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Introduction

La schistosomose est une maladie parasitaire qui touche plus de 200 millions de personnes a-
travers le monde, en particulier en Afrique Sub-saharienne. Le diagnostic de certitude de cette
maladie se fait par microscopie. Cette méthode, peu sensible, s’applique surtout aux maladies
a forte charge parasitaire ou en zone d’endémie. Pour les schistosomoses a faible charge para-
sitaire ou chez les voyageurs revenant de zone d’endémie, le diagnostic se fait plutot par re-
cherche d’anticorps. Cependant, aucun algorithme n’est clairement recommandé concernant
les tests a utiliser pour le sérodiagnostic et il est difficile de savoir quelles techniques peuvent
servir de test de dépistage ou de confirmation.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux différentes trousses de sérologie commer-
cialisées en France dans le but d’étudier leurs performances et de savoir quelle stratégie adop-

ter pour le diagnostic sérologique d’une schistosomose.
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Généralités sur la schistosomose
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I. Historique

En 1851, Theodore Bilharz est le premier a décrire la schistosomose humaine en découvrant
des adultes males et femelles dans la veine porte et la vessie de patients égyptiens lors
d’autopsies(1).1l décrit également les ceufs de schistosomes en notant la présence d’un éperon
terminal. Il nomme, alors, 1’espece Distomum haematobium, renommée Schistosoma par Wei-
land en 1858 sur la fausse impression que le trématode est fendu en deux.

Le papyrus Ebers, découvert a Louxor en 1862 fait mention des premiers cas de schistoso-
mose remontant a 1550 avant J.C. en Egypte. Il décrit une maladie dont le principal symp-
tome était I’hématurie(2). En 1910, des ceufs de Schistosoma calcifiés sontretrouvés dans des
momies égyptiennes de la XX“™ dynastie par Ruffer confirmant 1’hypothése de schistoso-
mose en Egypte a cette époque (3).

En 1904, Fujiro Katsurada découvre 1’agent causal de la fievre de Katayama, responsable de
rash cutané, fievre, diarrhée chez les paysans travaillant dans les champs de riz dans la région
de Katayama au Japon. Il distingue I’espece en cause de Schistosoma haematobium et la dé-
nomme Schistosoma japonicum.

Une troisiéme espece estdécrite en 1907 par Luigi Westenra Sambon a la London School of
Tropical Medecine qu’il nomme Schistosoma mansoni (1).

Schistosoma intercalatum est isolée en 1934 au Congo par Fisher alors que Schistosom
mekongi est découverte plus tardivement au Laos en 1978 (4). Plus récemment, une nouvelle
espece, Schistosoma guineensis est caractérisée, en 2003, en République démocratique du
Congo. A ce jour, 21 especes de schistosomes ont été répertoriées dont 7 sont capables
d’infecter ’homme (S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum, S. mekongi,

S. guineensis, S. malayensis) (5).
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II. Classification

Le genre Schistosoma est divisé en 4 groupes (Tableaux1 et 2). Plusieurs espéces sont patho-

genes pour ’Homme (Tableaux1 et 2) (1). Les especes se différencient par leur localisation

finale chez I’hote définitif, ’espeéce de I’hote intermédiaire, le type de pathologie, la taille et

forme des ceufs... Les plus répandues a-travers le monde sont S. mansoni, S. haematobium et

S. japonicum(6).

Tableaux1 et 2 : Classification taxonomique des schistosomes d’aprés Coon et al. (1)

matida has cercariae with simple tails
and includes the species Fasciola
hepatica, a liver fluke of humans and
domestic animals. Members of the
order Plagiorchiida have cercariae with
unforked tails that lack excretory ves-
sels. This order includes the species
Paragonimus westermani, a lung fluke
in humans and carnivores. The order
Opisthorchiida includes genera that
have cercariae with unforked tails and
excretory vessels and includes the
species Heterophyes heterophyes and
Opisthorchis sinensis, parasitic flukes
of the small intestines and bile ducts,
respectively. The order Srigeida, to
which schistosomes belong, have cer-
cariae with forked tails.

The order Srigeida includes several
families. Schistosomes belong to the
family Schistosomatidae, which includes
those species that have separate sexes
and whose adult forms live in the host’s
circulatory system, hence the term
“blood flukes.” Schistosomes also belong
to the subfamily Schistosomatinae,
which includes those species with a
well-developed gynecophoral canal
extending to the posterior end of the
body. The gynecophoral (Gr: gyn,
female; phoros, to carry) canal is a deep
groove in the body of the male worm
into which the female inserts herself.
There she remains for life in ongoing
copulation while the male carries her
about.

The subfamily Schistosomatinae
includes many genera. The genus Schis-
tosoma (Gr: schisto, cleft; soma, body)
includes approximately 19 species that
have historically been divided into

Table 1. Taxonomic classification
of schistosomes

Kingdom: Animalia

Phylum: Platyhel minthes

(Flatworms)

Class: Trematoda (Flukes)

Subclass: Digenea

Order: Srigeida

Family: Schistosomatidae

Subfamily: Schistosomatinae

Genus: Schistosoma

Species: S mansoni group
S japonicum group

S. haematobium group
S indicum group

Table 2. Representative and
important species of schistosomes
in each species group

Schistosoma mansoni group
S mansoni?@

Schistosoma japonicum group
S japonicum?
S mekongi?@
S malayensi s?

Schistosoma haematobium group
S haematobium?
S intercalatum?
S mattheei?
S bovis

Schistosoma indicum group
S indicum
S nasale

AParasitic in humans.
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III. Epidémiologie

A.  Répartition mondiale

La schistosomose est une maladie tropicale et subtropicale. Il s’agit de la seconde maladie
parasitaire la plus répandue dans le monde apres le paludisme (7). 700 millions d’individus
dans 74 pays seraient exposés au risque d’infection (8).

L’OMS estime le nombre de personnes touchées a travers le monde a 200 millionsdont plus
de 90% des cas en Afrique sub-saharienne, 95% des cas étant imputés a S. mansoni et S. hae-
matobium. Le nombre de décés par an est estimé a 41 000 (9). La répartition du parasite est
liée a la présence de son hote intermédiaire et du contact de I’Homme avec 1’eau (Figure 1).
En fonction de ces facteurs, la répartition de la maladie peut fortement varier d’une localité a
une autre.S. haematobium est endémique dans 53 pays, principalement en Afrique sub-
saharienne, au Maghreb, le long du Nil, et en Arabie Saoudite. S. mansoni est endémique
dans 54 pays, dans les mémes pays d’Afrique que S. haematobiumet en Amérique du Sud
(Brésil, Venezuela, Surinam, Caraibes). S. japonicum est localisé¢ en Asie, principalement en

Chine et aux Philippines (10).

Figure 1 : Répartition géographiques des différentes espéces de Schistosoma, d’aprés Weerakon and al. (11)
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Dans les régionsendémiques, la forme de la maladie la plus courante est la forme chronique,
due a une expositition répétée au parasite. Lesjeunes enfants s’infectent pour la premiére fois
autour de I’age de 2 ans. Les baignades répétées vont intensifier I’infection avec la pénétration
dans le corps de nouveaux parasites. Il existe ainsi un pic de prévalence et d’intensité de

I’infection chez les jeunes adolescents de 10 a 14 ans (12) (Figure 2).
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Figure 2 : Prévalence et intensité de ’infection par S haematobium et S. mansoni
en fonction de I’age d’aprés Colley et al. (12)

La répartition de la schistosomosevarie aussi selon les individus. Elle sévit principalement
chez les populations pauvres et rurales et les personnes pouvant étre en contact avec de I’eau
infectée (agriculteurs, pécheurs, enfants, habitudes de baignade, pratiques religieuses...).

L’Homme a largement modifi¢ 1’épidémiologie de cette parasitose. Le développement de
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I’irrigation et la migration des populations ont facilit¢ la dissémination de la maladie dans de
nouvelles régions rurales mais également en régions urbaines dans des bidonvilles.
L’augmentation de la population dans des zones endémiques entraine un accroissement du
risque de contamination et de plus en plus de touristes sont touchés du fait du développement

de I’éco-tourisme.

B. Emergence de la schistosomose en Corse
Des cas de schistosomose ont été observés en Europe au cours du siécle dernier au Portugal,
mais elle a été éradiquée d’Europe dans les années 1940 (13). Elle n’avait jamais été observée
en Corse bien que toutes les conditions soient réunies pour le cycle de vie du parasite (pré-
sence de bulins, présence de I’Homme, température de I’eau suffisamment élevée en été) (14).
Les deux premiers cas de schistosomose urinaire autochtone ont été reportés, concomitam-
ment, a Toulouse et a Dusseldorf, chez deux enfants présentant une hématurie macroscopique
et des Iésions vésicales polypoides. Ces deux enfants ne s’étaient jamais rendus en zone
d’endémie de la schistosomose mais avaient pour point commun de s’étre rendus en vacances
dans la région de Sainte-Lucie de Porto-Vecchio et de s’étre baigné dans la riviere du Ca-
vu(15)(16). Le diagnostic microscopique a montré la présence de morphotypes d’ceufsdans
des prélevements d’origine vésicale (urine, biopsie) : I’'un correspondant au morphotype de S.
haematobium et I’autre apparenté a S. haematobium avec un éperon terminal plus allongé et

moins typique de I’espece (17) (Figure 3).
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Figure 3 : (Bufs de Schistosoma d’aprés Moné et al.(17)
A droite : forme non-typique d’ceufs de S. haematobium.
A gauche : forme typique d’ceufs de S. haematobium.

Une étude moléculaire par séquencage a prouvé que I’espece en cause était en réalité un hy-
bride de deux especes : S. haematobium et S. bovis. Cette dernicre espece est responsable de
schistosomose chez les bovins, les ovins et les petits rongeurs. Cet hybride avait déja été dé-
tecté au Sénégal (18).Un individu ayant contracté une bilharziose au Sénégal aurait pu ainsi
contaminer le Cavu par ses urines. L’hybridation aurait pu €galement se dérouler en Corse
directement mais cette hypotheése a ¢té réfutée en raison de I’absence de contamination des
bovins et rongeurs riverains du Cavu. Depuis, plus de 120 cas ont été diagnostiqués chez des
patients ayant eu un contact avec I’eau de cette méme riviere. Un dépistage a €t€¢ recommandé
par les autorités sanitaires pour toutes les personnes ayant eu un contact avec la riviere du

Cavu en période estivale a partir de 2011.
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IV. Cycle du parasite

Figure 4 : Cycle de Schistosoma d’aprés Shaker et al. (19)

A. Stade adulte

Les vers adultes sont de couleur blanc-grisatre, de forme cylindrique et mesurent 1 a 1,5 cm
de longueur. Ils vivent dans le plexus veineux péri-vésiculaire (S. haematobium) ou mésenté-
rique (S. mansoni et S. japonicum) de leur hote, I’Homme, et y vivent en moyenne de 3 a 10
ans, et peuvent survivre jusqu’a 40 ans(12).Ils possédent deux ventouses, un systeme digestif
et des organes reproducteurs.Il s’agit d’une espeéce gonochorique. Le maéle transporte la fe-
melle en formant un cylindre avec son corps, le canal gynécophore (Figure 5). La femelle
pond plusieurs centaines (S. haematobium et S.mansoni) a plusieurs milliers (S. japonicum)

d’ceufs par jour et le male les fertilise (20).
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Figure 5 : Morphologie des schistosomes adultes d’aprés Gryseels et al. (20)

Les adultes se nourrissent de globules rouges et tirent leur énergie du métabolisme du glucose.
N’ayant de systéme excréteur, ils régurgitent les déchets dans la circulation sanguine de

’Homme.

B. Stade ceuf

Chaque ceuf renferme une larve ciliée, le miracidium, qui sécréte des enzymes permettant a
I’ceuf de migrer a-travers les tissus du plexus veineux péri-vésiculaire vers la vessie ou du
plexus mésentérique vers les intestins selon 1’espeéce. Pendant leur migration, la plupart des
ceufs restent bloqués dans les tissus, ou ils vont induire une réaction inflammatoire puis mou-
rir en une a deux semaines. Mais plus d’un sur trois atteint la vessie ou la lumiére intestinaleet
peut étre excrété dans le milieu extérieur avec 1’urine ou les selles (20). Une fois pondus, les
ceufs bloqués dans les tissus ou excrétés dans le milieu extérieur peuvent survivre 1 a 2 se-

maines (12).

20



C. Stade miracidium
Une fois dans le milieu extérieur, au contact de I’eau, 1I’ceuf libére le miracidium dont la durée
de vie est tres bréve (quelques heures). Le pH de 1’eau doit étre proche de la neutralité et la
température comprise entre 18 et 33°C(21). Capable de nager, grace a sa ciliature locomo-
trice, le miracidium va infecter son hote intermédiaire, un gastéropode qui varie selon I’espéce
infestante : Biomphalaria pour S. mansoni, Bulinus pour S. haematobium et Oncomelania
pour S. japonicum (Figure 6).L’¢épiderme de la masse pédieuse et la base des tentacules sont
les zones de pénétration les plus fréquentes. Le miracidium s’installe au voisinage de son
point de pénétration et se loge dans une cavité en écartant les fibres musculaires du mol-
lusque. A partir de la 24°™ heure, il commence son développement pour se transformer en

sporocyste (22).

Figure 6 : Hotes intermédiaires de gauche a droite : Bulinus, Onchomelania et Biomphalaria

D. Stade sporocyste
Avant le 5™ jour d’infection du mollusque, le sporocyste émet des bourgeons sporocystiques
sous la forme de petites masses sphériques de diametre variable qui vont se détacher et deve-
nir libres dans la cavité formée précédemment par le miracidium.Entre le 9™ et le 12°™ jour,

les sporocystes secondaires commencent leur migration et se logent dans de nombreux tissus

et organes du mollusque (branchies, tissu cardiaque, espace lymphatique...).A partir du
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10°™jour, ils envahissent 1’hépato-pancréas du mollusque. Ils émettent ensuite des bourgeons

cercariens qui envahissent la totalité du corps du mollusque(22).

E. Stade cercaire
En 4 a 6 semaines, le mollusque libére des centaines de cercaires mires dans le milieu exté-
rieur par stimulation de la lumiére. L’émission des cercaires a donc lieu le plus souvent entre
10h00 et 16h00, période ou la stimulation lumineuse est la plus intense. Il s’agit é¢galement de
la période ou I’Homme est le plus en contact avec 1’eau (20).Les cercaires mesurent 0,5 mm

et possedent une queue bifide (furcocercaires - Figure 7).

Figure 7 : Furcocercaire de Schistosomahaematobium(21)

Elles peuvent survivre dans 1’eau jusqu’a 72 heures (20). Elles sont attirées par chimiotac-
tisme vers leur hote définitif, ’Homme, et pénétrent le derme par effraction cutanée(21). Elles
perdent alors leur queue et deviennent des schistosomules. Ces dernieéres gagnent le systeme
lymphatique puis le cceur droit, les poumons et le cceur gauche. Elles atteignent ensuite le
systéme porte hépatique ou elles deviennent adultes, en 5 a 7 semaines, et les couples se for-
ment. Les femelles étant positionnées dans le canal gynécophore des males, les couples vont
migrer, remonter la circulation porte a contre-courant vers leur destination finale : plexus vei-
neux péri-vésical ou mésentérique selon I’espece. Les femelles se séparent alors des males

pour aller pondre leurs ceufs dans les vaisseaux de la sous-muqueuse vésicale ou digestive.
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V. Manifestations cliniques

A. Schistosomose aigué

La schistosomoseaigué peut se manifester sous deux formes : la dermatite des nageurs ou le
syndrome de Katayama.

La dermatite des nageurs (Figure 8) ou dermatite cercarienne est une réaction
d’hypersensibilité a IgE provoquée par la pénétration des cercaires a travers la peau (23). Elle
apparait quelques minutes apres I’infection sous la forme d’un rash prurigineux et peut durer
quelques heures jusqu’a plusieurs jours en formant des maculo-papules sur les zones du corps
qui ont ét¢ immergées dans I’eau contaminée. Ces symptdmes peuvent s’amplifier en cas
d’exposition répétée a la méme espece (24). Cette réaction peut aussi s’observer pour des es-
peces non pathogenes pour I’Homme. Les lésions sont en général plus marquées car les schis-

tosomules pénétrent la peau mais ne migrent pas, contrairement aux especes pathogenes(25).

Figure 8 : Dermatite des nageurs (20)(26)

Le syndrome de Katayama est causé par S. mansoni, S. japonicum et plus rarement par S.
haematobium (27). La maladie a été observée pour la premiére fois en 1847 dans la région de
Katayama au Japon chez des femmes arrivées d’autres régions pour étre mariées et qui ont

déclenché une fievre apres contact avec de I’eau douce(28).
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Le syndrome de Katayama est une réaction d’hypersensibilité retardée qui apparait 14 a 84
jours aprés une premicre infection ou une ré-infection massive. Elle résulte de la migration
des schistosomules et de la ponte des ceufspar les femelles arrivées a maturité(26). Les symp-
tomes varient selon les individus, on retrouve en général une fiévre nocturne, toux, myalgies,
céphalées, douleurs abdominales, infiltrats pulmonaires diffus, hyperéosinophilie, rash cutané,
diarrhées (26).Ces symptdmes se résolvent en 2 a 8 semaines avec 1’adaptation du systéme
immunitaire de I’hdte (1).La quasi-totalité des cas de syndrome de Katayama s’observent gé-
néralement chez des voyageurs non-immunisés. Ils s’observent rarement dans la population
locale exposée de fagon chronique,possiblement du fait d’une immunisationin utero des en-
fants nés de meres infectées (29).

Au stade aigu de la maladie, le diagnostic est souvent clinique et sera confirmé plus tard lors-
que les tests sérologiques se positiveront (28). A cause du délai d’apparition et de la non-
spécificité des symptomes, il s’agit de la forme de schistosomose dont le diagnostic est le plus

difficile chez les voyageurs de retour en pays non-endémiques (26).

B. Schistosomose chronique

Les symptomes de la schistosomose chronique ne sont pas dus aux adultes mais aux ceufs qui
vont rester piégés dans les tissus de 1’hote pendant leur migration et induire une réponse im-
mune inflammatoire locale. La nature et I’intensité des symptomes va dépendre de trois fac-
teurs : la localisation des ceufs et donc de I’espece de Schistosomaen cause, de la charge para-
sitaire et de la réponse immune de I’hdte.

La réponse inflammatoire locale médiée par les lymphocytes et la production de cytokines et
interleukines induit une accumulation de cellules mononuclées, de polynucléaires neutro-
philes et éosinophiles, formant un granulome, qui sont ensuite remplacés par des histiocytes et

cellules épithéliales. Une zone de fibrose va se créer autour de ces cellules avec une accumu-
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lation de fibrocytes et de fibres de collagéne a leur périphérie(23). Le granulome va ainsi
s’épaissir et peut atteindre 100 fois la taille de I’ceuf(1).La création du granulome inflamma-
toire empéche la diffusion dans les organes des enzymes protéolytiques produites par les ceufs
et prévient la nécrose des tissus. En revanche, il va induire des dysfonctionnements de
I’organe dans lequel il se situe, voire bloquer le retour veineux vers le systéme porte(30).En

fonction de la localisation des granulomes, différents organes peuvent étre touchés.

1. Atteintes intestinales
Ces complications apparaissent en général avec S. mansoni, S. japonicum et S. intercalatum.
La migration des ceufs a-travers la paroi intestinale provoque une réaction inflammatoire gra-
nulomateuse avec formation de pseudopolypes, micro-ulcérations, saignements... Ces Iésions
se situent en général sur le gros intestin et le rectum, moins souvent sur 1’intestin gréle.Cela se
traduit au niveau clinique par des douleurs abdominales chroniques ou intermittentes, perte
d’appétit, diarrhées avec, éventuellement, présence de sang dans les selles. Les saignements

digestifs a répétition entrainent souvent une anémie (20).

2. Atteintes hépatospléniques
Les especes en cause sont S. mansoni, S. japonicum et S. mekongi. Les ceufs sont emportés par
la circulation du systéme porte et se retrouvent piégés dans le foie. La réaction inflammatoire
induit dans un premier temps une hépatosplénomégalie, en particulier chez les enfants et ado-
lescents, qui peut renforcer ’anémie(31). La persistance de I’infection sur plusieurs années (5
a 15 ans pour S. mansoni, beaucoup plus rapide voire immédiate pour S. japonicum) entraine
une fibrose périportale pathognomonique appelée fibrose de Symmer. La fibrose va progres-
ser jusqu’a obstruer la veine porte et provoquer une hypertension portale, splénomégalie, as-

cite, varices gastro-cesophagiennes avec un risque hémorragique important. A ce stade de la
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maladie, la fibrose hépatiqueest en général irréversible. En revanche, les fonctions hépatiques
sont globalement conservées (31).Ces symptomes s’observent chez des adolescents plus agés
ou chez de jeunes adultes infectés depuis 5 a 10 ans (Figure 9).La complication la plus redou-
tée de la schistosomose hépatique est la rupture des varices gastro-cesophagiennes avec hé-
morragie digestive massive et potentiellement fatale (20). Ces complications hépatiques peu-
vent étre majorées en cas de co-infection avec le VHB ou le VHC qui accélérent la progres-

sion de la maladie et majorent la fibrose (23).

Figure 9 : Schistosoma mansoni.
A gauche: Granulome autour d’un ceuf de S. mansoni dans une sinusoide hépatique.
A droite : Schistosomose hépatique chronique (20)

3. Atteintes uro-génitales
S. haematobium est la seule espece qui touche le systeme génito-urinaire(32).Le symptome le
plus courant est en général I’hématurie qui apparait 10 a 12 semaines apres I’infection (24) et
s’observe volontiers chez les enfants de moins de 15 ans. L’hématurie peut étre uniquement
terminale dans les formes débutantes ou apparaitre deés le début de la miction dans les cas
d’infections massives, avec dysurie. En région endémique, I’hématurie est tellement répandue

qu’elle est parfois considérée comme un signe de puberté chez les gargons et confondue avec
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les régles chez les filles (33). Des surinfections bactériennes peuvent s’ajouter dans 30 a 80%
des cas, avec le plus souvent des bactéries uropathogeénes en cause mais aussi des infections a
Salmonella(7).Chez 58% des hommes en zone endémique, la prostate et les glandes séminales
sont touchées(24). On observe des hémospermies, oligospermies, orchites, prostatites,
dyspaneuries qui régressent généralement sous traitement (12). Chez la femme, on retrouve
des atteintes vaginales et vulvaires, des lésions au niveau du col de I’utérus et des trompes de
Fallope avec un risque accru de saignements, surinfections, diminution de la fertilité, avorte-
ments... (32). Ces lésions peuvent parfois étre confondues avec d’autres infections génitales
(condylomatose, syphilis...)(24). Les Iésions urogénitales chez la femme représentent un
risque accru d’infection par le VIH. Chez les individus infectés par le VIH, la co-infection
avec S. haematobiumaccéleére la progression du virus et facilite la transmission aux partenaires
sexuels (34).

A un stade avancé de I’infection, la réaction inflammatoire due au dépdt des ceufs dans la pa-
roi vésicale et les uretéres, créée des zones de fibrose et de calcifications avec des signes
d’uropathie obstructive. L’ensemble de 1’arbre urinaire peut é&tre touché: urétéro-
hydronéphrose, lithiase vésiculaire, glomérulonéphrite...(35).La mortalité directement li¢e a
la schistosomose urinaire est rare. Cependant, elle représente un facteur de risque de carci-

nome ¢épidermoide de la vessie (6).

4. Autres localisations
Les localisations ectopiques sont dues soit a une migration aberrante du parasite soit a des
ceufs emportés par la circulation sanguine via les anastomoses porto-cave. On retrouve le plus
souvent des atteintes cardio-pulmonaires, neurologiques ou cutanées (35). La neuro-
schistosomose est la forme la plus grave avec des atteintes cérébrales (le plus souvent dues a

S. japonicum) et/ou de la moelle épiniére (préférentiellement dues a S. mansoni et S. haema-

27



tobium) (36)(37)avec des signes de compression médullaire, radiculite, myélite, troubles sen-

sitifs et cutanés (35).
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VI. Traitement

Le praziquantel est la principale molécule utilisée dans le traitement de la bilharziose depuis
les années 1970. Ses nombreux avantages (efficacité aprés une seule prise orale, peu d’effets
indésirables, faible cofit...) permettent son utilisation a grande échelle.

Avec une biodisponibilité de 80%, le praziquantel est rapidement absorbé par voie orale, la
[Clmax (concentration maximale de la molécule dans le sang) est atteint en 1 a 2 heures. I est
métabolisé par le foie par le cytochrome P450 et éliminé par voie urinaire (60-80%) et par
voie biliaire (15-35%) avec une demi-vie de 1 a 2h. Il est actif sur toutes les espéces mais est
actif uniquement sur les formes matures de 5 semaines ou plus. Il agit sur les deux sexes mais
devient moins actif lorsque le male et la femelle sont séparés (38). Le mécanisme d’action
exact reste encore inconnu mais son action a pu étre observée in vitro et in vivo sur S. mansoni
(39). Apres contact avec la molécule, le ver adulte se contracte et de nombreuses vacuoles se
créent au niveau du tégument. Des antigénes de surface ont ainsi démasqués et le ver devient
plus susceptible aux anticorps de 1’hdte (40).

Pour S. haematobium et S. mansoni, une dose de 40mg/kg per os en une ou deux prises le
méme jour estrecommandée pour les bilharzioses uro-génitales et intestinales(41).Cependant,
les réinfections sont fréquentes dans les zones d’endémie et un traitement répété sera néces-
saire pour prévenir la progression de la maladie(19).En cas de schistosomoseen phase
d’invasion, un traitement par corticoides est préconisé et le praziquantel est déconseillé car il
peut déclencher ou majorer des manifestations allergiques ou toxiques graves de type encé-
phalites (42).L’efficacité du traitement doit étre vérifiée a 2, 6 et 12 mois avec des examens
parasitologiques des selles ou des urines et la numération formule sanguine. Les polynu-
cléaires €osinophiles et les anticorps anti-schistosomesaugmentent souvent 2-3 mois apres le
traitement a cause de la lyse des vers puis se normalisent en 10-12 mois. Les anticorps peu-

vent persister plusieurs mois voire plusieurs années méme apres un traitement efficace, il est
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donc inutile de vérifier 1’efficacité du traitement par une sérologie. Si I’examen parasitolo-

gique est toujours positif au bout de 3 mois, le traitement doit étre répété (35).
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VII. Diagnostic

A. Biologie non spécifique
Au cours de la phase d’invasion, une hyperéosinophilie sanguine peut étre observée, avec des
polynucléaires éosinophiles supérieurs a 500 éléments/uL de sang. Le taux sérique des IgE
totales peut aussi augmenter (=150 KUI/L pour un adulte). Ces marqueurs sont moins ¢élevés
au cours de la phase d’état de la maladie.
En cas de schistosomose uro-génitale, une hématurie est présente dans 40% des cas, bien que

non spécifique (43).

B. Biologiespécifique
1. Diagnostic microscopique
Pendant la phase d’invasion, le diagnostic microscopique n’est pas contributif. En effet, le
parasite doit arriver & maturité pour pondre (4 a 6 semaines apres I’infection pour la bilhar-
ziose intestinale et 3 mois pour la bilharziose urinaire), et les ceufs doivent transiter a travers
la paroi de la vessie ou de I’intestin. Les ceufs ne sont excrétés que 5 a 10 semaines apres
I’infection. Aucun diagnostic ne peut se faire en phase pré-patente pour cette technique (11).
La forme et la taille des ceufs varient selon 1’espece (Figure 10) :
o S haematobium : les ceufs sont de forme ovale avec un pdle se terminant par une
pointe, I’éperon. Lorsqu’ils sont mirs, leur taille s’échelonne entre 120-160 pm x 55-
65 um.
e S mansoni : ovoides présentant un éperon latéral. Taille de 130 & 160 pm de long sur

60 a 70 um de large.

31



o S. intercalatum: trés proches morphologiquement de ceux de S. haematobium, 140 a
240 pm de long sur 50 a 85 um de large, avec un €peron terminal et le pole opposé a
I’éperon est souvent rétréci.

e S. japonicum : les ceufs sont petits (60 a 78 um de long sur 45 a 55 um de large) glo-

buleux avec un petit éperon latéral, parfois absent.

Figure 10 : (Eufs de S.haematobium, S. mansoni, S. japonicum et S. intercalatum(www.cdc.gov)

a) Examen microscopique des urines
L’examen se fait sur des urines de 24h ou sur la premicre miction matinale ou sur une miction
aprés un effort physique (marche par exemple). Les urines sont acheminées rapidement a
température ambiante au laboratoire. Apres deux heures de décantation, le culot urinaire est
centrifugé et observé au microscope au grossissement x10. Seul S. haematobium est retrouvé

dans les urines.

b) Examen microscopique des selles
L’examen se fait préférentiellement sur la partie supérieure de la matiere fécale. Des tech-
niques de concentrations sont nécessaires pour augmenter la sensibilité : techniques de sédi-
mentation, de flottation (recueil de la partie superficielle), diphasiques (recueil du culot).
L’examen doit se faire au minimum sur 3 selles a des moments différents pour avoir une sen-

sibilité correcte.La recherche dans les selles s’effectue pour toutes les especes sauf S. haema-
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tobium, bien que des ceufs de cette espece puissent étre retrouvés exceptionnellement dans les
selles (44).

Ces méthodes ont pour avantages d’avoir un faible colt, d’avoir une bonne spécificité et
d’étre facile a réaliser en raison du peu de matériel requis.La sensibilité est meilleure pour les
infections a charges parasitaires élevées, elle est moindre pour les infections a faibles charges
parasitaires (ce qui est souvent le cas chez les bilharzioses d’importation des voyageurs) et
dans les régions de basse prévalence. La sensibilité moyenne de cette technique est de 15 a
40% (45).0n peut augmenter cette sensibilité en répétant la recherche plusieurs jours d’affilée
(46)mais cela peut poser un probléme de compliance pour le patient. L’excrétion des ceufs
peut aussi varier d’un jour a 1’autre, en particulier pour les infections de faible intensité(47)ou
aprés un traitement par praziquantel,mais cela permet aussi de vérifier I’efficacité du traite-

ment par la décroissance de la quantité d’ceufs (48).

c) Examen anatomopathologique d’une biopsie
La recherche d’ceufs peut également se faire avec une biopsie colique, rectale ou vésicalepar
examen anatomo-pathologique en cas de l€sions macroscopiques suspectes ou de symptomes

évocateurs associés a un diagnostic microscopique et sérologique négatif.

2. Immunodiagnostic
a) Détection des anticorps
La production d’anticorps débute en moyenne 4 a 7 semaines apres 1’infection et la majorité
des patients font leur séroconversion dans les 3 mois(49). Le pic d’immunoglobulines M
(IgM) s’observe 12 a 16 semaines apres I’infection et le pic d’immunoglobulines G (IgG) a 20
semaines (11). Les anticorps peuvent persister plusieurs mois voire plusieurs années méme

apres un traitement efficace. Les techniques de diagnostic sérologique ne permettent donc pas
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de dater une infection mais ont I’avantage de pouvoir détecter les infections débutantes et les

infections de faible intensité. En cas d’un premier dépistage négatif, si le délai entre

I’exposition et le prélévement est inférieur a 10 semaines, il faut réitérer le dépistage.

Immunofluorescence indirecte : Cette technique utilise des coupes de vers adultes mis

en contact avec les anticorps du patient puis révélés par fluorescence. La présence
d’IgG est détectée grace a une fluorescence localisée au niveau du parenchyme et du
tube digestif du ver tandis que les IgM sont détectées avec une fluorescence unique-
ment au niveau du tube digestif du ver(50). D’autres techniques utilisent des coupes
d’ceufs ou de cercaires.Malgré une bonne sensibilité, le colit de cette méthode, la né-
cessité d’un microscope a fluorescence et d’un personnel expérimenté rendent cette

technique peu utilisée.

Hémagglutination indirecte : Cette technique permet la quantification des anticorps sé-

riques anti-schistosome. Différentes dilutions du sérum du patient sont mises en con-
tact avec des hématies sensibilis€ées recouvertes par un antigene de Schistoso-
ma(51)dans des cupules a fond en U. En cas de présence d’anticorps, une réaction
d’hémagglutination se produit et un voile rouge-marron se créée dans la cupule. En cas
d’absence d’anticorps, les hématies sédimentent au fond de la cupule en formant un
point ou un anneau. Le titre d’anticorps présents dans le sérum est donné par la
1“*dilution présentant un anneau large et périphérique (Figure 11). Ce test a I’avantage

d’étre facile a réaliser et applicable sur de grandes séries d’échantillons.
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Figure 11 : Extrait de la notice fournisseur Bilharziose Fumouze®

ELISA : Pour ce test, le sérum du patient est déposé dans des puits recouverts
d’antigénes solubles de Schistosoma et les anticorps vont se lier aux antigénes. Les
puits sont lavés pour éliminer les anticorps, non spécifiques, non liés. Aprées lavage, un
conjugué est ajouté et va se lier aux complexes antigénes-anticorps. Puis un substrat
est ajouté pour visualiser la réaction. La densité optique (DO) du puits est ensuite me-
surée au spectrophotometre, elle sera proportionnelle a la quantité d’anticorps présents
dans le sérum.La DO d’un témoin faible est également mesurée et le test est considéré
comme positif lorsque le ratio DO patient / DO témoin faible est supérieur au seuil
fixé par le fabriquant. Les antigénes utilisés sont généralement des antigénes d’adultes

ou d’ceufs mais des antigénes de cercaires donnent des résultats similaires (52).

Test de diagnostic rapide d’anticorps : Ce type de test se présente sous la forme de

cassettes unitaires immuno-chromatographiques ou des antigénes sont déposés sur une
bandelette de nitrocellulose. Une solution éluante permet de faire migrer 1I’échantillon.
Les anticorps de 1’échantillon se complexent aux antigenes et la réaction est visualisée
par I’apparition d’une bande.En zone d’endémie, ce test s’est montré au moins aussi
sensible que deux examens parasitologiques des selles pour les infections a S. mansoni
et aussi sensible qu’un examen parasitologique des urines pour les infections a S. hae-

matobium(53). L’avantage est qu’il peut étre réalis¢ directement aupres du malade a
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partir d’un prélévement au bout du doigt. Cependant, en zone non endémique, il a été

peu étudié et d’autres tests sont nécessaires pour 1’évaluer (54).

e Western Blot: Des antigénes de Schistosoma sont séparés par €lectrophorése puis
fixés sur une membrane de nitrocellulose. Cette membrane est découpée en bande-
lettes qui sont mises en contact avec le sérum. Si 1’échantillon contient des anticorps,
ceux-ci se fixent aux antigeénes et le complexe apparait sous forme de bandes. En fonc-
tion de la présence de bandes spécifiques, le sérum est diagnostiqué positif.Suivant les
antigénes utilisés, des réactions croisées peuvent se produire entre différentes especes
(55). Cette technique semble étre la plus sensible et la plus spécifique (56)et est, ac-
tuellement, utilisée en deuxiéme intention comme test de confirmation d’un dépistage

positif ou douteux.

b) Détection d’antigenes
Deux principaux antigénes peuvent étre détectés dans la circulation sanguine ou dans les
urines : ’antigéne circulant anodique (CCA) et I’antigéne circulant cathodique (CAA), pro-
téoglycanes nommeés selon leur migration en électrophorese. Ces antigénes ne sont pas spéci-
fiques d’especes car ils présentent des carbohydrates communs entre les différentes espéces
(48). La sensibilit¢ du CAA peut étre comparé a celle d’'un examen parasitologique au mi-
croscope, sa limite de détection correspondant a 10 ceufs par gramme de féces (57).Comme
pour I’examen microscopique, I’avantage est de pouvoir évaluer I’efficacité du traitement.
Pour les infections récentes ou de faible intensité, le diagnostic sérologique reste plus sensible
(58). Cette technique nécessite d’autre part 1’utilisation de matériel de filtration particulier

(59) ce qui ne lui confére pas de supériorité par rapport au diagnostic microscopique.
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3. Biologie moléculaire
Différentes études sur des techniques de PCR en temps réel ont ét¢ menées (60)(61)(62). La
recherche d’ADN de Schistosoma est possible dans le sang, les urines et les selles avec de
bonnes sensibilités et spécificités, y compris pour les infections de faibles intensités. Bien

qu’encore peu utilisée en routine, son utilisation devrait se développer dans les années a venir.

37



Comparaison de 5 réactifs
pour le sérodiagnostic de la schistosomose

au CHU de Toulouse
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1. Contexte

Comme nous 1’avons vu précédemment et malgré le grand nombre de techniques disponibles,
aucun algorithme n’est clairement établi concernant le dépistage et la confirmation du dia-
gnostic sérologique de schistosomose. Le diagnostic s’établit avec certitude lorsque des ceufs
sont observés mais cette technique reste peu sensible et pose probléme pour le diagnostic des
infections a faible charge parasitaire (zones non-endémiques ou voyageur). Pour ces cas-1a, le
diagnostic sérologique reste plus approprié. Le dépistage sé€rologique se fait en général par
deux techniques différentes (63).

L’¢épidémie de schistosomose en Corse survenue en 2013 a été le facteur déclenchant de ce
travail. En effet, outre I’existence de sujets infectés par une espéce hybride, le grand nombre
de tests réalisés a suscité de nombreuses interrogations. Antérieurement a cet épisode, un pa-
tient était considéré comme atteint de schistosomose si I’un des deux tests de dépistage était
positif. L’observation d’un grand nombre de discordances entre les tests chez les patients in-
fectés en Corse a entrainé une remise en question de la stratégie mise en ceuvre pour le séro-
diagnostic des schistosomoses au CHU de Toulouse, avec la nécessité, éventuelle, de mettre
en place un test de confirmation. Par ailleurs, la majorité des kits commercialisés utilisent des
antigenes de S. mansoni qui présentent une meilleure sensibilité pour les infections a S. man-
soni que pour les autres especes (49).

Peu de publications ont comparé ces différentes techniques sérologiques. La plupart ont étudié
des techniques « maison » (non commercialisées)(54)(64)(65). Il n’existe aucun algorithme de
diagnostic clairement recommandé. L’objectif de cette étude était donc d’évaluer les réactifs
commercialisés en France en termes de sensibilité et de spécificité¢ afin de proposer une stra-

tégie analytique pour le sérodiagnostic de schistosomoses au retour de voyage.
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II. Matériels et méthodes

A.  Collecte des sérums
Les sérums de patients ayant bénéfici¢ d’une recherche de schistosomose par immunodia-
gnostic ont été prospectivement conservés dans une sérothéque. Les sérums étudiés sont issus
des sérotheques des Services de Parasitologie des CHU de Toulouse, Angers, Nice, Avicenne,
Marseille, de I’Hopital d’Instruction des Armées de Laveran (Marseille) et de la société
LDBio Diagnostic®.Les sérums ont étéconservés a -20°C.
La sélection des sérums a été faite dans le but de créer trois groupes de patients :

e Patients avec une infection prouvée : I’examen parasitologique a la recherche d’ceufs
ou la biologie moléculaire ont permis d’établir avec certitude le diagnostic de schisto-
somose (présence d’ceuf ou présence d’ADN).

e Patients avec une infection possible : un des tests sérologiques était positif sans notion
d’examen parasitologique positif, qu’il ait été réalisé ou non.

e Patients non atteints par une schistosomose : patients dont les 3 tests sérologiques réa-
lisés en routine au laboratoire du CHU de Toulouse (HA Fumouze®, ELISA Bordier®
et Western-BlotLDBio®) étaient négatifs et des patients ayant une sérologie positive

pour un autre pathogene (exploration des réactions croisées).

B. Trousses diagnostic évaluées
Cinq trousses de diagnostic ont été évaluées. Il s’agit de techniques disponibles en France.
Certaines d’entre elles sont commercialisées par plusieurs fournisseurs. Pour 1I’étude, un seul
fournisseur par technique a été choisi. Toutes ces trousses ont été testées de janvier 2016 a

mai 2016 a selon les recommandations du fournisseur :
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BILHARZIOSE FUMOUZE® (HAFumouze®) : ce kit d’hémagglutination indirecte

utilise des hématies de mouton sensibilisées avec des antigénes de S. mansoni adultes
(65). Celles-ci ont été mises au contact des 3 dilutions de chaque sérum : au 1/80, au
1/160 et au 1/320. La réaction a été lue apreés une incubation de 2h a température am-
biante. Le titre du sérum était donné par la dernic¢re dilution qui ne présentait pas un

point de sédimentation des hématies au fond du puits (Tableau 3)(Annexe 1).

SCHISTOSOMA MANSONI BORDIER® (ELISABordier®) : Dans ce test immu-

noenzymatique, les puits sont recouverts d’antigénes d’ceufs et d’adultes de S. manso-
ni. La DO a été mesurée a 405 nm. Pour chaque plaque, un témoin négatif, un témoin
négatif et un témoin sérum seuilont également été testés. Le résultat est rendu sous
forme d’un index correspondant au rapport de la DO du patient sur la DO seuil

(Tableau 3)(Annexe 2).

NOVALISA SCHISTOSOMA MANSONI IgG/IgM ELISA (ELISA Novatec®) :

Dans ce test immunoenzymatique, les puits sont recouverts d’antigenes solubles
d’adultes de S. mansoni (49). La DO des puits a été mesurée a 450 et a 620 nm. Pour
chaque plaque, un témoin négatif, un témoin négatif et deux témoins seuil sont tes-
tés.Le résultat est rendu sous forme d’un index correspondant au rapport de la DO du

patient sur la DO seuilx 10 (Tableau 3) (Annexe 3).

SCHISTOSOMA ICT IgG-IgM LDBio Diagnostics® (TDR LDBio®) : Test immuno-

chromatographique de diagnostic rapide unitaire basé sur le principe du sandwich ho-
mogene. Sur une bandelette de nitrocellulose, deux bandes réactives contiennent des

antigenes d’adultes de S. mansoni (bande T « test ») et des gammaglobulines de lapin
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(bande C « contrdle »). Le sérum est déposé dans un puits avec une solution éluante
qui va permettre la migration du sérum ainsi que des particules de latex rouges cou-
plées a I’antigene S. mansoni (latex T) et des particules de latex bleues couplées a un
sérum de chevre anti-IgG de lapin (latex C). La migration dure 20 a 30 minutes. La
capture du latex par la bande C provoque I’apparition d’'une bande colorée en bleu,
témoin du bon fonctionnement de la chromatographie. En cas de présence d’anticorps
dans I’échantillon, un complexe se forme entre les anticorps du patient et le latex T.
Ce complexe est capturé par la bande T et se traduit par I’apparition d’une bande colo-
rée en rouge. Aucune lecture de bande ne doit se faire avec un temps de migration su-

périeur a 30 minutes (Tableau 3).

SCHISTO IT Western Blot IgG L.LDBio Diagnostics® (WB LDBio®) :des antigénes de

vers adultes de S. mansoni et S. haematobium ont été séparés par électrophorese puis
fixés par électro-transfert a la surface d’une feuille de nitrocellulose. Les anticorps du
sérum du patient se fixent sélectivement sur les antigénes. Les anticorps sont ensuite
liés par un conjugué puis un substrat permet de révéler les antigénes reconnus sous
forme de bandes transversales violettes.Les bandes vont de 8 a 24 kDa. Huit bandes
sont le plus souvent présentes : P8, P9, P10, P12-13, P14-15, P18, P22-24 et P30-
34.Les bandes de bas poids moléculaire sont habituellement fines. Les autres bandes
peuvent prendre la forme d’une seule bande large, d’une bande fine ou de deux bandes
fines.La présence de I’une des bandes P30-34 ou P22-24 est indicative d’une bilhar-
ziose. Une bande P28 peut apparaitre, elle est non spécifique de Schistosoma (Figure

12 : Bande de WB positive) (Tableau 3) (Annexe4).
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Bande P22-24 Bande P30-34

Figure 12 : Bande de WB positive

Tableau 3 : Seuils de positivité en fonction des techniques

Réactifs Seuil négatif Zone grise Seuil positif
HA Fumouze® (Titre) <160 NA > 160
ELISA Bordier® (Index) <1 NA >1
ELISA Novatec® (Index) <9 9-11 >11
TDR LDBio® Bande T gris pale Bandes C et T
WB LDBio® NA Bandes P30-34 et P22-24

ou 1 bande P30-34 large

C.  Analyse statistique
1. Population de I’étude
Les caractéristiques de la population et les résultats des différentes techniques ont été décrits
en utilisant les pourcentages ou la médiane et son intervalle interquartile (IQR) au vu des dis-

tributions non gaussiennes.

2. Détermination d’un test de confirmation
Afin de choisir le ou les tests qui auraient les meilleures performances analytiques pour étre
utilisés comme techniques de confirmation, une évaluation des sensibilités et spécificités de
chaque test a été faite a partir des sérums de patients vrais positifs (groupe infection prouvée)
et des patients ayant une sérologie positive pour un autre pathogéne (non malades, explora-

tion des réactions croisées). Lorsqu’un méme patient possédait plusieurs sérums, seul le pre-
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mier sérum prélevé a été étudié. Les sérums ont été considérés comme positifs des leur entrée
en zone grise (s’il en existait une) selon les seuils recommandés par les différents fournisseurs
(Tableau 3). Les sensibilités de chaque test ont été ensuite a nouveau calculées en fonction

des especes.

3. Performances statistiques des tests de dépistage
Une fois le test de confirmation choisi, les tests restants ont de nouveau été évalués en prenant
comme test de référence le test de confirmation.Un calcul de sensibilité et de spécificité a
alors été réalisé sur tous les sérums sélectionnés (infection prouvée, infection possible et non
malade avec ou sans autre pathogéne) en prenant uniquement le premier sérum prélevé par
patient. L’analyse des résultats a été faite a 1’aide de courbes ROC (Receiver Operating Cha-
racteristic) afin de déterminer, pour chaque test quantitatif, quel seuil serait le plus adapté

pour le dépistage des schistosomoses.

Les résultats des dosages ont été comparés en fonction de 1’espéce en cause en utilisant un test
du %2 pour les tests qualitatifs et un test de Kruskal-Wallis pour les variables quantitatives. La
comparaison des sensibilités et des spécificités a été faite par un test d’égalité des proportions.
Les aires sous la courbe ROC des trois réactifs quantitatifs ont été comparées par un test du
x2. Le seuil de significativité était fixé a 5%. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le

logiciel : Intercooled Stata 9.2 statistical package (StataCorp, College Station, TX).
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II1. Résultats

A. Population de I’étude

Au cours de la période d’étude, 468 sérums ont été analysés provenant de 399 patients

Seul le 17 sérum de chaque patient a été inclus dans 1’évaluation des tests diagnostics.

Parmi les 399 sérums étudiés :

144 provenaient de patients appartenant au groupe« infection prouvée ». La répartition
entre les especes est représentée sur la Figure 13. Chezdeuxpatients des ceufs ont été
observés mais 1’espéce n’a pas puétre identifiée. 12 de ces patients avait €té contami-
nés en Corse parS. haematobium ou un hybride S. haematobium-bovis, ils ont été clas-
sés avec les S. haematobium.

81 provenaient de patients non atteints par uneschistosomose, sérums dits « négatifs ».
11 étaient répartis comme suit : 32ayant une sérologie positive pour un autre pathogéne
(5 sérums avec une sérologie filaire positive,5 a anguillule, 5 a ascaris, 5 a Toxocara, 1
a paludisme, 1a leishmanie, 1 a amibe, 3 8 VHB, 3 a VHC et 3 & VIH) et 49 pour qui
les 3 tests sérologiques réalisés en routine au laboratoire du CHU de Toulouse (HA
Fumouze®, ELISA Bordier® et Western-Blot LDB1o®) étaient négatifs.

174 sérums provenaient de patients appartenant au groupe « infection possible ».
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Figure 13 : Répartition du nombre de sérums en fonction des groupes de patients

Le Tableau 4montre la répartition des résultats des dosages des tests quantitatifs.

Tableau 4 : Répartition des dosages de I' HA Fumouze®, de ’ELISA Bordier® et de PELISA Novatec®

Nombre de tests

Réactifs N Médiane [IQR] Min-Max
HA Fumouze®(Titre) 464 80 [0 ; 320] 0-10240
ELISA Bordier®(Index) 465 1,71 [0,60 ; 2,89] 0-8,99
ELISA Novatec®(Index) 371 25,72 [7,72 ; 45,82] 0,78-92,51

Le Tableau 5 montre la répartition des résultats des tests qualitatifs.

Tableau S : Répartition des résultats du Western-Blot et du TDR LDBio®

Réactifs Nombre de tests Nombre de tests positifs

N N (%)
Western-BlotLDBio® 447 294 (65,77)
TDR LDBio® 258 204 (79,07)

Les résultats des tests HA Fumouze® et ELISA Bordier® était significativement plus élevés

en cas d’infection par S. mansoni que d’infection par S. haematobium. Ce n’était pas le cas
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pour ’ELISA Novatec® (Figure 14) (Tableau 6 : Comparaison des résultats des tests quanti-

tatifs en fonction de I’espéce de Schistosoma, par technique).

Figure 14 : Distribution des résultats des ELISA en fonction de I'espéce de Schistosoma

Tableau 6 : Comparaison des résultats des tests quantitatifs en fonction de ’espéce de Schistosoma, par technique

Réactifs Espece Nombre de tests Médiane [IQR] p
S. mansoni 74 320160 ; 320]
HA Fumouze® (Titre) 0,0115
S. haematobium 101 160 [80 ; 320]
S. mansoni 74 3,125 2,51 ; 4,03]
ELISA Bordier®(Index) < 0,001
S. haematobium 101 2,33 (1,6 ; 3,0]
S. mansoni 58 38,385 [30,5; 55,91]
ELISA Novatec®(Index) 0,5615
S. haematobium 89 40,05 [32,34 ; 58,48]
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B. Détermination d’un test de confirmation

Le Tableau 7 montre les spécificités des différents réactifs, les « non malades » étant les pa-

tients du groupe « Non atteint d’une schistosomose » ayant une sérologie positive pour un

autre pathogene (recherche de réactions croisées).

Tableau 7 : Spécificité de chaque trousse

Réactifs Non nI:Ialades Test l&égatif S(E)e[cclil"lst]e

HA Fumouze® 32 31 96,88 [94,28 ; 99,47]
g‘i{;:%A Bor- 32 32 100 [100 ; 100]
ELISANovatec® 32 27 84,38 [78,75 ; 90,00]
WB LDBio® 32 32 100 [100 ; 100]
TDRLDBio® 23 23 100 [100 ; 100]

Le faux positif de ’HAFumouze® était une réaction croisée avec une sérologie paludisme

positive.Les faux positifs de ’ELISA Novatec® ¢étaient des réactions croisées avec 3 sérolo-

gies anguillules, 1 sérologie filaire et 1 sérologie Toxocara.

I1 existe une différence significative de spécificité entre le Western-Blot et ’HA Fumouze®

(p=0,02) et entre le Western-Blot et ELISA Novatec® (p<0,001). L’HA Fumouze® et

I’ELISA Novatec® ne peuvent donc pas étre utilisés comme test de confirmation.
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Le Tableau 8montre les sensibilités des différents tests, par rapport au diagnostic de certitude :

Tableau 8 : Sensibilité de chaque test

Réactifs Schistosomoses Test positif Sensibilité
prouvées N % [Close;]
N
HA Fumouze® 141 99 70,21 [63,40 ;77,03]
ELISA Bordier® 141 127 90,07 [85,61 ; 94,53]
ELISA Novatec® 128 123 96,09 [93,09; 99,10]
WB LDBio® 138 134 97,10 [94,58 ; 99,62]
TDR LDBio® 88 84 95,45 191,58 ; 99,33]

Parmi les trois réactifs ayant une spécificité de 100%, il existe une différence significative de
sensibilité¢ entre I’ELISA Bordier® et le Western-Blot (p=0,08). L’ELISA Bordier® est donc
aussi ¢liminé des choix du test de confirmation.

En revanche, nous n’observons pas de différence significative entre la sensibilité du Western-
Blot et celle du TDR LDBio® (p=0,465). Ces deux réactifs peuvent donc étre utilisés comme

tests de confirmation.
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Comme le montre la Figure 15, les sensibilités des tests ont été calculées en fonction de

I’espéce en cause.

Sensibilité des trousses en fonction de l'espece
120% -

96% 100% 98% 98%

100% - 94% 97% 959

80% -

60% - B S. mansoni
B S. haematobium

40% -

20% -

0% -

HA Fumouze® ELISA Bordier® ELISA Novatec® WB LDBio® TDR LDBio®

Figure 15 : Sensibilité des trousses en fonction de I'espéce

Il existe une différence de sensibilité significative selon les espéces pour I’'HA Fumouze®
(p=0,0261), ’ELISA Bordier® (p=0,0183) et ’ELISA Novatec® (p<0,001).
En revanche, pour le Western-Blot (p=0,8526) et le TDR LDBio® (p=0,6405), les sensibilités

ne sont pas significativement différentes selon les especes.

Parmi les 12 patients ayant une infection prouvée aprés contamination en Corse :
- un patient avaitdes résultats négatifs avec I’ELISA Bordier® et ’HA Fumouze®
- un patient avait des résultats négatifs avec les ELISA Bordier® et Novatec®
- un patient avait des résultats négatifs avec ’HA Fumouze seul®
La sensibilit¢ des différents tests semblait étre identique a celle de la population totale de

I’étude.
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C. Performances analytiques des tests de dépistage
Le Western-Blot et le TDR LDBio® peuvent étre tous les deux considérés comme test de
confirmation pour la suite de 1’analyse. Cependant, le test choisi sera le Western-Blot
LDBio® en raison d’un plus grand nombre de données disponibles avec ce test dans notre
¢tude. Tous les patients présentant un Western-Blot positif seront donc considérés comme

¢tant malades, ¢’est-a-dire, atteints d’une schistosomose prouvée.

Le Tableau 9 montre la sensibilité et la spécificité des différents tests, le test de référence

étant le Western-Blot.

Tableau 9 : Sensibilité et spécificité des différentes techniques par rapport au Western-Blot (au seuil de positivité du

fournisseur)
Sensibilité Spécificité
% [Clysy] %0 [Clysy]
HA Fumouze® 62,82 [57,99 ; 67,65] 92,67 [90,06 ; 95,27]
ELISA Bordier® 90,21 [87,24 ; 93,18] 85,33 [81,80 ; 88,87]
ELISA Novatec® 94,74 [92,32 ; 97,15] 75,00 [70,32 ; 79,68]

D’apres ces résultats, ’ELISA Novatec® semble le plus adapté au dépistage. En calculant
I’aire sous la courbe ROC de ces techniques, nous pouvons visualiser laquelle est réellement

la plus performante.
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La Figure 16 montre les courbes ROC des trois techniques quantitatives.

Figure 16 : Courbe ROC des trois tests quantitatifs

L’ELISA Bordier® a une aire sous la courbe significativement plus grande que
I’ELISA Novatec® et ’HA Fumouze® (p<0,001, dans les deux cas). Ce qui montre que
I’ELISA Bordier® est en réalité le test le plus performant pour le dépistage.

La différence de résultats par rapport aux sensibilités et spécificités calculées précédemment
s’explique probablement par le fait que I’ELISA Novatec® posseéde une zone grise qui
abaisse son seuil de positivité. En modifiant le seuil, il est donc possible de modifier les per-
formances des tests.

Les Tableaux 10, 11 et 12 montrent les rapports détaillés des sensibilités et spécificités des

tests quantitatifs en fonction du seuil choisi, le test de référence étant le Western-Blot.
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Tableau 10 : Rapport détaillé des sensibilités et spécificités de 'HA Fumouze®

Titre Sensibilité (%) Spécificité (%)
0 100,00 0,00
80 76,07 80,00
160 62,82 92,67
320 47,86 98,67
>320 10,68 99,33

Tableau 11 : Extrait du rapport détaillé des sensibilités et spécificités de PELISA Bordier®

Index Sensibilité (%) Spécificité (%)
0 100,00 0,00
0,1 99,57 11,33
0,26 99,15 49,33
0,33 98,30 56,67
0,59 97,02 71,33
0,80 92,77 79,33
1,01 90,21 85,33
1,09 89,36 88,00

Tableau 12 : Extrait du rapport détaillé des sensibilités et spécificités de PELISA Novatec®

Index (Seuil) Sensibilité (%) Spécificité (%)
6,78 97,61 65,83
6,38 97,13 65,83
7,2 96,65 65,83
8,8 95,22 75,00
9,05 94,74 75,00
10,97 88,52 81,67

11,07 88,52 82,50




IV. Discussion

Grace a cette étude, nous avons pu mettre en évidence tout d’abord que le Western-Blot et le
TDR LDBio® étaient les meilleurs tests de confirmation et ’ELISA Bordier® le meilleur test

de dépistage.

Le Western-Blot et le TDR LDBio® sont les techniques qui présentent les meilleures sensibi-
lités et spécificités. Toutes les techniques testées utilisent des antigénes de S. mansoni, a
I’exception du Western-Blot LDBio® qui utilise a la fois des antigénes de S. mansoni et de S.
haematobium. Nous avons montré que les sensibilités des tests étaient significativement diffé-
rentes selon 1’espece diagnostiquée pour ’'HA Fumouze®, ELISA Bordier® et I’ELISA
Novatec®, ce qui parait cohérent par rapport aux antigenes utilisés. Elles sont cependant
équivalentes pour, le Western-Blot et le TDR LDBio®. Pour ces trousses, les especes autres
que S. mansoni n’ont donc pas moins de chances d’étre dépistées. Le TDR LDBio® reste ce-
pendant trop colteux pour étre utilisé comme test de routine, ce qui orienterait le choix du

meilleur test de confirmation vers le Western-Blot.

En calculant les sensibilités des tests de dépistage, ’ELISA Novatec® semblait dans un pre-
mier temps la meilleure technique. Mais en observant les aires sous la courbe ROC, nous
avons vu que I’ELISA Bordier® était en réalité le test le plus performant. Ceci pourrait
s’expliquer par I’absence de zone grise pour I’ELISA Bordier®. Un bon test de dépistage doit
avoir la meilleure sensibilité possible, proche de 100%. Cependant il doit aussiavoir une spé-
cificité acceptable de manicre a ne pas réaliser trop de tests de confirmation. En abaissant le
seuil de positivité¢ du test de dépistage, il est possible d’améliorer la sensibilité du test. Par
contre, la spécificité, elle, diminue.Si nous considérons que le dépistage doit avoir une sensi-

bilité au moins égale a celle du test de confirmation, le Western-Blot, ¢’est-a-dire 97%, grace
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a la courbe ROC, nous pouvons choisir un nouveau seuil de positivité pour avoir une sensibi-
lité de 97% et une spécificité suffisante pour ne pas réaliser trop de tests de confirmation. Le
Tableau 13 compare les performances des différents tests de dépistage par rapport au Wes-
tern-Blot, avec le seuil du fournisseur et les nouveaux seuils choisis grace a la courbe ROC

pour les tests quantitatifs.

Tableau 13 : Comparaison des sensibilités et spécificités des tests de dépistage aux seuils du fournisseur et aux nou-
veaux seuils de positivité

Sensibilité Spécificité

Seuil de positivité %[Cle,] %[Clc]

HA Fumouze® Seuil fournisseur 160 62,82 [57,99 ; 67,65] 92,67 [90,06 ; 95,27]

Nouveau seuil 80 76,07 [71,80 ; 80,34] 80,00 [76,00 ; 84,00]

ELISA Bordier® Seuil fournisseur 1 90,21 [87,24 ; 93,18] 85,33 [81,80 ; 88,87]

Nouveau seuil 0,59  97,02[95,32:98,72] 71,33 [66,82 ; 75,85]

ELISA Novatec® Seuil fournisseur 9 94,74 192,32 ; 97,15] 75,00 [70,32 ; 79,62]

Nouveau seuil 6,78  97,61[95,96;99,26] 65,83 [60,71 ; 70,96]

Le dépistage d’une schistosomose se fait habituellement sur deux techniques différentes(63).
Mais en ayant fixé de nouveaux seuils de positivité, on peut s’interroger sur 1’utilité d’associer
plusieurs techniques.

Le dépistage peut se faire soit :

- par un test HA Fumouze® seul

- par un test ELISA Bordier® seul

- par un test ELISA Novatec® seul

- par un test HA Fumouze® associé a un test ELISA Bordier®

- par un test HA Fumouze® associé a un test ELISA Novatec®
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Le Tableau 14 montre les performances des tests seuls ou en association suivant les seuils
choisis :

Tableau 14 : Sensibilité des tests de dépistage en association avec les seuils fournisseur et nouveaux seuils de positivité

Seuil de Sensibilité Spécificité
° 0
positivité 70[Cllosy ] o[ Cllysy,]

HA Fumouze® Seuil fournisseur 93,27 90,56 ; 95,98] 82,50 78,39 ; 86,61]

+
Nouveau seuil 98,08 [96,59 ; 99,56] 66,67 [61,57 ;71,77]
ELISA Bordier®

HA Fumouze® Seuil fournisseur 97,12 95,30 ; 98,93] 71,67 [66,79 ; 76,54]

+
Nouveau seuil 99,52 (98,77 ; 100,27] 58,33 [53,00 ; 63,67]
ELISA Novatec®

En comparant statistiquement les performances de tous les tests, seuls ou en association, avec
les seuils fournisseur ou les nouveaux seuils, nous observons que les meilleures stratégies de
dépistage (pas de différence significative, p>0,3655) sont :

- Soit un ELISA Bordier® seul avec le nouveau seuil

- Soit une association HA Fumouze® + ELISA Bordier® au nouveau seuil

- Soit une ELISA Novatec® seul avec le nouveau seuil
Les performances de I’ELISA Bordier® seul ou en association avec I’HA Fumouze® ne sont
significativement pas différentes (p=0,3655), nous pouvons donc nous interroger sur I’intérét
d’associer ces deux tests.
Pour I’ELISA Novatec®, I’association & I’HA Fumouze® n’augmente pas la sensibilité
(p=0,0903) et diminue la spécificité de fagon significative (p=0,0274) Il n’y a donc aucun

intérét d’associer ces deux tests.
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Pour le TDR, la sensibilit¢ et la spécificitésontsuffisamment élevées pour envisager de
I’utiliser seul. II présente plusieurs avantages : il ne nécessite pas de formation particuliére
pour les techniciens, la manipulation est courte et le test est unitaire. Son cott ¢élevé ne per-
met pas son utilisation en premiére intention dans un laboratoire ou la demande de sérodia-
gnostic est importante mais il pourrait plutot permettreaux laboratoires recevant peu de pres-

cription de sérodiagnostic de schistosomosede faire des diagnostics de fagon ponctuelle.

En pratique, chaque laboratoire doit trouver le meilleur compromis entre un test adapté a sa
routine et une bonne capacité de diagnostic.Dans un laboratoire ou la demande de sérodia-
gnostic est importante et ou les tests doivent étre réalisés en série, le meilleur algorithme se-
rait de réaliser en premier lieu un dépistage avec un test ELISA Bordier® ou Novatec®
seul,ayant les seuils de positivité abaissés, un résultat supérieur au seuil entrainant ensuite une
confirmation par un Western-Blot. Ce dernier présente I’inconvénient d’étre long a réaliser
(plusieurs heures) et la consommation des réactifs oblige a effectuer les tests en série. En cas
de nécessité de rendre un résultat dans 1’urgence, un test rapide pourra alors étre réalisé ponc-
tuellement.

Un laboratoire dans lequel la demande de sérodiagnostic d’une schistosomose est faible (peu

de patients revenant de zone d’endémie), le test rapide LDBio® parait le plus adapté.

Notre étude présente quelques limites. Tout d’abord, le peu de renseignements cliniques sur
les patients ne nous permettaient pas de dater les infections. Certains patients pouvaient donc
étre atteint d’une schistosomose précoce et avoir été¢ prélevés avant leur séroconversion. Si
ces patients avaient €té prélevés quelques semaines plus tard, les tests auraient peut-étre été
alors positifs, ce qui peut modifier les résultats de la sensibilité des tests.D’autre part, le choix

de nos patients négatifs ne s’est pas fait selon un diagnostic de certitude. Les patients ayant
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une sérologie positive pour un autre pathogéne revenaient pour certains de zones d’endémie.
Il était donc impossible d’exclure avec certitude que ces patients étaient atteints également
d’une schistosomose. Cela peut avoir une influence sur les résultats de la spécificité¢ des
tests.Enfin, les especes S. mansoni et S. haematobium étant les especes les plus répandues,
nous disposions uniquement de patients positifs pour ces especes. Les autres espéces (S. in-

tercalatum, S. japonicum, S. mekongi...) n’ont pas été testées ici.

Certains aspects de 1’étude pourraient par la suite étre approfondis. D’une part, il serait inté-
ressant d’¢étudier la cinétique des tests en fonction de la date de 1’infection. En sélectionnant
des patients avec une schistosomose prouvée, il serait intéressant de savoir si certains tests se
positivent avant d’autres, notamment en fonction des antigénes utilisés (ceufs ou adultes).
Pour certains patients, plusieurs sérums ¢taient disponibles et ont été testés dans cet objectif.
Par ailleurs, la notice du Western-Blot LDBio® explique que ’apparition et la forme des
bandes donne une indication sur 1’espéce en cause.Les lectures des autres bandes que la P34-
30 et la P22-24 ont été effectuées par deux personnes pour tous les Western-Blot effec-
tués.Cette étape a présenté quelques difficultés, les bandes étant parfois de lecture difficile et
certaines bandelettes peuvent présenter un décalage par rapport au témoin positif. Il pourrait
étre intéressant de reprendre les Western-Blot des patients avec une schistosomose prouvée et

d’essayer de définir un profil des bandes les plus souvent révélées selon les especes.
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V. Conclusion

La recherche d’anticorps est actuellement la méthode la plus utilisée en routine pour le dia-
gnostic des schistosomoses, en particulier pour les patients ayant une faible charge parasitaire.
Les trousses commercialisées permettent de dépister et de confirmer un diagnostic avec de
bonnes sensibilités et spécificités, celles-ci pouvant étre améliorées en modifiant les seuils de
positivité donnés par les fournisseurs. Méme si aucun algorithme n’est défini, notre étude a
démontré I’intérét d’associer un test de dépistage (par un ou deux tests) et un test de confirma-
tion. Les différentes trousses se distinguent ¢galement par leur cofit et le temps de réalisation
des manipulations. Chaque laboratoire doit donc trouver le meilleur compromis entre un test
adapté a sa routineet une bonne capacité de diagnostic.Cependant, avec 1’avancée de la biolo-
gie moléculaire, le diagnostic par PCR pourrait bient6t avoir sa place dans le diagnostic de
routine. Le colt de cette méthode est encore trop élevé pour I’appliquer au dépistage mais elle

pourrait prochainement servir de nouveau test de confirmation.
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VII. Annexes

Annexe 1 : Notice technique du test d’hémagglutination indirecte Fumouze®

BILHARZIOSE FUMOUZE ®

SERODIAGNOSTIC DE LA BILHARZIOSE PAR HEMAGGLUTIMATION INDIRECTE

BUT DU TEST :

BILHARZIOSE FUMOUZE® permet la détermination guantitative, par hémagglutination indirects, des anticorps
sériques de malades atteints de bilharziose a Schistosoma mansoni (localisation intestinale), Schistosoma
hasmatobium (localisation urinaire) et Schisfosoma infercalatum (localisation rectale).

PRINCIPE :

BILHARZIOSE FUMOUZE® est basé sur le principe de Ihémagglufination indirecte. Les hématies sensibilisées
sont constituées d’hématies de mouton recouvertes par un antigéne Schistosoma mansoni.

La présence d'anticorps sériques spécifiques entraine une agglutination des hématies sensibilisées qui se
traduit par un voile rouge / marron tapissant la cupule. En l'absence d’anticorps spécifigues, ces hématies
sedimentent au fond de la cupule =ous la forme d'un anneau.

Les hématies non sensibilisées assurent la spécificité de la réaction et permettent d°gliminer les interférences
dues aux agglutinines naturelles anti-mouton (hétéroanticorps de Forssman, anticorps de la mononucléose
infectieuse. . ).

La réaction g'effectue en microplague & fond en L.

La manipulation est simple et rapide. Les résultats sont obtenus en 2 heures.

COMPOSITION DU COFFRET :

- Hématies sensibilizées (origine animale)

- Hématies non sensibilizées (orgine animale)

- Tampon phosphate pH 7,2

- Adsorbant (origine animale)

- Contrdle positif titré (origine animale)

- Contrdle négatif (origine animale)

- 2 microplagues a fond en U

- 2 compte-gouttes spéciaux

- Motice d'utilization

Eemargues : - Utiliser exclusivement les compte-gouttes foumis dans le coffret.
- Me pas inter-changer les compte-gouttes entre les hématies sensibilizées et les hématies non

sensibilisdes.

MATERIEL HECESSAIRE MAIS NON FOURMI :

- Micropipette multicanaux distribuant 50 pL

- Micropipette distribuant S0 pL, micropipette 100-1000 pL
- Conteneur pour déchets contaminés

- Tubes & hemolyse

- Cenfrifugeuse

STOCKAGE DES REACTIFS :

Les réactifs sont préts a l'emploi.

llz doivent étre stockés & +2°.__+8°C, jusqu'a la date de péremption indiguée sur le coffret. Ne pas congeler.
RECUEIL ! PREPARATION ! CONSERVATION DES ECHAMTILLONS :

Utiliser du sérum fraichement prélevé.

Les échantillons sériques peuvent étre conservés 24 heures a +2°._ +8°C. 5i le test n'est pas effectué dans les
24 heures qui suivent le prélévement, ils doivent étre congelés & -20°C. Il est recommandé de préparer des
aliquots pour éviter les congélations et décongélations successives.

Me pas décomplémenter le sérum.

Me pas utiliser de sérum hémolysé, trouble ou contaming.

PRECAUTIONS D'UTILISATION :

- Pour usage in vitro.

- Pour usage professionnal uniquement.

- Me pas utiliser de réactifs ni de contrdles provenant de lots différents.

- Respecter les instructions de la notice d'utilisation.

- Laisser les réactifs et les échantillons revenir & température ambiante avant d'effectuer le test.
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- Agiter soigneusement les suspensions d'hématies avant utilisation.

- Lors de la distribution des suspensions d'hématies, veiller 8 ce gue le compte-gouttes soit parfaitement
vertical. Vérifier I'absence de bulles d'air dans les gouttes, afin que les volumes delivrés soient constants.

- En cas de versement accidentel de réactif, nettoyer le plan de travail a 'aide de papier absorbant et rincer
avec de 'eau. En cas de versement de sérum, nettoyer a 'aide d'eau de Javel et de papier absorbant.

- Eviter tout contact de réactif avec la peau, les yeux et les mugueuses. Ne pas ingérer.

- Les sérums, les réactifs ainsi que le matériel et les produits contamings doivent &tre &liminés dans un
contensur pour déchets contaminés, selon les recommandations et la réglementation en vigueur.

- Tous les réactifs, sauf le tampon phosphate, contiennent du matériel d'origine animale. Par conséquent, ils
doivent étre considérés comme potentizllement infectieux et manipulés avec précaution.

MODE OPERATOQIRE :
Laisser les réactifs et les sérums & analyser revenir a température ambiante avant utilisation.

1. Préparation d'une dilution mére du sérum a analyser (1/40)
Distribuer dans un tube & hemolyse et mélanger :
« 50 L de sérum a analyser ;
+ 1,95 mL de tampon phosphate.

2. Realisation du test sur microplague

a. A laide d'une micropipette multicanaux, distribuer 50 pulL de tampon phosphate dans 8 cupules de la
microplaque.

b.  Distribuer 50 pL de la dilution mére du sérum dans la 1% cupule.
Mélanger avec le tampon et reporter, de préférence a 'aide d'un micro-diluteur ("tulipe™), 50 pL de la 1%®
cupule dans la 25, de la 2°™ dans la 3*™, et ainsi de suite jusqu'a 1a 6™ cupule, en rejetant 50 L de la

6™ cupule.

On obtient les dilutions suivantes :
N® cupule 1% cupule | 2™ cupule | ¥ cupule | 47 cupule | 5 cupule | 6 cupule
Dilution 1/80 1160 11320 1/640 11280 1/2560

c.  Distribuer 50 pL de la dilution mére du sérum dans la 75™ cupule.
Mélanger avec le tampon et rejeter 50 plL.
Cette dilution (1/80) constitue e t&moin sérum, dont |2 rile est de détecter les agglutinines naturelles anti-
mouton que peuvent contenir certains sérums.
d.  Agiter scigneusement les suspensions d'hématies.
« Déposer 1 goutte d'hématies sensibilisées dans les 6 premiéres cupules.
» Déposer 1 goutte d’'hématies non sensibilisées dans la 7°™ cupule (Emoin sérum).
» Déposer 1 goutte d'hématies sensivilisées dans la 8™ cupule (témoin réactif) dont le réle est de
contrdler la validité du tampon et des hématies sensibilisées.
Remarque - Ne réaliser qu'un seul t&moin réactif par série de fests.
e. Homogénéiser trés soigneusement le contenu des cupules :
« 50it manuellement, par tapotements latéraux sur les cotés de la microplague, posée a plat ;
« 50it & 'aide dun agitateur vibreur pour plagues a microtitration (par exemple 1300 tours / minute
pendant 10 secondes). Ne pas uilliser d'agitateur orbital.
Laisser ensuite 1a plague immobile, a 'abri de toute vibration.

f. Lire la réaction 2 heures plus tard.

ADSORPTION DES AGGLUTININES MATURELLES ANTI-MOUTOWN EN CAS D'AGGLUTINATION DU
TEMOIN SERUM :
a. Distribuer dans un fube et mélanger :

« 0,1 mL de sérum ;

« (.3 mL d'adsorbant.
Laisser incuber 60 min & température ambiante.
Centrifuger & 2000 trs/min pendant 15 min.
Recusillir le sumageant ; |2 sérum est alors dilug au 1/4.
Diluer le sumageant au 1/10 dans du tampon phosphate pour obtenir une dilution mére (1/40) adsorbée.
Reprendre le protocole de "Réalisation du test sur microplague” en remplacant la dilution mére par la
dilution mére adsorbée.

CONTROLE DE QUALITE INTERNE :
Chaque coffret BILHARZIOSE FUMOUZE® contient 1 contrdle positif de fitre connu et 1 contrile négatif. lis
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Annexe 2 : Extrait de la notice technique du test immunoenzymatique Bordier®

SCHISTOSOMA MANSONI

Test immunoenzymatique pour le diagnostic de la bilharziose humaine

95 tests sur barrettes sécables destinés 3 un usage in vitro

Motice technique pour l'article N® 9600, N*CE: H-CH/CAD/IVD/M 7983 c €

Utilisations prévues du produit:

Diagnostic sérologique de la bilharziose chez les patients ayant séjoumés dans des zones
d'endémies avec des bains en eau douce, surtout durant la phase invasive lorsque le diagnostic
parasitclogique de la maladie est difficile. Enquéte chez les compagnons de voyage de sujets
atteints de bilharzicse et &udes épidémiologiques dans les zones d'endémies. Contréle post
thérapeutique.

Principe du test et présentation:

La trousse contient le matériel nécessaire pour effectuer 96 tests immuno-enzymatigues (tests
ELISA) sur des barrettes sécables sensibilisées avec des antigénes solubles de Schistosoma
mansoni. La présence d'anticorps sériques spécifigues vis-a-vis des antigénes parasitaires est
détectée avec une protéine-A conjuguée a la phosphatase alcaline. Les barrettes sécables en
puits individuels permettent de tester 2conomiguement de petites séries d'échantillons.

Matériel contenu dans la trousse (96 tests):

9600-01 Barmrettes sécables sensibilisées avec les antigénes

solubles de Schistosoma mansoni 96 puits

950002 TBS-Twesn (concentré 10 x) 50 mil
9600-03 Solution de lavage (concentrée 10 %) 50 mil
9600-04 Tampon de I'enzyme 50 mil
9800-05  Solution d'armét (K;PO4) 25 ml
9500-06 Sérum de contrdle négatif 200 ul
950007 Sérum de contrdle faiblement positif (seuil) 200 pl
9500-08 Sérum de confrdle positif 200
9500-09 Protéine-A conjuguée 3 la phosphatase 300
9600-10  Substrat de la phosphatase 20 tablettes
9600-11 Résernvoir de réactifs pour multipipettes, 25 mil 1 pigce
9600-12 Cadre pour les supports de puits 1 cadre

9600-13 Motices technigues

Conservation: Conserver la trousse entre 2°et 8°C. La date de p éremption et le numéro de lot
sont imprimés sur le coté de la boite.

51002_D2 9800 Fra D4.2014
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Equipement nécessaire ne se trouvant pas dans la trousse:

Pipettes (ul et ml). Récipients. Tubes pour la dilution des sémums. Bande adhésive pour couvrir
les puits pendant les incubations. Eau distillée. Incubateur & 37°C. Lecteur ELISA ajusté a une
longueur d'onde de 405 nm.

Préparation des réactifs avant l'usage:

Bamrettes sensibilisées: ouvrr le cété du sachet d'aluminium $600-01 et retirer le nombre de puits
nécessaires. Placer les puits dans un support. Si nécessaire, compléter les positions inutiisées du
support avec des puits usagés. Placer le support dans un cadre en respectant son orentation.
Conserver les bamettes inutilisées scellées dans le sachet avec le dessicatif.

TBS-Tween (TBS-Tw): diluer le TBS-Tw concentré 10 x 9600-02, 1710 dans de I'eau distilée.
Solution de lavage: diluer la solution de lavage concentrée 10 x 9600-03, 1710 dans de l'eau
disfillée. Si vous désirez utiliser votre propre solution de lavage, évitez les tampons contenant du
phosphate qui pourrait inhiber par la suite 'activité enzymatique de |la phosphatase alcaline.

Sérums de controles négatif, faiblement positif (seuil) et positif: diluer 10 pl de chague sérum de
contréle 9600-06 & -08 dans 190 pl de la solution TBS-Tw (dilution finale: 1/20).

Sérums a tester: diluer 10 pl de sémum dans 2.0 mil de la solution TBS-Tw (dilution finale: 1/201).
Conjugué protéine-A phosphatase alcaline: diluer le conjugué 9600-09, 1/51 dans le TBS-Tw.
Solution de substrat: équilibrer le tampon de 'enzyme 9600-04 3 température ambiante. Avant
l'addition du subsfrat de la phosphatase aux puits ELISA, dissoudre le nombre nécessaire de
tablettes de substrat 9500-10 dans le tampon de 'enzyme 9600-04 non dilug (une tablette dans 25
ml de tampon). Bien mélanger aprés la dissolution de |a tablette.

Solution d'arrét: utiliser le réactif 9600-05 non dilué.

Précautions d’emplois: Les solufions 9600-02, 9600-03, 9600-04 et 9500-09 contiennent
respectivernant 0.1%, 0.05%, 0.01% et 0.1% d'azide de sodium (NzNs). La solution 9600-2 contient
0.02% de merthiolate. Ces substances sont toxigues. La solution d'amrét 9600-5 (0.5 M K3PO4) est
irmtante.

Les sérums de contrdles négatif, faiblement positif et positif (9600-06 4 -08) proviennent de lapins.

Volumes a préparer:

Nombre de puits 3 utiliser
34 5-6 T-B 9-10
TBS-Tween (10 x) 8800-02 + HO ml + mil 1+8 2+18 3+ 27 4 + 38
Sol. de lavage (10 x) 9800-03 + HZD ml + mil 1+8 2+18 3+ 27 4 + 38
Conjugus 960008 + TBS-Tw ul + pl 10 + 500 15+760 20+1000 25+ 1250
Sérums de controles | G800-06 3 -08 + TBS-Tw pl + pl 10 + 180 10+ 180 10 + 180 10+ 180
Sérums 3 tester Serum + TBS-Tw ul + pd 10+ 2000 10-+2000 10+ 2000 10+ 2000
Solution de substrat BE00-10 + 9800-04 tabl. + mil 1+25 1+25 1+245 1+25

51003_02 9600 Fra 042014
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Méthode:

Etape 1: Blocage:

Remplir complétement les puits avec la solution TBS-Tw.
Incuber 5 3 15 minutes & température ambiante (blocage des puits).

Eliminer |2 TBS-Tw par aspiration ou en secouant les bamettes en dessus d'un évier.

Etape 2: Incubation avec les échantillons de sérum:

Remplir le premier puits de la premiére barrette avec 100 pl de TBS-Tw (blanc en absence de
SErum).

Remplir les frois puits suivants avec 100 ul des sérums controles dilués (sérum négatif,
faiblement positif (seuil) et positif).

Remplir les autres puits avec les sérums a tester dilués (100 pl).
Couvrir les puits avec de la bande adhésive et incuber 20 minutes & 37°C.

Eliminer les sérums et laver 4 x avec |a solution de lavage.

Etape 3: Incubation avec le conjugué:

Distribuer 100 pl du conjugué proteine-A phosphatase dilué dans chague puits.
Couvrir les puits avec de la bande adhésive et incuber 20 minutes & 37°C.

Eliminer l2 conjugué et laver 4 x avec la solution de lavage.

Etape 4: Incubation avec le substrat:

Distribuer 100 pl de la solution de substrat dans chaque puits.
Couvrir les puits avec de la bande adhésive et incuber 3 37°C. pendant 30 minutes .

Améter la réaction en ajoutant 100 pl de la solution d'amrét & chaque puits.

Etape 5: Mesure de la densité optique:

Essuyer le dessous des puits, éliminer les bulles éventuelles et mesurer la densité optique
(Absorbance) 4 une longueur d'onde de 405 nm.

51003_02 9600 Fra 04.2014
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Annexe 3 : Extrait de la notice technique du test immunoenzymatiqueNovatec®

FRANCAIS C€

L. INTRODUCTION

Les schistosomes appartiennent 3 la classe des distomes (rématodes). Ils comptent parmi les agents pathogénes les plus fréquents. Les
uhmmmdmneutplu_-. de 200 millions deper:unnﬁ affectées. Le parasite mature mesure entre 6 et 22 mm de long Les plos
importantes espéces sont Schistosoma mansom, 5. japonicum et 5. haematobium. Schistosoma mansom est courant en Afrique, &
Amengue du Sud et au Moyen Onent.
La Schistosomiase (bilharziose) est —selon les especes et la localisation du parasite- une maladie des tractus infestinaux, fole et rate
respectivement, ef unnares, L'homme est (rejmfects au contact de 1'ean douce contaminse par de I'uwrine et des selles contenant des
furcocercaires. 51 les larves creusent la pean lmmame apparait d’abord une réaction demmique transitoire (démangealsons possibles
avec exanthéme ou érythéme, par mfection cercanals z\epetee} Almﬁ 3 a 10 semames, las vers sexuellement matures synthétizent des
substances cytotoxiques et aum*gmlquu qui provoquent des réactions fébriles chez I homme (fignre Katayama). L’ infestation se fait
principalement par les ceufs qui pénetrent dans les organes via la circulation sanguine. en excrétant des protéines et des
zlyvcoprotéines. La personne réagit avec ses propres anticorps et complexes immmns avee formaton d'un granulome et prohferahion
srammlomatense dans les muquenses intestmale et vésicale. Les eufs non excrétés meurent apres 3 semaines et ils sont dissous ou
calcifiés. Les fissus affectss deviennent fibreux. En phase finale, la bilharmose peut étre lathale.

1. INDICATION D'UTILISATION

La trousse Schistosoma mansoni IzG ELISA de NovaTec est prévue pour la détermination qualitative des anticceps IgG anfi-
Schastosoma mansom dans le sémum humain ow plasma (crfrate).

3. PRINCTIPE DU DOSAGE

La détermmnation immumeenzymatique qualitative des anficorps Igl anh-3chistosoma mansom est basée sur la techmique ELISA
{Enryme-Linked Immumoserbent Assay).

Les purts des baettes de macrotiration sont revétus d’antigénes de Schistosoma mansom pour ler les anticorps comespondants de
I'echantllon. Apras le lavage des puits pour elinnmer 1" échantllon non he, le conjuzué Protéme A marquées a la peroxydase du raifort
(HEP) est ajouté. Ce conjugué se hie aux complexes anfigénes-anficorps. Le complexe mmum est visualisé en ajoutant le subshizt de
Tetrameéthylbenndine (TAMB) qu donne un produit de reaction blen. L'intensite de ce prodwt est proportionnelle a la quantite
danticorps Iz spécifiques de Schistosoma mansond dans I'échantillon de pattent De l'acide sulfunque est ajouté pour amréter la
réaction. Ceci produst une couleur jaune. L'absorbance 3 450 mm est lne en utihsant un lecteur de nmueroplagues ELISA.

4. MATERIEL

4.1. Reéactifs fournis

. Puits revetus de Schistosoma manszoni (Ig() : 12 barrettes de & puits sacables revéins d'antigene de Schistosema mansom; en
sachets d'alumimum refermalbles.

. Diluant pour échantillon IzG *** : | flacon contenant] 00 ml de tampon powr la dilnfion de l'echantllon ; pH 7.2 £ 0.2 ; prét
a 'emploi ; eouleur jaune ; bouchon blane.

. Solution d'arrat : | flacon contenant 15 ml d'acide sulfurigue, 0.2 mel’l ; prét a 'emplet ; couvercle rouge.

. Solution de lavage (concentrée x 20.) * : | flacon contenant 50 ml dun tampon concentré 20 foas (pH 7.2 = 0.2) pour laver les
puts ; bouchon blanc.

. Conjugué Protéine A ** : 1 flacon contenant 20 ml de Protéme A conjuguées i de la peroxydase du rarfort ; prét a 1 emploi ;
couleur bleus, bouchon nodr.

. Solution de substrat TAE : | flacon contenant 15 ml de 3,35 ,5"tétraméthylbenzidme (TMB) ; prét a l'empla ; bouchon
Jaune

. Contrale positif Ig(; Schizstozoma mansoni*=* : | flacon contenant 2 ml ; prét a I'emplot ; couleur jaune ; bonchon rouge.

. Contrale seuil (cut-off) IsG Schistosoma mansoni®* = : 1 flacon contenant 2 ml ; prét 3 "empled ; couleur jaume ; bouchon
vert.

Contrale négatf Izl Schiztosoma manzoni*** 1 1 flacon contenant 2 ml ; prét 3 "emploi ; couleur jaune ; bouchon bleu.

* contient 0,1 % de Bromdox L aprées dimtion
** contient 0.2 %o de Bromidox L
ik contrent 0,1 % de Kathen

4.2, Matériel fourni

. 1 support de plaque

. 1 couvercle autocollante

. 1 notice d’emplo

. 1 schéma de dismbution et d'identification
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7.1. Dilution de 1'échantillon

Avant le dosage, tous les échantillons doivent &re dilués au 1/101%* avec le diluant pour échantillon IgG.
Dhluer 10 ul d’échantillon avee 1 ml du diluant pour échantillon IgG dans des tubes pour obtenir une dilufion au 1/101** et mélanger
solgneusement surun Vortex.

8. PROCEDE DE DOSAGE

8.1. Préparation du dosage

Lire attentrvement la notice d’emplod avant de réaliser le dosage La fiabilité des résultats depend du suvi stnet du protocole. La
techmaque de dosage suivante a &té validée uniguement pour une procédure mamelle. 51 le dosage doit étre effectué sur un automate,
nous consetllons d'augmenter le nombre d'stapes de lavage de trois 3 cng et le volume de la solufion de lavage de 300 a 350 ul

Avant de commencer le dosage, détermumer, sur le formulare fowrm dans la trousse, le plan de dismbution et d'identification des
achanfillons et des contrdles. Sélechionner le nombre de barrettes ou de puits nécessaires et les placer sur le support.

Féserver an moins -

lpmts  (par exemple Al) pour le blane substrat,
lpmts  (par exemple B1) pour le contréle negatif
2puts  (par exemple C1+D1) pour le contréle cut-off et
lpmts  (par exemple E1) pour le contréle posinf

1l est conseille de determiner les contrales et les echantillons du patient en doublets 5i nécessaire.
F.éaliser toutes les étzpes du dosage dans 1'ordre donné et sans délai entre les étapes.

Un embout de prpette propre et jetable doit étre whilizé pour distnbuer chaque contrile et échanhillon.
Feégler l'incubateur a 37° £ 1°C.

1. Pipeter 100 pl de contriles et d”schantillons dilués dans leurs puits respectifs. Garder le puits Al pour le blane substrat.

2. Cowar les puits avec le couvercle.

3.  Incuber pendant 1 heure = 5 minutes 3 37=17C.

4. Ala fin de l'incubation, enlever le couvercle, aspirer le conterm des puits et laver chague punts trois fous avec 300 pl de
selution de lzn.age Ewiter les débordements des puits de réaction. Le temps de trempage entre chagque cycle de lavage
devrait dre = Ssec. Ala fin, enlever soignensement le liguide restant en tapotant les bamettes sur du papier abscebant
avant la prochame étape !

Nots : L etape de lavage est trés importante | Un lavage insyffisant peur conduire a une précizion faible et a des valewrs
d'absorbance faussement élevees.

5.  Pipeter 100yl du conjugné Protéine A dans tous les puits sauf le puits blane (par exemple Al). Fermer avec le couvercle.

6. Incuber pendant 30 minutes i température ambiante., Ne pas exposer a lo lumiére divecte du selsil.

7.  Fepeter l'etape mmeéro 4.

8. Prpeter 100 pl de 1a solution de substrat TMB dans tous les puts.

9. Incuber pendant exactement 15 minutes i température ambiante dans I"obscurite,

10, Prpeter 100 pl de la solution d'amét dans tous les puits dans le méme ordre et 3 la méme vitesse que pour la sohation de
subshat TMB.

La coulewr blens developpes pendant 'incubation fowme au jmme.
Note - Des échantillons de patients fortement pesitifs peuvent causer des précipites foncés du chromogéne | Cas

precipités peuvent influencer les valeurs mesurées de densité opriqus. Il a5t recommandé de diluer I"échantillon
avec du sérum physiclogiqus, par exempls au 1/2. Ensuite diluer U'échanillon au 1/101"™ avec le tampon et
multiplier les vésulrats en NTU (NevaTec units) par 2.
11. Mesurer I'sbsorbance de 1"échantillon a 450/620nm dans les 30 minutes aprés ladditon de la solution d'arrét,
8.2. Mesure
Fare le zéro du lecteur ELISA i I*aide du blane substrat dans le puits Al

5i - pour des raizens technigues - le lecteur d'ELISA ne pent pas éfve qiusté a zéro en utilisant le blanc substrat dans le puits AL
soustraire la valeur dabsorbance du puits Al de toutes les autres valsurs d absorbance mesurées qfin d'obtenir des resultats fiables !

Mesurer I'absorbance de tous les purts 4 450 nm et enregistrer les valewrs d'absorbance pour chague contréle et échanhllon de
patent dans le plan de distnbuhion et didenhfication.

LUine lecture en double longueur d'onde emplovant 620 nm comme longueur d'omde de référence est conseillés.

Caleuler les valeurs moyennes d'abzorbance pour tous les doublets, 51 naceszaire.
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Annexe 4: Lecture interprétative des bandes du Western-blot (notice technique SCHIS-

TO II LDBio Diagnostics®)
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TITRE: Diagnostic des schistosomoses : évaluation des trousses commercialisées pour le sérodiagnos-
tic
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Résumé
La schistosomose est une maladie parasitaire qui touche plus de 200 millions de personnes a-travers le
monde. Le diagnostic des schistosomoses a faible charge parasitaire ou chez les voyageurs revenant de
zone d’endémie repose sur la sérologie. Cependant, aucun algorithme n’est recommandé concernant
les techniques a utiliser. Dans cette étude, cinq trousses de sérodiagnostic disponibles en France ont
été testées sur des sérums de patients. Nous avons évalué leurs sensibilités et leurs spécificités, ce qui
nous a permis de choisir les tests les plus adaptés au dépistage ou a la confirmation de cette maladie.
En travaillant sur les performances de ces tests, seuls ou en association, nous avons pu proposer des

stratégies analytiques & mettre en place pour le sérodiagnostic de la schistosomose.

Diagnosis of schistosomiasis : evaluation of commercial kits of serodiagnosis
Schistosomiasis is a parasitic disease that affects over than 200 millions people over the world. The
diagnosis of schistosomiasis with low parasite load or in travelers returning from endemic areas based
on serology. However, no algorithm is recommended for technical use. In this study, five serologic
kits available in France were tested sera from patients. We assessed their sensitivities and specificities,
which allowed us to choose the most suitable tests for screening or confirmation of this disease. Work-
ing on the performance of these tests, alone or in combination, we could propose analytical strategies

to implement for serodiagnosis of schistosomiasis.
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