M.S, I’objectif de la lutte contre la bilharziose devrait &tre la réduction de
la morbidité due a la schistosomiase.

L’objectif essentiel du programme est de réduire le taux de prévalence de I’infection
aun taux inférieur a 20%, une stratégie a été élaboré a cet effet pour les zones de I’Office
du Niger et du Plateau Dogon.Un schéma de traitement et de retraitement tous les 24 mois
par le praziquantel pour la tranche d’4ge de 0-24 ans.[30]

Il a ét¢ proposé que l’engagement de la communauté dans la lutte contre les
schistosomiases reste un facteur vital [50, 37], qui est renforcé par la chimiothérapie.

Au Mali ¢’est le praziquantel et le Métrifonate qui sont utilisés.

3-4-2 - Le traitement: -

La réduction de la morbidité a été obtenue par la chimiothérapie et ne peut étre
maintenue qu’en effectuant parallélement des mesures de prévention, tendant & réduire les
contacts avec |’eau infestée par les cercaires [S1].

La mise en évidence méme d’un seul oeuf vivant dans un produit biologique doit
aboutir a une décision thérapeutique.

Malgré le vif intérét porté aux schistosomicides, beaucoup de molluscicides ont été
utilisés. Le plus souvent utilisé, est le niclosamide, mais son coiit est trés élevé, et il a des
implications environnementales [51]. Un intérét de plus en plus grand est accordé aux
molluscicides d’origines végétales.[S0]

La posologie est de 40 mg par kilogramme de poids corporel en prise unique pour le

Praziquantel. o
La posolgie est de 7,5 -10 mg/kg a deux semaines d’intervalle en trois prises pour le

métrifonate.

Dans le monde d’autres antibilharziens sont utilisés:-1’Oxamniquine, I’Oltipraz.
Des recherches sont en cours pour le vaccin.

3-4-3- La vaccination:

La stratégie de PO.M.S étant de réduire la morbidité le développement d’une
stratégie vaccinale serait la bien venue.

La recherche sur le vaccin est prometteur. Beaucoup de molécules ont €té testées
- pour le vaccin contre la schistosomiase, ce sont : Le glutathion-s-transférase (G.5.T), triose
phosphate isomérase, glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénés et le 23 et 25 kDa
protéine intégrante de la membrane de S. mansoni ( S.M 25) ou S. japonicum
(S.J 23).[53, 58, 6, 83]
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3-5 - Le Diagnostic Biologique:

o Le diagnostic des infections & schistosoma comprend les méthodes directes et
indirectes. Le but de la démarche diagnostique est:

- La protection médicale des individus et patients,

E Le trie des groupes d’individus pour le traitement de masse et des études épidémiologiques
21]

Le choix d’une méthode de diagnostic dépend de plusieurs facteurs:
- Le but du diagnostic (diagnostic individuel, screening, étude épidémiologique)
- Les contraintes financiéres,
- Le nombre de personne 4 examiner,
- La prévalence et I’intensité de la maladie,
- Les équipements disponibles au laboratoire ,
- L’habilité et I’expérience du chercheur,
- les caractéristiques du test.[24]

3-5- 1- Les méthodes de diagnostic biologique directe des schistosomiases:

Elles sont basées sur la mise en évidence des oeufs dans les excrétats et les piéces de
biopsies.Dans les selles sont recherchés généralement les oeufs de S. infercalatum , de S.
Jjaponicum, de S. mansoni, et /ou de S. mekongi.

Dans les urines, sont recherchés des oeufs de S.haematobium.
Les biopsies rectales (biopsie de la muqueuse rectale : B.M.R) sont utilisées pour examiner

les oeufs de S. mansoni , S . intercalacum, de S . japonicum et de
S. haematobium.[35, 52] . Bien entendu on retrouve parfois dans les selles des oeufs de S.

haematobium .

a- Dans les selles:

11 est effectué dans les selles :

- Examen microscopique direct entre lame et lamelle au faible grossissement.
- Examen apreés techniques d’enrichissements:
. Technique de Kato

. Technique du MIF concentration



21

. Technique de Ritchie

. Technique de Faust et Ingalls 4 la glycérine

b- Dans les urines

Dans les urines sont effectués :

- Examen direct microscopique du culot de centrifugation entre lame et lamelles.
- Filtration sur papier Wathman

c- Examen des piéces de biopsie :

- Biopsie de la muqueuse rectale (BMR)
- Biopsié de tumeurs ou de piéces opératoires.

Il faut signaler que la BMR ne fait pas recours aux méthodes
anatomopathologiques de fixation et de coloration auxquelles sont soumises les piéces

opératoires provenant de tumeurs. Le fragment de BM.R est directement examiné entre
lame et lamelles.

d- Résultats des méthodes directes de diagnostic

Les oeufs de schistosome sont faciles a identifier. Ils sont caractérisés par leur
grande taille et 1a présence d’éperon.
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Avantages:

les techniques coprologiques et urinaires sont faciles, réalisables partout, peu
onéreuses et spécifiques [52]. Par contre les techniques de BM.R et d’examen des piéces
biologiques nécessitent des compétences pour exécuter la biopsie et pour les examens
anatomopathologiques.

Inconvénients:

Elles sont peu sensibles parfois, et dépendent des fluctuations de 1’excrétion- des
oeufs aucours de la journée, d’un jour  ’autre et aucours de 1’évolution de la maladie.

3-5- 2- Les méthodes indirectes de diagnostic biologique des schistosomiases:

Elles mettent en évidence les témoins plus ou moins récents de Ia présence du
parasite dans ses différents stades évolutifs.
Ce sont :

- Les techniques d’imagerie :

Ce sont I'ultrasonographie, la pyélographie, qui sont des tests qui détectent les
lésions anatomiques provoquées par la présence des schistosomes: S.haematobium et S .
mansoni .[24]

Dégremont et Al en 1985 ont trouvé que ’ultrasonographie, comparée a la pyélographie
intraveineuse et la cystoscopie, est un moyen valable de détection rapide de la morbidité due
a S.haematobium.

Kardoff et Al en 1994 ont utilisé I’'ultrasonographie pour établir la présence de la fibrose -
périportale du foie ( F.P) au Mali et les caractéristiques hépatosplénomégaliques de la
schistosomiase. Ils n’ont pas trouvé de corrélation entre le nombre d’oeufs émis et la
fibrose.

- Les techniques chimiques et cliniques:

Les infestations par les schistosomiases sont accompagnées d’une altération du
tableau clinique et hématologique.

La détermination des protéines urinaires et sanguines a été recommandée comme test de
screening dans les infections 4 S. haematobium. 1La détermination d’une hématurie par
bandelettes (haemastix) comme une méthode de diagnostic est aisée et rapide

[59, Sacko, en communication personnelle].

Mott.K.E (1990) par utilisation de bandelettes imprégnées d’un réactif chimique et une
technique de filtration des urines a confirmé une sensibilité de 80% et une spécificité

superieur a 90%.
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- Les méthodes hématologiques: [52]

' Elles mettent en évidence: I’hyperéosinophilie sanguine de la phase de migration
larvaire et 1’€osinophilie modérée persistante du stade de ver adulte.

- Les techniques immunologigues:

Toutes les techniques mises au point en immunologie ont ét€ adaptées au diagnostic
indirect des schistosomiases [7, 19, 69, 5, 20, 23,55, 17]: '

- LD.R ( intradermo-réaction)

-Les techniques de déviation du complément

- Immuno-électrophorése

- précipitation des complexes

-Dosag; radioallergosorbant (R.A.S.T)

- Western blot

- Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA);
- Indirect Haemaglutination Assay (IHA);

- Indirect Immunofluorescence Assay (IFA);

- Time Resolved Fluoroimmuno Assay (TR-FIA);
- Radio Immuno Précipitation polyEthyléne glycol (PEG) Assay (RIPEGA);
- Immunoradiométrique Assay (IRMA).

Avantages et incovenients

Les anticorps et les complexes immuns sont détectés dans le sérum seulement, mais les
antigénes circulants peuvent aussi étre détectés dans Iurine, le sérum, et le lait maternel.

Le diagnostic immunologique est basé en général sur la détection des anticorps et
des antigenes.

Les anticorps sont moins spécifiques, sensibles mais ne permettent pas, de
différencier une infection active d’une infection ancienne [17], du fait de leur retard
d’apparition et de leur durée dans I’organisme.

Des réactions croisées existent avec les anticorps lewis X et les anticorps des
schistosomes. Par contre la détection des antigénes circulants présente un grand intérét sur
celle des anticorps qui a montré ses limites:
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- lLa presence d’antigénes circulants indique une infection par rapport a la présence
d’anticorps qui peut étre le résultat d’une infection ancienne.

- La présence des antigénes circulants permet un suivi aprés traitement, car elle donne des
informations sur le métabolisme du trématode.

- Une corrélation existe entre la quantité d’antigéne produite et le nombre de trématodes
présents dans I’organisme.

- La détection des antigénes, permet un suivi aprés traitement et la détection des faibles -
infestations [21, 22].

Nous n’insisterons que sur les techniques autour desquelles s’articule notre étude, 3
savoir la technique du Kato, la filtration et les techniques mettant en évidence les antigenes

circulants. Dans nos matériels et méthodes nous décrirons en détails ces méthodes. Mais au
paravent nous donnerons un apercu rapide sur les antigénes circulants recherchés.

Les antigénes circulants :
En plus des antigénes circulants du ver adulte, on a les antigénes solubles de I'oeuf
(SA: soluble egg antigéne ) , du miracidium, de la cercaire [17,16].
Les antigénes du ver adulte recherchés sont:
- ’antigéne anodique circulant (CAA: circulating anodic antigéne );
- I’antigéne cathodique circulant ( CCA: circulating cathodic antigen ).[72]
- C.A.A: ¢’est un proteoglycane.
Propriétés moléculaire:

- 41% d’hydrates de carbone: GALNAC: GAL GLCNAC: MAN: GLCA=17,2: 2: 19: 0,4:
- 5% d’aminoacide: riche en glycine, faible proportion de phénylalanine et tyrosine.

Propriétés physico-chimiques

Chargé négativement. Le poids moléculaire par:

- ultracentrifugation inférieur a 10 Da,

- gel filtration 50- 300 KDa

- electrophorése sur gel de polyacrylamide superieur 2 800 KDa,

- ultrafiltration superieur a 100 KDa,

- ultracentrifugation des complexes immuns 70 KDa.

La mobilité immuno-électrophorétique est fortement anodique. 11 est résistant pendant 30

minutes & température trés élevée et est détruit par le périodate. Pas de pic d’absorption a
780nm ou & 260nm . Détecté chez ’homme dans le sérum et dans I’ urine.
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-Propriétés immunologiques:

Les anticorps spécifiques sont démontrés 3 4 4 semaines aprés infection. Le niveau
d’IgM est plus haut que cellui d’IgG. '

Propriétés biologiques :

.L’antigéne spécifique du genre  schistosoma, détecté chez S. mansoni,
S.haematobium, S. japonicum, 8. intercalatum, S. curasoni, S. bovis, S. matthei.

Localisation:
" Chez le ver adulte et la schistosomule en développement: premiérement dans les
cellules épithéliales de I’intestin, muqueuse de I’intestin chez le corps du lysosome, associé

avec les leucocytes intracellulaires de I’hdte, dans I’appareil de golgi et les vésicules
cytoplasmiques.

Chez les cercaires: primordialement dans I’oesophage, dans le cytoplasme et la
surface protectrlce de I’épithélium de I’intestin.

Aussi, ils ont été trouvés chez ’hdte dans le glomérule rénale, les cellules de kupﬁ‘er les

‘macrophages de la rate.

Les am1noac1des et les hydrates de carbone constituent 46% du poids total des
matériels analysés (ce matériel résiste a I’ hydrolyse de facon mcomplete) les eaux salées
constituent le poids restant. [ 21, 72].
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Structure des hydrates de carbone trouvés dans CAA

poiysaccharide

[d = Glucuronic acid

Q = N-Acetyl-Galactosamine

(about 30 repeating units of;Q\B )
3

-
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C.C.A: ou Pantigéne M est un polysaccharide.

- Propriétés moléculaires:

- 37% d’aminoacides: riche en glycine, serine et thréonine. Faible proportion de
phénylalanine et tyrosine.
- 63% d’hydrates de carbone.
GALNAC: GAL: GLCNAC: FUC: MAN=1: 6,6:2,9:3,0: 1,6 .
- Propriétés physico-chimiques:
Charge neutre ou légérement positive. Le poids moléculaire par:
- gel filtration 10-300 KDa
- électrophorése sur gel.‘ de polyacrylamide superieur 4 400 KDa
- ultracentrifugation des complexes immuns 40 KDA.
La mobilité immunoélectrophorétique est cathodique. Résistant pendant 120 minutes
a température trés élevée. 10% d’acide trichloroacétique, protease, ribonucléase,

neuraminidase, amylase. Détruit par le périodate.

- Propriétés immunologiques:

Les anticorps spécifiques ont été démontrés aprés 3 a 4 semaines d’infection. Le
niveau de IgM est plus élevé que celle de IgG.

- Propriétés biologiques:

. Cet antigéne est spécifique du genre Schistosoma. Il a été démontré chez S.
mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intrecalatum, S. curassoni, S. bovis, S. matheei
[16]. Ils sont détectés dans le sérum, 1’urine ou le lait de 1’hote.

Localisation:

Chez le ver adulte et la schistosomule en développement: dans les cellules.
épithéliales de I’intestin, muqueuse de P’intestin, dans le corps du lysososyme, dans les
cellules de I’appareil de golgi et les vésicules cytoplasmiques males des téguments.

Dans les oeufs on a des résultats contradictoires. Il n’a pas été rétrouvé dans le miracidium.

Dans les cercaires, ils sont dans le cytoplasme et dans la surface protectiiée de
I’épithélium de I’intestin. Ils ont été retrouvé également chez 1’héte dans les glomérules
rénales les cellules de kupffer, les macrophages de la rate.

Les pourcentages des aminoacides et des hydrates de carbone sont donnés par des
auteurs. Le pourcentage des aminoacides et des hydrates de carbone est obtenu
probablement en faisant une soustraction au 100% du poids des sucres aprés analyse par
méthylation. [72].
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Structure des Jhydr:ites de Carbone trouvés dans CCA

polysaccharide

O = Fucose
‘ . = Galactose

7 ' . S - /V,-Acetyl-GIucosamine,

4
(about 25 repeating units of 3%3,/),

oligosaccharides
l/<> ” ’ "
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4
3

H-=Gal @ = GicNAc ol = GalNAc-ol



(L

31

Ces antigénes circulants sont mis en évidence par sandwich ELISA en utilisant les anticorps
monoclonaux.

Les anticorps Monoclonaux:

Avec la découverte des anticorps monoclonaux spécifiques pour les antigénes du ver
adulte, la détection des antigénes circulants est devenue plus sensible(100%) et spécifique.
Les anticorps monoclonaux sont des Ac de la méme lignée produites chez les souris. La
production des anticorps monoclonaux a eu non seulement comme résultat la visualisation
des bandes optimalement performant dans le diagnostic, mais aussi a permis I’étude du
répertoire des épitopes pour les Ag importants de schistosomes.[20].

Les anticorps monoclonaux utilisés sont des IgG et des IgM.
IgG1 est utilisé pour la détection de CAA . Le premier Ac est le 120-IB10.A puis le second
qui est le conjugué est le 120-1B.10. A/AP.
Pour la détection de CCA, le premier anticorps est IgG3 54-5C-10A, le conjugué est IgM
biotinylé: 8-3C-10BDACH.[14]. ‘
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4- METHODOLOGIE

Notre étude s’inscrit dans le contexte du projet STD3 (Science Technologie et
Développement dans sa troisiéme phase) de la Commission Européenne intitulé:
« Epidémiologie et dynamique de transmissions des infections dues aux schistosomes du
groupe haematobium au Mali »

11 s *agira pour nous de comparer les méthodes de diagnostic parasitologiques aux
méthodes de diagnostic immunologiques.

4-1- Les lieux d’étude:

4-1-1- Description lieux:

Trois zones ont été identifiées par le projet en fonction de leur endémicité et du type
d’infection. Il s’agit:

- Du Plateau Dogon (cercle de Bandiagara): zone endémique & prédominance
S. haematobium.

- Office du Niger (O.N), cercle de Niono: zone endémique & mfectxon mixte :
S. haematobium, S mansoni.

- Région de Sikasso, cercle de Bougouni: zone considérée comme non endémique.

Dans la zone du plateau Dogon sur six (6) villages enquétés, deux (2) villages ont été
retenus dans I’arrondissement central de Bandiagara, il s’agit de Boro et Kassa.

Dans I’O.N le sondage parasitologique s’est porté sur quatre (4) villages dont deux ont été
retenus : il s’agit de Siguivouce et Ringandé.

Dans la zone de Bougouni aprés sondage parasitologique sur deux villages, un (1) a été
retenu, il s’agit de Massabla.

Dans les villages de Boro et Kassa, les prémiers résultats ont fait I’objet de publication et
s’est portée sur la détection des antigénes CAA dans le sérum [10]

Notre étude s’est portée sur les villages de Siguivoucé puis Massabla.

e Siguivoucé:

L’ON est une entreprise publique a caractére agro-industriel et commercial, qui a été

crée en 1932 avec la construction du barrage de Markala 4 35 Km en aval de Ségou. Elle
geére des terres concédées par I’Etat et exploitées par des colons, qui lui sont liés par un
contrat.
Le village de Siguivouce est situé dans I’arrondissement central de Niono 4 15 Km de Niong
dans la région de Ségou. La population est composée en majorité de Mossis, en plus on a de
Bambara, Mianka, Peulh, Dogon, et des Sarakolés. Il est peuplé de 503 habitants. En plus de
périmétres aménagés, la populatlon dispose des terres pluviales ou on cultive du mil, du sorghg
en plus du riz dans les périmétres irrigués.
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o Massabla:

Situé dans I’arrondissement central de Bougouni, dans la 3éme région ( Sikasso), &

7 Km de la ville de Bougouni. Massabla est un petit village peuplé de 352 habitax,lts.

L’activité principale de la population est I’agriculture et ’élevage. Les cultures pratiquées

if;ont b:le coton et le mil. La population est composée essentiellement de peulh et de
ambara.

4-1-2- Le choix des villages:

Le choix des villages a ¢été effectué de la fagon suivante:

Nous avons identifié les villages n’ayant pas été couverts par le PNLCS; ceux qui sont
situés dans I’arrondissement central du cercle dont I’accés est facile ; et ceux ayant un
minimum de structure d’accueil pour I’hébergement de I’équipe.

Nous avons identifié les villages proches d’une canalisation, petits barrages ou un cours
d’eau. le consentement éclairé de la population a été obtenu avant le démarrage de 1’étude.

4- 2- La période d’étude:

Une étude longitidunale a été éffectuée sur chacun des villages : Siguivouce et
Massabla que nous avons retenus, pour déterminer la prévalence, I’intensité de I’infection a
I’enquéte initiale, six (6) semaines aprés le traitement, puis 4 un an aprés le traitement.
L’étude comprenant ’examen parasitologique des urines des selles, et la détection des
antigénes circulants (CAA et CCA) dans le sérum et dans I’urine des sujets. Elle a été
éffectuée de 1993 a 1996.

4-3- Echanntillonnage:

/

Notre échantillon est celui qui a été retenu au cours du sondage parasitologiqués en
novembre 1993. A I’enquéte initiale 2 Boro 279 urines , et 267 prélévements de sang ont été
éffectués. A Kassa 211 urines et 197 prélévements de sang ont été éffetués. '

A PON 438 urines et 328 selles ont été examinées dans les villages de Niono.
A Massabla a I’enquéte initiale 237 urines ,157 selles et 230 prélévements de sang ont été

éffectués.

4- 4- Prélévement et collecte des échantillons:

Avant le sondage parasitologigue, les villageois ont été informés du plan de travail.
Ils ont toujours ét€ rappelés au moins un jour avant les prélévements. Le prélévement
concerne toute la population ayant plus de 2 ans.

Les personnes a examiner sont classées par famille, en prénant note de I’ dge et du
sexe. A chacune des personnes était attribuée un pot de 40 ml numéroté. Ils sont appélés un
a un devant I’équipe de prélévement de sang, ensuite, ils apportaient dans les pots
numérotés. Aprés prélévement recueil, collecte des urines, des pots de selles leur sont rémis
numérotés également dans lesquels ils apportaient les selles le lendemain. Un seau placé
dans un endroit bien connu du village servira a recueillir les échantillons de selles.
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Les urines prélevées sont divisées en deux parties:
-10 ml sont prélevées avec la séringue pour la filtration,

- 1,5 + 0,5 ml dans les éppendorf gardées au froid puis transportées a Bamako dans le
laboratoire puis gardés au congélateur a -20° C jusqu’a son utilisation.

-Les prélévements de sang (5 ml) sont centrifugés, les sérums sont recueillis dans les
éppendorfs (1,5ml + 0,5) gardés au froid et transportés @ Bamako, et sont gardés au
congélateur a -20°C jusqu’a son utilisation. '

La filtration et le Kato-Kartz sont éffectués sur le terrain.

4-5- Les méthodes d’études

4-5-1- Examen parasitolo_gg’gue des urines et sélles.

Les méthodes utilisées sont : la filtration pour les urines et la méthode de Kato-Katz
pour les selles.

4- 5-1-1- La filtration urinaire:
Elle est basée sur la mise en évidence des oeufs de S. haematobium dans I’urine.
a- Le Matériel:

- compteur,

- solution de ninhydrine (15mg/ml ).

- lames porte objet,

- pinces,

- papier filtre (wathman n°1 ),

- séringue 10 cc (movette ),

- porte filtre,

- plaque milipore pour le séchage du papier filtre,
- pots pour recueillir les prélévements,

- crayon de papier pour numéroter Je papier wathman n°1,
- marqueur pour numéroter les pots,

- microscope ,

b- Le réactif:

- Poudre de ninhydrine 15 mg
- pour 1 ml d’eau distillée.
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¢- Mode opératoire : [52]

L’échantillon d’urine prélevé est soigneusement homogéinisé en sécouant le pot
d’urine. Pour la filtration proprement dite : filtre et porte filire sont adaptés 4 la séringue.
On préléve 10ml d’urine sur ’échantillon a I’aide de la séringue puis on chasse les 10ml
d’urines a travers un filtre en papier (wathman n°1 ).Pour finir on asplre de I’air afin de
chasser toute I’urine a travers le filtre.

On ouvre alors le porte filtre et on enléve le filtre a ’aide d’une pince . Le filtre est coloré
avec la solution de ninhydrine, celle ci colore les oeufs de schistosomes en violet. Aprés
séchage des papiers filtre sur millipore (plaque ) ,ils sont lus au microscope leitz au
grossissement 4 ou 10 . On compte le nombre des oeufs par filtre,cela. correspond au
nombre d’oeufs par 10 ml d’urine.La charge ovulaire est exprimée en nombre d’oeufs/10ml
d’urines.

4-5-1-2- Kato-Katz:[52]

Cette méthode est utilisée pour la mise en évidence des oeufs de schistosoma

mansoni dans les selles 4 partir d’un étalement de matiéres fécales.

a- Le Materiel:

- lames porte objet,

- tamis en maille d’acier,

- pots pour le recueil des échantillons,

- seau pour la collecte des échantillons,

- papier cellophane ordinaire découpé en rectangle 5 Cm sur 2 Cm,
- marqueurs, :

- spatule en bois pour manipuler les selles, '
- calibreur pour Kato-Katz,

- microscope électrique,

- papier buvard,

- compteur.

- Le réactif:
Solution employée: Solution de vert de Malachite.
. Glycerine  100ml

. Vert de Malachite 3% 1ml
. Eau distillée 1000ml.
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b- Mode opératoire:

L’échantillon de matiére fécale est passé a travers les mailles d’un tamis a I’aide
d’une spatule en bois de fagon a éliminer les gros éléments. Une pétite partie des matiéres
fécales tamisées est portée sur un calibreur en plastique posé a plat sur une lame porte
objet.on remplit entiérement le trou du calibreur avec les échantillons de matiéres feca]es et

on égalise le niveau de la surface superleure avec une spatule .

L’orifice du calibreur nous donne une quantité de selle sur la lame aprés I’avoir enlévé. Un
rectangle de cellophane qui a été trempé pendant au moins 24 heures dans la solution de
vert de malachite,est placé sur I’échantillon. La lame est retounée sur la table ayant un
papier buvard pour. étaler uniformement I’échantillon sous la célophane. Aprés, au
minimum une demie heure,les oeufs de schistosomes éclaircissent et les lames peuvent étre
lues au microscope & I’objectif 10 .

L’orifice du calibreur contient 41,7mg de matiéres fécales. 11 faudra donc multiplier
par 24 le nombre d’oeufs observés au microscope pour obtenir le nombre d’oeufs par
gramme de selles.

4-5-2- La recherche des Antigénes circulants du ver adulte:

Le test immunologique dont j’ai effectué pour la détection des antigénes circulants
des schistosomiases est le sandwich ELISA, sur sérum et sur urine.

a- Le principe:

Le principe de la réaction est basé sur la réaction antigéne - anticorps. Les Ag recherchés -
sont pris en sandwich entre deux Ac monoclonaux. La réaction est révélée en ajoutant un
substrat. Une réaction positive se traduit par une coloration jaune.

Le prémier Ac monoclonal est fixé sur la plaque par son fragment FC pour permettre au
fragment Fab d’attraper I’Ag. Le 2éme Ac marqué par une enzyme est ajouté au complexe
Acl et Ag. La révelation est faite par le substrat de ’enzyme qui donne une colororation

carctéristique. : '

Ag circulant 2éme Ac marqué a la phosphatase -
\‘ / »

O .
N, U Q%

1 2 3
Puits contenant Addition du serum ou Revelation par le 2éme Ac
I’Ac fixé par son  urine contenant I’Ag marqué a la phosphatase

FC circulant
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b - Le matériel:

- cc_mgélateur pour stocker les prélévements,les Ac ,lés temoins positifs,les plaques coatées
- distillateur, ’ ’
- bidon de 20 litre pour stocker I’eau distillée,
- centrifugeuse,
- bain-marie,
- thermomeétre,
- pisettes de 500ml ,
- plaques de microtitration « nunc » & 96 trous (maxisorb )
- couvercle des plaques,
- papier parafilm,
- cupule en plastique (eppendorf)
- portoir micro test tube rack,
- micropipettes pipettman gilson( 20,200,1000y1) 4 volumes variables,
- multipipettes & 12 bouts (labsystems finnpipette )
- bouteille de 1 litre sombre pour la concervation des tampons,
- vortex- réfrigérateur:liebherr,
- verrerie:erlemeyer, grande éprouvette, 50, 100, 500, 1000m!,
- pipette pasteur,
- embouts pour micropipettes,
-centrifugeuse pour eppendorf ( centrifuge 5415C )
- vortex: autovortex mixer Sa-1,
- agitateur magnétique ( magnetic stirrer SM-1 )
- pipette en verre,
- Ph-métre (microprocessor Phmeter WTW Ph 95 ),
- balance automatique ( Mettler PY 300 )
- incubateur ( jouan),
- chronométre compteur (Hanhart ), A
- cupule rectangulaire pour multipipette (pour les solutions a I’emploi ),
- un laveur de microplaque:Titertek Handiwash 110, communiquant avec une bassine en
plastique de 40 litres contenant la solution de lavage,
- spectrophotométre: labsystems multiskan plus,
- imprimante: Epson LQ 570,

- les spatules en fer pour manipuler les réactifs en préparations,
- chiffons adaptés ayant des trous pour tenir les eppendorfs au bain-marie,

c- les réactifs: (voir annexe )

d- Le mode opératoire:

d-1_Prétraitement des échantillons:

Les échantillons sont enlévés du congélateur, puis sont laissés dans les portoirs

(microtest tube rack) a la température ambiante pour les déconggéler.
Les échantillons sont homogeinisés en agitant doucement les tubes par retournement. Les
échantillons sont prétraités afin de détruire les proteines urinaires, et décomplémenter le

sérum.
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- Sérums:

Dans une cupule en plastique (eppendorf )ajouter 50 pl de sérum 2 150ul de solution
alcaline Mélanger puis incuber pendant 30 minutes 4 70°C au bain-marie
. Mélanger 4 I’aide d’un vortex pendant 3 minutes
- L’¢échantillon est ainsi dilué 4 fois et est prét pour I’emploi.

- Urines:

- Pour CCA: ajouter 100pl d’urine décongélée homogeinisée & 100ul de solution
alcaline,mélanger au vortex. incuber pendant 30 minutes & 70°¢ au bain-marie méjanger
pendant 3 minutes au vortex.

L’échantillon est dilué de 2 fois et est prét pour I’emploi.

. Pour CAA:200u] d’urine décongélée dans une cupule (eppendorf ). incuber au bain-
marie pendant 30 minutes & 70 °C. Mélanger au vortex. L’échantillon est prét pour I’emploi,
dilué 1 fois.

d- 2- Détection de CAA [14]
* Coating dans du PBS 0,035 M

- les cupules des anticorps monoclonaux sont enlévées du congélateur, et sont laissées a la
température ambiante pourqu’elles se décongélent dans les portoirs (micro test tube rack )

- faire une dilution des anticorps monoclonaux a la concentration de 5ug/ml

- pipetter 100ul de la solution d’anticorps 2 5 pg/ml dans chaque cupule de la plaque de
microtitration avec la multipipette & 12 bouts

- couvrir la plaque avec le couvercle I’embaler avec du papier aluminium le mettre dans .
I’incubateur & 37°C pendant 3 heures ou une nuit & la température ambiante, la réaction se
passe dans I’obscurité,

- enlever la plaque de 'incubateur la débaler puis laver avec la solution de lavage par le
laveur de microplaque 6 fois, puis secher contre un papier pour enlever les fines goutelettes
de la solution de lavage. :

*Post coating avec la solution de BSA 0,033%

- pipetter 120 pl de la solution de BSA dans une cuve avec la multipipette dans chaque
trou de la plaque de microtitration

- couvrir, emballer avec du papier aluminium ,incuber pendant une heure a 37°C

- enlever la plaque de ’incubateur laver 6 fois avec la solution de lavage avec le laveur de
microplaque tout en renversant d’un coup sec le contenu de la plaque

- taper contre le torchon puis I’essuyer
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- la plaque ainsi coatée est préte pour I’emploi ou la conservatlon couverte avec le papier
parafilm a -20°C pendant + 2 mois

- diluer en série de %2 les échantillons prétraités et le temoin positif (AWA-TCA a
100 mg/ml ) dans la solution tampon de dilution du CAA

- = couvrir la plaque puis I’emballer avec le papier aluminium et incuber pendant 1 heure
437°C dans I’incubateur

- enlever la plaque, débaler puis laver 6 fois avec la solution de lavage par la machine
- renverser la plaque contre un torchon propre puis I’essuyer

- diluer la solution d’anticorps conjuguée: Ac/AP selon la dilution indiquée sur la cupule,
mettre la solution d’ Ac conjuguée dans une cuve,

- pipetter avec la multipipette la solution d’Ac/AP et ajouter dans chaque trou de la plaque
de microtitration,

- couvrir de nouveau, puis I’emballer avec le papier aluminium pws le mettre a incubateur
a 37° C pendant 1heure,

- enlever la plaque puis débaler et le laver six (6) fois et I’essuyer

- pipetter avec la multipipette 80 pul de la solution de substrat P-NPP (paranitrophényl
phosphate ) dans chaque trou de la plaque de microtitration _

- oouvri; de nouveau, I’emballer et le mettre au réfrigérateur pendant toute la nuit '

- enlever la plaque puis débaler et le mettre & la température ambiante puis procéder a la
lecture au spectrophotométre a la longueur d’onde 405nm, les résultats des densités-
optiques mésurées sont imprimés automatiquement par I’imprimante.

d-3-_détection de CCA: [19]

C’est la méme procédure a la seule différence que le témoin positif pour CCA est a
la concentration de 250ng/ml et que le conjugué et I’enzyme ne sont pas liés ce qui donne
une étape supplémentaire.

Aprés le conjugué ajouter I’enzyme qui est la streptavidine/phosphatase alcaline en mettant
80ul de la solution dans chaque trou de la plaque de microtitration ,couvrir ,emballer et
I’incuber pendant 30 minutes & 37°C aprés ajouter le substrat. -

d-4- Interprétation des résultats:

_ Le spectrophotométre analyse les plaques en donnant la valeur de la moyenne ( X))
la déviation standard (SD) et le coefficient de variation (CV) en pourcentage. Les valeurs de
I’échantillon négatif doivent étre uniforme et le seuil (CO= cut-off) est calculé a partir de
I’échantillon négatif.
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CO=X+3SD quand le CV <5%
CO=X+2SD quand le CV est compris entre 5% et 10% 5<CV< 10%

La sensibilité du test est déterminée sur la plaque a partir des valeurs du positif
(AWA-TCA) , qui doivent au moins atteindre la 7° cupule (selon la dilution)

Un échantillon est considéré comme positif quand la valeur de sa densité optique est
supérieure & la valeur du seuil.

Un échantillon est considéré comme négatif quand la valeur de sa densité optique est
inférieure au seuil.
Le titre est ainsi déterminé a partir de la dilution initiale.

Sur nos résultats, nous avons éffectué les tests suivants pour I’analyse:
si, n0 = nombre d’oeufs par personne/10m! d’urine ou par gramme de selles
n = nombre total d’échantillons examinés

Intensité(l), par la moyenne géométrique du nombre des oeufs ou des

titres = [ E Log(n0+1) ]

Moyehne a?ithmétique =E n0/n

Prévalence(P) = ﬁombre de cas positif /nombre total des personnes examinées
Test de comparaison Chi2 (X2)

La sensibilité (S), la spécificité(Sp), les valeurs prédictives positives et négatives: VPP et
VPN '

E =somme

Nous avons réalisé des prélévements dans un village pris au hasard en zone
d’endémie bilharzienne et dans un village pris au hasard en zone non endémique pour la
méme parasitose.

En zone endémique le village choisi s’appelle Siguivoucé.

En zone non endemique le village choisi s’appelle Massabla.

Les mémes examens ont été réalisés sur les prélévements éffectués en zone d’endémie et sur
ceux effectués en zone non endémique.

Nous avons réalisé trois passages dans chacun des villages.
Le premier passage a été appellé enquéte initiale, il correspond a I’étape avant le traitement.
Dans la zone d’endémie lors de notre premier passage nous avons éffectué 228
prélévements. Mais dans la zone non endémique le manque de réactif nous a contraints a ne
considérer que 39 prélévements .

C’est aprés le traitement que presque la méme taille d’échantillons a été examinée
dans les deux zones ( 32 et 39 échantillons respectivement a siguivoucé et Massabla).
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Nos résultats vont étre donnés selon I’ordre suivant :

- résultats de I’enquéte initiale en zone endémique et non endémique pour I’ensemble des
tests biologiques utilisés,

- caractéristiques épidémiologiques de 1’échantillon examiné en zone d’endémie et en zone
non endémique ( prévalence selon la catégorie d’age et selon le sexe.),

- comparaison des prévalences en zone d’endémie et en zone non endémique,

- comparaison des résultats des différents tests utilisés dans le méme village en zone
endémique a I’enquéte initiale,

- la sensibilité et la spécificité de la méthode de détection des antigénes circulants lors de
I’enquéte initiale en zone d’endémie, et en zone non endémique.
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5- les Résultats

Avant le traitement, les prévalences parasitologiques ont été déterminées sur les

~ échantillons d’urines pour S.haematobium et de selles pour S.mansoni.

Les prévalences sérologiques ont portés sur la détection des antigénes circulants dans le
sérum (SCAA, SCCA) et dans les urines ( UCAA, UCCA).

A Siguivouce au total 228 échantillons ont été examinés pour chaque test et 39 échantillons
a Massabla. ' '

Aprés le traitement 4 Siguivouce, cette détermination a été effectuée 6 semaines et 1
an aprés le traitement sur 32 échantillons; par contre 4 Massabla la taille des echantillons

reste inchanger 4 tous les temps ( 39 échantillons).

Les résultats sont illustrés dans les tableaux ci-dessous.

5-1- Les résultats descriptifs ;

5-1-1-Siguivouce:

Tableau n° 1

Repartition du taux de prévalence de la Bilharziose selon le type de I’infestation en fonction
des différentes zones avant traitement.

\w Siguivouce Massabla
Type d’infestation

n P n P :

S.haematobium 278 |82 39 |0

S.mansoni 228 |38 39 0

P = prévalence en poucentage (%)
n = nombre total d’échantillons examinés

Nous considérons comme reférence les tests parasitologiques: Filtration des urines pour
S. haematobium et Kato-Katz pour S.mansoni. :

A Siguivoucé la prévalence de S.haematobium est plus forte avec 82 % et 38 % pour S.
manoni.

Par contre a4 Massabla la prévalence parasiologique est nulle sur les échantillons examinés
par les deux méthodes parasitologiques de reférence.
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Tableau n° IT

Ta.ux.de positivité de la bilharziose des différents tests biologiques en zone endémique
(Siguivouce) avant le traitement :

Tests P

Filtration 82
Kato 38
SCAA - |78
SCCA - 55
UCAA. 74
UCCA 90

‘nombre total d’échantillons examinés = 228
P = prévalence en %

La technique de détection UCCA nous montre le taux de positivité le plus élevé avec 90%.

Tableau n° I

Distribution de I’infestation bilharzienne en fonction de la catégorie d’dge a -Siguivouce a
I’enquéte initiale selon les différents tests biologiques.

W 0-6 |7-14)15-24|25-44 |45+
Tests diagnostic

Filtration - 8 30 |17 14 11
Kato 2 18 |11 10 7
SCAA 6 28 |16 |17 9
SCCA 2 24 |12 11 5
UCCA 7 28 |15 15 8
UCCA 9 28 (15 |22 12

Nombre total d’échantillons examinés = 228

Nous constatons que la tranche d’a ge 7-14 ans a le taux de prévalence le plus élevé pour
tous les tests. '
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Tableau n° IV

Distribution du taux de positivité (%) de la Bilharziose selon les différents tests
biologiques en fonction du sexe i I’enquéte 1n1t1ale a Siguivouce

N Masculin Fémini p
Tests diagnostic By
filtration 37 45 ns
Kato 18 ! 20 ns
SCAA , 37 45 ns
SCCA 24 31 ns
UCAA 34 | 41 ns
UCCA 38 52 S

La filtration et SCAA donne les mémes prévalences selon les sexes

Nombre total d’échantillons examinés =228
ns = la différence n’est pas significative
s = différence significative !

Tableau n°V
Intensité de la bilharziose par la moyenne géométrique en terme de nombre d’oeufs émis

pour les tests parasitologiques et en titre de positivité des antgénes circulants dans la zone
de Siguivouce avant traitement en fonction des différents tests biologiques.

Tests Intensité
Filtration |33
Kato 90
SCAA 263

SCCA 19

UCAA 18

UCCA 211

L’intensité I est la moyenne géométrique du nombre des oeufs ou des titres de positivitésdes

tests immunologiques.
Nombre total des échantillons examinés = 228

Pour les tests parasitologiques la moyenne; géoméirique du nombre des oeufs est
respectivement de 33 pour la filtration urinaire et 90 pour le Kato. Pour les tests
immunolgiques , UCAA et UCCA donnent les tlltres les plus élevés en moyenne 263 et 211.

i
i
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Tableau n° VI

Intensit€ de la Bilharziose en terme de nombre d’oeufs émis et en titre de positivité des tests
R de détection des antigénes circulants en fonction des différents tests biologiques selon la
; catégorie d’4ge 2 I’enquéte initiale a Siguivouce.

I esenannée | 0-6| 7-14 | 15-24 [25-44 [45+

| filtration 60 |70 19 7 5

5 Kato 105 {107 100 59 |88

| . ISCAA 100 11725 {362 47 |38
SCCA 13 {24 21 20 |13
UCAA 12 |35 17 4 6
UCCA 20 (232 [328 202 (134

Nombre total des échantillons examinés = 228 ,

L’intensité la plus élevée est obtenue avec le SCAA et a tous les dges. Les individus ayant
: de 7 a 14 ans sont les plus infestés et cela pour tous les tests sauf par la technique UCCA ou
i les individus ayant de 15 4 24 ont une intensité plus élévée. ‘

5-1-2 Massabla
- Tableau n°® VII

Le taux de positivité de la bilharziose en zone non endémique (Massabla) selon les
différents tests biologiques avant le traitement.

Tests P
Filtration 0
Kato 0
SCAA 8
UCAA |3

P = prévalence en %
Nombre total d’échantillons examinés = 39
La technique de détection de SCAA montre la prévalence la plus €lévée .
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§-2 - Résultats analytiques:

S-2-1_Siguivoucé

Nous voulons évaluer les tests de détection des antigénes circulants par rapport aux tests
standards : filtration des urines et kato-katz. -

Cette évaluation consistera & donner la sensibilité, la spécifité des techniques .

Le principe de calcul est le suivant lorsque ’on compare un test B a un test A consideré
comme reférence

\%A Positif ~ |Négatif |Total
Test B '

Positif a - c atc
Négatif b d b+d

Total at+b ctd atb+ct

Sensibilité (S) = a/ a+b

Spécificité (SP) = d/c+d

Valeurs prédictives positives (VPP) = a/a+c
Valeurs prédictives négatives (VPN) = d/b+d
a = nombre de vrais positif

d = nombre de vrais négatif

¢ = nombre de faux positif pour le Test A

b = nombre de faux négatif pour le Test A

Tableau n° VIII

Spécificité, sensibilité, et les valeurs prédictives positives et négatives (en %) des tests de
détection des antigénes circulants par rapport 4 la filtration a Siguivouce a I’enquéte initiale.

Tests Spécificité |Sensibilit¢ |V PP VPN
Sérologiques

SCAA 35 82 85 29
SCCA 63 59 88 25
UCAA 43 78 86 30
UCCA 23 92 85 39

Dans le cas des infections 3 S. haematobium la sensibilité des tests immunologiques est
bonne ou I'UCCA donne la plus grande sensibilit¢ avec 92 % . Le SCAA est le plus
sensibilité avec 82 %. Les tests immunologiques détectent les vraies positifs a plus de 80 %
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Tableau n° IX

Spécificité, sensibilité, et les valeurs prédictives positves et négatives des tests de détection
des antigénes circulants par rapport au kato & Siguivouce a I’enquéte initiale.

Tests: Spécificité | Sensibilité |VPP V PN
Sérologiques

SCAA 27 87 42 77
SCCA 54 1|70 48 74
UCAA 88 34 45 82
UCCA 14 95 40 83

Dans le cas des infections 4 S. mansoni 'UCAA est le plus spécifique, les meilleurs
sensibilitées sont obtenues avec UCCA 95 % et le SCAA 87 %. Les négatifs sont détectés a
plus de 70 %. -

Nous avons examinés nos résultats dans le temps 4 6 semaines et a 1 an apreés le traitement

au praziquantel. Cette analyse a été€ effectuée sur 32 individus qui ont participé a toute les
phases de notre enquétte. Nous avons obtenu les résultats suivants:

Tableau n° X

~ Le Taux de positivité de la Bilharziose dans le village de siguivoucé avant, 6 semaines et 1
" an aprés traitement selon les tests biologiques.

) Prévalence! Pévalence(P) en fonction du temps en %
W
Pm0)atd |[PmO)atl |P@m0)at2
Filtration urinaire 75(24) 6(2) 16 (5)
Kato 69 (22) 6(2) 6(2)
SCAA 91 (29) 56 (18) 19 (6)
SCCA 59(19) 16 (5) 3(1)
UCAA 78 (25) 22(7) 41 (13)
UCCA 100 (32) 78(25) 50 (16)

Nombre total des échantillons examinés = 32

n0 = nombre de cas positif
P = prévalence de I’infection
t0 = Enquéte initiale

tl = 6 semaine apreés le traitement

Le taux de prévalence des schistosomiases est de 75 % et 69 % respectvement pour
S. haematobium et S. mansoni au temps t1 et au temps t2 elle est de 6 % pour les deux.

t2 =1 an aprés le traitement.
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La technique UCCA montre le taux de prévalence de 100% & t1.
Nous constatons:

6 semaines aprés le traitement un taux de prévalence de 78% par la technique UCCA et
6% par les méthodes de référence. Un an aprés le traitement la prévalence est égale a 50%

par la méthode UCCA alors qu’elle est de 16% et 6% respectivement par la filtration et le
Kato.

Tableau n° X1

Intensité de la Bilharziose & Siguivouce avant , 6 semaines et 1 an aprés traitement

I = Moyenne géométrique du nombre des oeufs émis ou titre / personne

n0 = nombre de cas positifs
Nombre total des échantillons examinés = 32

Intensité| Intensité (I) en fonction du temps
M
diagnostic

' IMm0)atd (Im0)atl [I(@0)ac2

Filtration 8(24) 12) 2(5)
Kato 64 (22) 24 (2) 34 (2)
SCAA 128(29)  [14(18) 11 (6)
SCCA 15 (19) 8(5) 4(1)
UCAA 10 (25) 2(7) 43 (13)
UCCA 170 (32) 184 (25) 16 (16)

Pour tous les tests nous constatons une dimunition de Uintensité a 6 semaines apres le
traitement puis une légére augmentation & 1 an aprés le traitement , sauf le cas de SCAA,
SCCA, UCCA ot nous constatons une dimnition progressive.
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2-2 Efficacité du traitement au praziquantel & Siguivoucé

Nous avons examiné ’efficacité du traitement au praziquantel qui est I’antibilharzien le
plus utilisé au Mali.

Tableau n°® XTI

L'e taux de réduction de la prévalence a 6 semaines puis 4 1 an aprés le traitement &
-Siguivoucé des différents tests biologiques.

w Tatl | Tat2

Tests :

- | Filtration 92 79
Kato 191 91
SCAA 38 79
SCCA.. 73 95
UCAA 72 47
UCCA 22 50

t0 = avant traitement

t1 = 6 semaines aprés le traitement

t2 = 1 an aprés le traitement

Taux de réduction de la prévalence (T)=P at0-P atl(ouat2)/Pat0

P = Prévalence

Nous constatons que Ia filtration, le Kato montrent le taux de réduction d la prévalence le
plus élevéatl etat2

Tableau N° XTI

Les valeurs prédictives positives et négatives avant, 6 semaines et un an aprés le traitement
4 Siguivoucé par rapport a la filtration.

Tests |TO T1 T2

VPP [VPN| VPP | VPN{VPP | VPN
SCAA[85 (29 |11 100 1§33 {92
SCCA (88 (25 {20 (96 |0 83
UCAA|8 (30 |0 92 (17 ({90
UCCA|85 (39 |4 87 (27 (100

Le test UCCA se montre le plus sensible avec la meilleure VPN=100%
1 an aprés traitement.
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Tableau n° XIV

Les valeurs prédictives positives et négatives avant, 6 semaines et 1 an aprés le traitement &
Siguivoucé par rapport au Kato

Tests ([ TO Ti T2

VPP | VPN| VPP |VPN|VPP | VPN
SCAA |42 |77 |11 100 |0 92
SCCA |48 (74 |0 92 (100 {97
UCAA[45 (82 |0 92 |8 95
UCCA|[40 - (83 |8 100 (12 [100

Ici également UCCA se montre comme le test le plus sensible
La sensibilité, la spécificité, les valeurs prédictives positives et négatives sont nulles &
Massabla car la prévalence parasitologique est nulle.

Tableau n° XV

Comparaison de la positivité du test UCCA a Siguivoucé selon le sexe

UCCA |Positif | Négatif |Total
Sexe | /

Masculin 76 21 97

Féminin - (117 11 128

Total 193 132 225
P < 0,001

La différence est statistiquement significative
Le taux de Positivité est plus élevé chez les femmes que chez les hommes.

Aucune différence significative n’a été trouvé entre sexe pour le reste des tests biologiques
et chacun des tests pris deux a deux.
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Tableau n° XVI

Comparaison de la positivité entre la filtration urinaire et le SCAA avant traitement 3

siguivouvé

Filtration| Positif | Négatif | Total
SCAA
Positif 151 26 177
Négatif 34 14 48
Total 185 40 225

i
I
i
.
I
i
i
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X?2=5,41 P<0,01

VPP=85%,VPN=29% S=82% Sp=235%.

Le SCAA détecte 26 cas positifs qui sont négatifs par la filtration.

34 cas négatifs par SCAA sont positifs par la filtration.

Une différence statistiquement significative existe entre la filtration et SCAA.

VPP = Valeur prédictive positive
VPN = Valeur prédictive négative

S = Sensibilité
Sp = Spécifité

Tableau n°® - XVII

Comparaison du taux de positivité entre la filtration et SCCA avant traitement & Siguivoucé

\E@ Positif ~ |Négatif |Total.
SCCA ‘

Positf 109 15 124
Négatif 76 25 101
Total 185 40 225

X2=6,10 P<0,01
VPP=88% VPN=25% S=59% Sp=63%
109 cas sont positifs aussi bien pour la filtration que pour la technique SCCA, le SCCA

détecte 15 cas positifs de plus, qui sont négatifs par la filtration. La différence est
statistiquement significative. »



Tableau n° - XVIIL

Comparaison du taux de positivité entre la filtration ét P'UCAA

avant le traitement a

Siguivoucé
. Filtration| Positif |Négatif |Total

UCAA 7 :

Positif 145 (23 168

Négatif 40 17 57

Total 185 40 225
 xe= 7,58 P <0,005

VPP=86% VPN=30% S=78% Sp=43%

Avant le traitement 145 cas sont positifs aussi bien pour la filtration que pour UCAA .
L’UCAA détecte 23 cas positifs qui sont négatifs par la filtration. La différence est
statistiquement significative entre les deux tests.

Tableau n° XIX

Comparaison du taux de positivité entre la filtration et "UCCA avant le traitement

' Filtration | Positif  |Négatif |Total f
T
Positif 171 31 202
Négatif 14 9 23
Total 185 40 225

P <0,008 (Fisher) . La différence est statistiquement significative

VPP=85% VPN=39% S=92%.Sp=23%
171 cas sont positifs aussi bien pour la filtration que pour UCCA avant le traitement .

Cependant UCCA détecte 31 cas positifs qui sont négatifs par la filtration
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Tableaﬁ n° XX,

Comparaison du taux de positivité entre le Kato -Katz et le SCAA avant le traitement a
Siguivouce

f\Kato Positif Négatif Total
SCAA

Positif 75 102 177
Négatif 11 37 48
Total 86 139 225

X2=6,05 P<0,01. La différence est statistiquement significative.

VPP=42% VPN=77% S=87% Sp=27%
75 cas sont positifs aussi bien pour le Kato que pour le SCAA ,avant le traitement.

Cependant le SCAA détecte 102 cas positif qui sont négatifs par le Kato.

Tableau n°  XXI

Comparaison du taux de positivité entre le Kato -Kartz et le SCCA avant le traitement a
Siguivoucé

Kato | Positif Négatif Total
SCCA
Positif 60 64 124
Négatif 26 75 101
Total 86 139 225

X2= 12,09 P<0,0005 . La différence est statistiquement significative

VPP =48 % VPN =174% S=70% Sp=54%.
60 cas sont positifs aussi bien pour le Kato que pour SCCA , cependant SCCA détecte 64

cas positif qui sont négatifs par le Kato - Katz
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Tableau n°® XXII.

Comparaison du taux de positivité entre le Kato-Kartz et 'UCAA avant le traitement a

Siguivoucé

: *w Positif Négatif |Total
UCAA
Positif 76 92 168
Négatif 10 47 57
Total 86 139 225

X2=13,82 P<0,0002. La différence est statistiquement significative.

VPP =45 % VPN =82 % S=88%  Sp=34%

A Ienquéte initiale 76 cas sont positifs aussi bien pour le Kato que pour UCAA . UCAA

détecte 92 cas positifs qui sont négatifs par le Kato .

Tableau n°  XXIHI

Comparaison du taux de positivité entre le Kato-Kariz et la techniqueUCCA avant le
traitement a Siguivouceé.

Kat |Positif |Négatif | Total
m
Positif 82 120 202
| Négatif 4 19 23
Total 86 139 225

X?2=471 P<0,03. LA différence est statistiquement significative.

VPP=40% VPN =83 % $S=95% Sp=14%
82 cas sont positifs aussi bien pour le Kato que pour 'UCCA avant le traitement, 120 cas

négatifs par le Kato sont positifs par I’ UCCA.



2-3 Massabla

Tableau n° XXIV.
L taux de positivité de la schistosomiase 4 Massabla avant (10) 6 semaines (t1) et 1 an aprés
(t2)
traitement.
Tests diagnostic |Pévalence( P ) en fonction du temps en %
P@m0)at0 Pm0)atl Pm0)at2
Filtration 0(0) 0(0) 0(0)
Kato 0(0) 0 (0) 0(0)
SCAA 8(3) 3(1) 8(33)
UCAA 3(1) 3(1) 3(1)

Nombre total des échantillons examinés = 39
n0 nombre de cas positif

A massabla, la prévalence parasitologique est nulle a tous les temps .

Le taux de prévalence est de 8 % et 3 % par la technique SCAA et UCAA respectivement

au temps 10,3 % au temps t1 puis 8 % et 3 % au temps t2.

Iln’y apas de résultats positifs concordants entre les tests parasitolgiques et

imunologiques a Massabla.
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FIG. 1
Variation du taux de prévalence en fonction du temps des differents tests biologiques a
Siguivoucé
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Nous constatons une dimunition du taux de prévalence & tous les temps sauf pour la filtration et UCAA ol une augmentation a t2
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Variation du taux de prévalence en fonction du temps des différents tests Biologiques & Massabla
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Nous constatons que le taux de prévalence parasitologique est nul & Massabla, SCAA diminue & t1 puis augmente & t2
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Variation de l'intensité en fonction du temps des différents tests Biologiques & Siguivoucé
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Nous constatons une diminution de I' intensité a 6 semaines apés le traitement puis une legére augmentation a un an aprés le traitement,
sauf le cas de SCAA, SCCA, LUCCA ol nous contatons une diminution progressive
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Variation du Taux de Positivité selon la catégorie d'age des différents tests Biologique avant
Traitement & Siguivoucé
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Nous constatons que la tranche d'age de 7 - 14 ans a le taux de prévalence le plus élevé pour tous les tests,
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6 - Commentaires et Discussions

Du 18 Novembre 1993 au 23 Décembre 1996 nous avons effectué une étude
comparative des différentes techniques de diagnostic biologique des schistosomiases en
zone d’endémie (infection mixte) et en zone non endémique.

Notre objectif était de savoir si les méthodes de détection des antigénes circulants des
schistosomes par la technique ELISA était applicable sur le terrain d’une part , et d’autre
part si ces méthodes pouvaient avoir un avantage sur les méthodes classiques de mise en
évidence des oeufs du parasite.

C’est dans cette méme perspective que nous avons suivi le traitement par le praziquantel
afin d’identifier 1a méthode de diagnostic la mieux appropriée pour le suivi de I’efficacité
du traitement. :
Les techniques parasitologiques ont été prises comme référence, car utilisées.dans les
programmes de lutte contre les schistosomiases [51]

Les techniques parasitologiques utilisées ont été le Kato-Katz pour la schistosomiase & .
mansoni, la filtration pour la schistosomiase & S.haematobium.

6-1- Le taux de Prévalence:

6-1-1- Le taux de prévalence parasitologique:

Le taux de prévalence de la shistosomiase a S.haematobium est de 82 % et 38 %
pour-S.mansoni dans le village de Siguivoucé. Par contre elles sont nulles dans le village
de Massabla. Les deux zones sont trés différents du point de vue de leur situation
géographique et de la focalisation de la bilharziose au Mali. [62, 83]. Siguivoucé est situé
~ au bord du canal d’irrigation de I’office du Niger et Massabla n’est pas situé au bord d’un
cours d’eau permanent. '

Nous constatons que le taux de prévalence de S.hagematobium est plus élevée que celle de
S.mansoni 3 Siguivoucé. Dans la zone de O.N au Mali ont trouvé que le taux de
prévalence de S.mansoni est plus élevé que celle de S.haematobium.[29,40]

En effet Biomphalaria pfeifferi est plus abondant pendant la saison froide, saison a la
quelle a eu lieu notre enquéte. En ce moment des travaux de nettoyage ont porté sur canal
qui ont beaucoup contribué a la recolonisation des htes intermédiaires.

6-1-2 - Le taux de prévalence des antigénes circulants:

Le taux de positivité des antigénes circulants est de 78 % par la technique de

détection de SCAA, 55 % par celle de détection de SCCA, 74 % par la technique UCAA,
et 90 % par la technique UCCA.
Il est intéressant de noter que malgré le taux de prévalence parasitologique nulle a
Massabla , nous avons 8 % par la technique de SCAA, et 3 % par celle de UCAA. La
zone de Massabla est une Zone non endémique par les techniques parasitologiques et
hypoendémique par les techniques immunologiques.
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L’UCCA montre le taux de prévalence le plus élevé dans la zone de Siguivoucé
( zone endémique). Au paravent cette prévalence n’avait pas été étudiée au Mali. Notre
étude a succédé a 'enquéte sur le taux de prévalence de SCAA sur le Plateau dogon.
Des résultats différents avaient été obtenus d’un village a I’autre méme si ces villages
n’ont pas de différence entre eux par rapport a leur position géographique et la proximité
d’une retenue d’eau.

La plupart des retenues d’eau sur le Plateau Dogon sont constituées par des petits
barrages dont le bassin tarit en Mai. Il s’agit donc de transmission saisonniére au plateau
dogon.[9 ]. Au Cameroun dans une zone semblable 3 ’O.N (infection mixte) , une étude
longitudinale chez 148 enfants, montre un taux de prévalence de 76 % et 64 % par les
techniques de SCAA et UCAA respectivement. Les niveaux de CAA étaient en
corrélation avec le nombre des oeufs émis [17]. Ces résultats - sont comparables & nos
résultats et dans la zone du plateau dogon. '

Deelder et Al en 1994 démontre que CCA avait un niveau de détection bas dans le cas des
infections & S.haematobium. Par contre nous avons irouvé que le niveau de détection de
CCA dans I'urine et dans le sérum était plus élevé, la méme chose a été trouvé par Kriger
et al 1994. Cette différence du taux de Prévalence pourrait étre liée au faite que notre
étude s’est déroulée dans une zone & infection mixte.

Il semble que les anticorps du test ELISA se lient bien aux antigénes CAA produit par
S.haematobium mais que la sensibilité n’est pas assez élevée parce que la concentration en
CAA dans I’urine est trop faible.

Djémila en 1994 sur une étude réalisée a I’école de Baco-Djicoronie a trouvé que le taux
de prévalence selon la méthode de détection de CCA dans I’urine était de 38,9 %, et 61,1

% par la méthode parasitologique. Elle n’a pas trouvé de corrélation entre le nombre des
oeufs émis et le titre de CCA dans I’urine . :

D’aprés ces résultats elle trouve que le test CCA sur urine n’est pas la méthode de-
diagnostic optimale dans le cas d’une infestation & S.haematobium .

. Dans une étude réalisée a I’O.N uniquement sur des individus ayant une infection a

S.haematobium, sur 31 échantillons elle trouve que 9 cas négatifs par la technique
parasitologique étaient positifs par la technique de détection de UCCA, il n’y avait pas
toujours de corrélation entre le nombre des oeufs émis et le titre des antigénes UCCA,; cela
est conforme aux résultats de Deelder en 1994.



61

Dans le village de Massabla , c’est la technique de détection de SCAA qui montre le
taux de positivité le plus élevé avec 8 %. , o
Van Lieshout 1995 dans une zone moins endémique trouve que les techniques de détection
de CCA et CAA montrent, 17 % et 23 % dans le sérum, par contre dans }’urine on a 3 %
et 28 % respectivement pour CAA et CCA. _
Il démontre que les techniques de détection de UCCA et SCAA, plus de I’examen
parasitologique permettent de déterminer le taux de prévalence et I’intensité dans une zone
moins endémique. . '

La répartition du taux de prévalence selon la catégorie d’age montre pour tous les tests ,
une prévalence élevée chez les individus de 7 & 14 ans et sont de ’ordre de 18 % a

30 % pour le Kato et la filtration respectivement.

La différence du taux de prévalence selon l¢ sexe n’est pas statistiquement significative bien
qu’on observe, que les femmes sont légérement plus infectées que les hommes.

La technique de détection de SCAA et la technique de filtration montrent 37 % pour les
hommes et 45 % pour les hommes. "

Les femmes et les hommes ménent tous des activités centrées autour de I’eau ( maraichage,
lessive, confection de brique en terre...)

La technique de détection de UCCA nous donne le taux de prévalence le plus élevé
chez les femmes et chez les hommes: 52 % ¢t 38 % respectivement. Cette différence est
statistiquement significative.

Doucouré en 1989 par la méthode ELISA , en recherchant les anticorps , n’a pas trouvé de
différence de prévalence selon le sexe. Il a trouvé que les jeunes de 6 4 19 ans sont les plus
touchés que les adultes de plus de 19 ans , de méme que Sissoko 1995 et Karambiri 1980.

6-1-3- Intensité:

La plus forte intensité de 1’infestation est observée chez les individus de. 7 & 14 ans,
et cela pour tous les tests dans le village de Siguivoucé. Celq est conforme aux résultats de
Traoré 1994 et Diarra en 1990 par les méthodes parasitologiques dans la méme zone(O.N).

Les antigénes circulants : La technique SCCA montre que 1’intensité la plus élevée
est observée chez les enfants de 7 4 14 ans avec un titre de positivité de 1725 exprimé par la
. moyenne géométrique. Les enfants de 7 & 14 ans sont les enfants en dge de scolarisation qui
aiment beaucoup jouer dans I’eau , ils sont utilisés dans les activités de jardinage, cela
pourrait donc expliquer le taux de prévalence élevé et la forte intensité de I’infestation dans
cette tranche d’4ge.

6-2- Résultats analytiques:

La sensibilité de SCAA est de 82 %, 59 % par SCCA , 78 % par UCAA, et 92 % par
UCCA, cela par rapport a la filtration.
Par rapport au Kato, la sensibilité est de 87 % par SCAA, 70 % par SCCA, 88 % par
uc
et 9?1;; par UCCA. La forte sensibilité est obtenue par la technique de détection de UCCA
et cela aussi bien par rapport a la filtration que par rapport au Kato avec 92 % et 95 %
respectivement. : ‘
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Nous constatons que la sensibilité des tests immunologiques par rapport au Kato est plus
élevée que celle des tests immunologiques par rapport 4 la filtration. Donc les tests
immnunologiques ont tendance a détecter les infections par S. mansoni,

Dans une zone & infection mixte, des individus atteints _uniquement de
S.haematobium la sensibilité était de 97 % par CCA-ELISA, ce qui est plus élevée que notre
résultat [22]. ,

La méme année dans les urines de 33 patients ayant une infection 4 S, haematobium, ils
détectent CAA chez 97 % des patients. Ils trouvent que CCA était généralement non détecté
dans 'urine de 89 % des patients ayant une infection 4 S, mansoni. Ceci est contraire 2 nos
résultats ot nous avons trouvé que UCAA était le plus sensible. - :

Ils n’ont pas trouvé de corrélation significative entre le titre de CAA avec le nombre des
oeufs émis dans I’urine dans une infection a S.haematobium. [22]

Dans la zone de I'O.N, Djemila en 1994 chez des individus ayant une schistosomiase a

S. haematobium a trouvé une sensibilité de 89 % par la technique UCCA ce qui est
comparable & nos résultats.

Bien que de bons résultats aient été obtenus avec CCA-ELISA dans I’urine avec S,
mansoni [15] et S. intercalatum [ 42], I’application de ce test dans les infections a S,
haematobium est controversée [ 22,42]. ' ,

Nous avons trouvé par rapport 4 la filtration , la sensibilité de 100 %: par la technique’
SCAA a 6 semaines apres le traitement , et 1 an aprés le traitement par UCCA. Par rapport
au Kato, la sensibilit¢ de 100 % est obtenue: 1 an aprés le traitement par UCCA, 6
semaines aprés le traitement par SCAA et UCCA. ' -

L’UCCA est le test le plus sensible mais le moins spécifique. Par contre c’est le SCCA
qui est le plus spécifique mais le moins sensible. L’association de UCCA et SCCA pourrait
donnée de meilleurs résultats. :

Par rapport au Kato les VPN sont les plus élevées avec UCCA avec 83 % pour’
UCCA la plus élevée et 74 % pour SCAA la plus faible. ,
Par rapport  la filtration , ce sont les VPP qui sont les plus élevées et sont de I’ordre de 85
% & 88 % pour UCCA et SCCA respectivement.
Van Lieshout et Al 1992 détectent ’antigénes CCA dans 78 % des urines des personnes
atteintes de S.mansoni et d’infections mixtes. En plus ils trouvent une corrélation entre le
titre sérologique et le nombre des oeufs émis.

Plusieurs études ont montré I’importance de la détection des antigénes circulants
comme moyen alternatif pour le diagnostic des schistosomiases et surtout pour la
détermination de la vraie prévalence et I’évaluation de !’efficacité du traitement
médicamenteux. Cependant la plupart de ces études ont porté sur S.mansoni et dans
quelque cas sur S.haematobium.

1l s’agit entre autre :

- De jonge 1989 ont démontré I’importance des techniques de détection de CAA et CCA
dans I’urine pour la bilharziose intestinale dans le cadre du test immunodiagnostic, moins
traumatisant .
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- Van Lieshout et al : 1991, 1993, 1994 qui ont démontré I’importance de CAA et CCA
dans I’évaluation de I’efficacité du traitement ,et leur utilisation dans le suivi. Kriger et al
1994 ont montré que la concentration de CAA dans Iurine est relativement inférieure i la
concentration de CCA dans les urines.

- Polman et al 1995 au Sénégal dans une étude a foyer de S.mansoni ont observé un

- Kremsner et al 1994 trouvent dans le sérum que CAA était plus détecté que CCA. Par
contre dans I'urine CCA était plus détecté que CAA.

- Agnew et al 1993 démontrent une meilleure corrélation entre le niveau de CAA et la
charge parasitaire de S.haematobium et S.mansoni.

- Deelder et al 1994 démontrent que la corrélation était basse entre le titre des antigénes et
le nombre des oeufs émis dans la schistosomiase a S.mansoni.

- De joﬁ‘ge et al 1988 démontrent une corrélation entre le niveau de CAA et CCA dans
'urine et dans le sérum avec I’intensité de 1’infestation mesurée par le nombre des oeufs
émis. '

- Van lieshout et al « observations non publiée » démontrent que dans une zone de faible
intensité au Surinam, I’association entre le test parasitologique et sérologique pose plus le
diagnostic de la schistosomiase a S.mansoni.

- Van Lieshout et al « soumis 2 la publication » dans deux zones endémiques démontrent
que les niveaux de SCAA et SCCA étaient liés directement au nombre de parasite.

- Van Dam et al 1996 démontrent que dans les fortes infections chez les souris CCA était
le premier antigéne détectable avant la troisiéme semaine de I’infection.

- Feldmeir et al 1986 démontrent que la corrélation des antigénes avec le nombre de ver
adultes de S.mansoni était élevée chez les patients ayant une splénomégalie.

Le test ELISA sur urine est un bon test dans le cas du diagnostic des infections a

S.mansoni
[22, 20, 31].

Au total les tests de détection des antigénes circulants dans les urines sont plus
sensible et moins traumatisant pour le malade.
Le fort taux de prévalence des antigeénes circulants dans la zone endémique pourrait étre
due a la faible sensibilité des techniques parasitologiques, aux fluctuations journaliéres de
I’émission d’oeufs. L’ O.N est une zone de transmission permanente.

Dans la zone nonendémique notamment a Massabla , la forte prévalence de SCAA
est due a la grande sensibilité des tests de détection des antigénes circulants, qui détectent
les infestations dés que le ver adulte est présent dans I’organisme. En plus Massabla est
une zone considérée comme non endémique . ‘
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Les tests de détection des antigénes circulants sont spécifiques du genre
Schistosoma et non de I’espéce, car quelque soit I’infestation ( soit de S.haematobium ou
de S.mansoni) ; les antigénes circulants sont détectés soit dans 1’urine ou dans le sérum.
En plus aucune réaction croisée n’existe avec d’autres espéces. Les faibles spécificités
observées dans nos résultats sont dues surtout & la limite de sensibilité des tests de
références utilisés.

Les positifs des tests immunologiques sont considérés comme des faux positifs qui en fait
doivent étre des vrais positifs. Cependant bien que les antigénes circulants sont
spécifiques du genre Schistosoma , ils ne peuvent pas faire la différence entre les espéces
de Shistosome.

6-3 - Efficacité du traitement au praziguantei:

L’intensité de [I’infestation des shistosomiases étant en corrélation avec la
morbidité, il est nécessaire de traiter les patients. [S1, 41].
Nous avons calculé le taux de réduction de la prévalence et la réduction de I’intensité a
partir des individus ayant participé a toutes les étapes de 1’enquéte et 4 tous les tests.

Dans le village de Siguivoucé:

Le taux de réduction de la prévalence de S.haematobium est de 92 % au temps t1, et 79 %
at2.

Pour S.mansoni le taux de réduction de la prévalence est de 91 % atl et t2.

Par SCAA on a 38 % et 79 % a tl et t2, par SCCA on a 73 % et 95 % a tl et t2, par
UCAAona72%et47 % et par UCCA on a 22 % et 50 %.

Pour tous les tests immunologiques nous constatons une augmentation du taux de
réduction de la prévalence au temps 12 sauf pour I’ UCCA. ‘ /
Les taux de réduction de la prévalence des tests parasitologiques sont plus élevés que ceux
des tests de détection des antigénes circulants. Il y a donc une surestimation du taux de
réduction du taux de la prévalence par les méthodes parasitologiques comme cela a été
mentionné par d’autres auteurs [9, 26, 27].

Dans la zone de Siguivoucé nous avons eu les mémes résultats.

Dans la zone de Massabla le taux de réduction de la prévalence est nulle pour les différents
tests biologiques sauf pour SCAA pour SCAA ou une réduction de 62,5 % a t1 et puis 0 %
at2. '

A Massabla les résultats sont difficilement interprétables du fait de la petite taille des
échantillons étudiés due un probléme de réactif.

Cette surestimation du taux de réduction de la prévalence serait due probablement a :

- la faible sensibilité des tests parasitologiques,

- la variation journaliére de la ponte des oeufs,

- la plus grande stabilité des antigénes.
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La réduction du taux de prévalence 1 an aprés le traitement serait probablement

due 4 la réinfestation, car ’O.N est une zone de transmission permanente et par conséquent
on est en face d’une réinfestation rapide et continue plutdt qu’un échec thérapeutique.
Une personne doit étre suivie 6 a 8 semaines aprés le traitement et une personne traitée
peut-se réinfester quelque jours aprés le traitement et 4 semaines plus tard le vers adulte
s’installe avant méme [’ovurie. Cela est remarquable surtout chez les jeunes qui ont une
prévalence élevée et ont une diminution du taux de guérison. '

Avec les antigénes circulants , I’effet du traitement se fait sentir surtout 1 an apreés
le traitement , que 6 semaines seulement aprés le traitement.
Nous constatons que le praziquantel diminue la fécondité du ver adulte et par conséquent
la morbidité [ 6].

L’augmentation du taux de réduction de la prévalence des antigénes circulants 1
an aprés le traitement pourrait donc s’expliquer par une destruction massive du ver aduite
par le praziquantel qui va augmenter le taux des antigénes circulants.

Le praziquante] entraine une destruction massive du ver adulte les premiéres semaines qui
suivent la prise du médicament qui se traduit par une augmentation du niveau des
antigénes circulants et une diminution du nombre des oeufs émis.

Pour les enquétes épidémiologiques la technique UCAA est le plus prometteur et
est moins traumatisant pour le malade . Il est également facile pour un malade de donner
10 ml d’urine que de donner 10 ml de sang.

Pour le suivi aprés traitement le test SCCA, est le meilleur des tests
immunologiques et le plus spécifique.
Cependant il faut noter des avantages d’utilisation des techniques parasitologie par rapport
aux techniques de détection des antigénes circulants. _
Le test de détection des antigénes dure 6 heures, par conire les tests parasitologiques sont
plus rapides.Le coiit des anticorps monoclonaux et des conjugués est trés élevé.
La conservation des réactifs pour la détection des antigénes circulants se fait & moins

20° C.

C’est pour cela que les recherches sont en cours sur la détection des antigénes
circulants & partir des bandelettes réactives, cela pourrait étre encore plus bénéfique pour
les pays endémiques et seront plus rapide, facilitera les procedures de diagnostic.
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7-_Conclusion et Recommandation

En zone d’endémie, I’infestation par Schistosoma haematobium a un taux de
prévalence de 82% alors que celle due & schistosoma mansoni est égale 4 38%.

En zone non endémique , le taux de prévalence de I’ mfestatxon par Schistosoma
haematobmm et par Schistosoma mansoni est égale & zéro. .

Les caractéristiques épidémiologiques de 1’infestation par les schistosomes
( S.mansoni et S. haematobium) en zone d’endémie sont les suivants:

- il y a une prédominance du taux de prévalence de I’infection entre 7 et 14 ans.

- les femmes semblent s’infester plus souvent que les hommes, mais cette
différence n’est pas significative.

- ’infestation est plus intense entre 7 et 14 ans.

Le test le plus sensible dans la détermination de I’infection semble étre le test de detectxon

des antigénes circulants cathodiques dans les urines.

L’évaluation des tests immunologiques par rapport a la filtration , montre que le
test plus sensible est le test de détection des antigénes circulants cathodlques dans les
urines (UCCA), et le test le plus spécifique est le test de détection des antigénes anodiques
circulants dans le sérum (SCCA).

L’évaluation des tests immunologiques par rapport au le Kato, montre que le test le
plus sensible est celui de détection des antigénes cathodiques circulants dans les urines
(UCCA), ¢t le test le plus spécifique est le test de détection des antigénes anodiques
circulants dans les urines (UCAA).

L’évaluation des tests dans la surveillance du traitement par le praziquantel, nous
montre que les meilleurs tests de surveillance du traitement sont: la filtration; le
Kato(tableau n°XI).Mais cependant ceux ci entrainent une surestimation du taux
deréduction de Ia prévalence. Les techniques de détection de SCAA et UCCA sont les
meilleurs tests de surveillance compte tenue de leur grande sensibilité -

Dans une zone endémique la prévalence des tests parasitologiques et des tests
immunologiques sont comparables; mais dans une zone non endémique, la prévalence des
tests immunologiques sont plus élevées que celle des tests parasitologiques.

Les tests de détection des antigénes circulants sont applicables au Mali sur le terrain
ce sont de bons tests. Mais cependant des efforts considérables restent encore a déployer

afin de les rendre plus simples et plus rapides.
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Nous fomulons les recommandations suivantes:

Améliorer d’avantage la sensibilité, et la mise au point d’ une identification plus
spécifique de 1’espéce Schistosome.

Encourager la mise au point des tests de détection des antigénes circulants a partir des
bandelettes réactives,

La détermination des deux formes de schistosomes & partir d’un seul échantillon d’urine
Pratiquer au Mali le test de détection des antigénes circulants

Doter 'INRSP de matériels et réactifs pour 1’accomplissement de sa mission de
recherche. '
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RESUME

Nom: DEMBELE
Prénoms: Alfred

Titre de la Thése: Evaluation de la méthode ELISA ( Enzyme Linked Immuno-Sorbent
Assay)de détection des Antigénes circulants des Schist_osomes au Mali.

Année de Soutenance: 1997

Ville de Soutenance: Bamako

Pays d’origine: Mali

Lieu deﬂDép(’it: Bibliothéque |

Secteur d’intérét: Parasitologie, Schistosomiase

La méthode ELISA de détection des antigénes circulants a été réalisée sur 228
individus en zone endémique & infection mixte & Siguivoucé .Le suivi & 6 semaines aprés le
traitement & été effectué chez 32 individus.

Dans le village de Massabla zone considérée comme non endémique 39 individus
ont été suivis avant; 6 semaines; et 1 an aprés le traitement.

A Siguivoucé c’est les techniques de détection des antigénes CCA et CAA dans les
urines et sérum qui ont été effectuées puis comparées aux techniques parasitologiques
classiques: la filtration et le Kato dans les urines et les selles.

Dans le village de Massabla c’est la détection des antigénes CAA dans les sérums
et dans les urines qui ont été effectués.

Le taux de prévalence est respectivement 82 % et 38 % pour S.haematobium et
S.mansoni a Siguivoucé.
A Massabla par contre le taux de prévalence parasitologique est nul. C’est le SCAA qui
montre le taux de prévalence le plus élevé : 8 % et 3 % pour UCAA.

A Siguivoucé nous avons pour les tests immunologiques les taux de positivités de
90 % pour UCCA, 78 % pour SCAA, 74 % pour UCAA et 55 % pour SCCA.
La technique de détection de UCCA SCAA sont les plus sensibles. Le meilleur taux de
réduction de la prévalence est observé avec SCCA 73 % atl et 95 % a t2.

Nous avons une surestimation du taux de guérison avec les tests parasitologiques.
Le taux de réduction de la prévalence des antigénes circulants est plus élevé a 1 an aprés le
traitement qu’a 6 semaines apres le traitement.
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Cependant aucune différence statistiquement significative n’a été trouvée, liée au
sexe . Une différence significative a été trouvée avant le traitement entre les tests de
détection des antigénes circulants et les tests parasitologiques. Aprés le traitement cette
différence n’est pas significative.

Les individus de 7 & 14 ans sont les plus infestés .

Mots clés:

S.haematobium, S.mansoni, antigénes circulants , le praziquantel ,la sensibilité, spécificité.
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9 - ABREVIATIONS

Ac = Anticorps

Ag = Antigénes

BSA = Bovine Serum Albumine

B.M.R = biopsie de la muqueuse rectale

DEA = Diethanolamine

ELISA = Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

FC = fragment du complément

FMPOS = Faculté de Médecine de Pharmacie et d’odonto-stomatologie
G.S.T = glutathion -S- transférase

IgG = Immunoglobuline G

IgM = Immunoglobuline M

I.LH.A = indirect haemaglutination assay

INRSP = Institut Nationale de Recherche en Santé Publique
K.Da =Kilodalton

OMS = Organisation Mondiale de la Santé

ON = Office du Niger

P =Prévalence

PBS = Phosphate Buffered Saline

PEG = PolyEthyléne Glycol

PNLCS = Programe National de Lutte contre les Schistosomiases
P-NPP = Para-NitroPhenyl Phosphate

S = Sensibilité

SCAA = Serum Circulating Anodic Antigen (Antigénes Anodique Circulant du Serum)

SCCA = Serum Circulating Cathodic Antigen (Antigeénes cathodic circulant du Serum)
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10. Assay buffer (tapon).

. Pour CAA: ajouter 5,0 g de PEG-1000 et 200p] de TWEEN*-20 4 un litre de PBS
0,035M. Ajuster au Ph 7,8.

. Pour CCA: Ajouter & I’assay buffer pour CAA 0,1% de BSA (pour 100m] de CAA-100mg
de BSA).

11. Solution alcaline: 0,244 M Na-carbonate. 500ml.

Dissoudre: 7,30g NaHCO3 MW = 84,0)

3,70g Na2CO3 (MW = 105,99)
dans +/- 900ml d’eau distillée. Ajuster au Ph 9,6 et ajouter de I’eau distillée jusqu’a un
volume total de 500ml.



INSTITUT NATIONAL DE RECHERCHE
EN SANTE PUBLIQUE

MlNlSTERE DE LA SANTE
DE LA SOLIDARITE ET DES PERSONNES AGEES

SERVICE PARASITOLOGIE/PROGRAMME NATIONAL
DE LUTTE CONTRE LES SCHISTOSOMIASES

PROJET STD3/RUG - INRSP

REPUBLIQUE DU MALI
Un Peuple - Un But - Une Foi

FICHE D'ENQUETE (ausioge et serooge

REGION. ....eoeeeeeeeeeeeeeeavaroesassecssesenssssaseesasnsasasaseans E:]
(o = Lo B R :
VILLAGE ..o veeeeeeeeeeeeermseesassesessesssssssssssseseasaseases E:]
FAMILLE ..ot B | |
INDIVIDU ..o oo seces s B | [ |
ace [T sexe [ emvme [
DATE [ENQUETE Sh Sm Autres Titre Titre [Titre [Titre Traitemenﬂ
oeuf/10 OPG |helminthegCAA CAA |CCA |CCA
ml OPG Serum Urine [|Serum [Urine
Initiale
6 semaines
2mois
1an
2 ans

Observations:



KiS

27

87

SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la faculté, des conseillers de I’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 fidéle a leur enseignement;

D’exercer dans I’intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de
respecter non seulement la législation en vigueur, mais aussi les régles 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 €tat pour
corrompre les moeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle 2 mes promesses.

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



S.haematobium = Scistosoma haematobium

S.mansoni = Schistosoma mansoni
Sp = Spécificité

UCAA =Urine CAA
UCCA =Urine CCA
VPN = Valeur Prédictive Négatives

VPP = Valeur Prédictives Positives.
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10- ANNEXES:

Réactifs pour ELISA:

1. Solution d’Anticorps:

Diluer I'anticorps monoclonal anti-CAA ou anti-CCA IgM dans ‘du BSA 0,035M jusqu’a
une concentration finale de Spg/ml.

2. Solution BSA 0,033%
~ Dissoudre 4 mg de BSA(Bovine Serum Albumine, fraction v) dans 12 ml de PBS 0, 035M
3. Solution d’anticorps biotinylés ou phosphatase alcaline.

Diluer I’anticorps dans I’assay buffer (tampon) . La dilution optimale doit étre déterminée
pour chaque nouveau batch( la dilution est marquée sur le tube).

4. PBS 0,35M (10 fois concentré).

Dissoudre: 114,6g Na2HP0O4.12H20 (MW =358,14)
4,76g KH2PO4 (MW = 136,09)
85 g NaCl (MW = 58,44)

dans +/- 900ml d’eau distillée.
Ajuster au Ph 7,8 et ajouter de I’eau distillée jusqu’a un volume total d’un litre.

5. Solution de PBS 0,035M.

Ajouter 100ml de PBS 10 fois concentré a4 900ml d’eau distillée. Ajuster au Ph 7,8.

6. Washing buffer (solution de lavage)

ajouter 25ml de PBS 10 fois concentré ou 250ml de PBS 0,035M a 5 litres d’eau distillée.
7. Solutioﬁ de streptavidine/AP,

Diluer la streptavidine dans 1’assay buffer. (1/4000, 1/6000, 1/8000, 1/10000, 1/12000, ou
1/16000).

8. Solution de substrat: 0,1% P-NPP.

Dissoudre 10 mg de P-NPP(MW= 376,11) dans 10ml de DEA 0,1M.

9. Solution de DEA 0,1M:500ml.

. Solution Mgcl2 1,0M: dissoudre 2,033g de Mgcl2 dans 10ml d’eau distillée.

. Solution Dea (diethanolamine) : ajouter 4,75m! de DEA et 250u] de Mgcl2 1,0M a +/-

450ml d’eau distillée. Ajuster au Ph 6,6 et Ajouter de I’eau distillée jusqu’a un volume de
500ml.



