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Présence d’antigéne Sm28GST urinaire chez des patients malgaches atteints de
bilharziose a Schistosoma mansoni

Raobelison Al, Neyrinck JL?, Capron A?, Esterre Ph!

RESUME : Nous avons dosé, par une technique immunoenzymatique (ELISA), le niveau urinaire de la
glutathion S-transférase de 28 kDa (Sm28GST), spécifique de Schistosoma mansoni, chez 13 patients
malgaches, Laprésence de Sm28GST a été démontrée pour la premiére fois chez 8 patients (69%). Aucune
corrélation significative n’ a pu étre démontrée entre le niveau d’ antigéne et la charge parasitaire dans les
selles. L' utilisation d’ une méthode d’ immunocapture plus performante sur un échantillon plus large sera
nécessaire pour vérifier I' hypothése selon laquelle la détection de I antigéne SM28GST urinaire pourrait
constituer un test quantitanif et fiable pour le diagnostic ou le suivi des malades atteints de la bilharziose

a Schistosoma mansoni,

Mots-cIés : Schistosomiase - Schistosoma mansoni - Sm28GST - Antigéne urinaire - MADAGASCAR. i

ABSTRACT : "Presence of the urinary Sm28GST from malagasy patients infected with Schistosoma ‘
mansoni” : Using an ELISA method, we quantitated the level of glutathion S-transferase 28 kDa
(Sm28GST), specific of Schistosoma mansoni, in the urine of 13 malagasy patients. The presence of
Sm28GST antigen has been demonstratedfor the first time, in 8 patients (69%). No significant correlation
could be found between antigen level and the parasitological burden in the feces. The use of an
immunocapture ELISA technic on a larger number of samples will be necessary to assess if this test could

be quantitative and reliable enough for the diagnosis or the follow up of patients infected with Schistosoma
Mansoni.

Kev-Words : Schistosomiasis - Schistosoma mansoni - Sm28GST - Urinary antigen - MADAGASCAR.

Les recherches et leurs applications pour la misc
en place d’une vaccination anti-schistosome ont per-
mis de caractériser diverses molécules antigéniques
protectrices parmi lesquelles une protéine de 28 kDa,
identifiée comme une glutathion-S-transférase et dé-
nommée Sm28GST [1, 2, 3].

Cette enzyme, associée a lalarve infestante, au ver
adulte mais aussi 4 1’oeuf du parasite, est dosée dans
des urines de sujets attcints de schistosomose a
Schistosoma mansoni.

Patients testés

Les urines de 13 paticnts infectés par S. mansoni
(>1000 epg), 4 témoins négalifs vivant en zone
d’endémie (4 examens de scllcs négatifs) et 2 témoins
négatifs de zonc non endémique ont é1€ testées. Les
urines ont été¢ conservées a -80°C, sans aucun traile-
ment préalable ni conservateur.
Examen parasitologique des selles

Deux lames par sujet ont éi¢ examinées sur place
selonla méthode de Kato, préconisée parl’OMS pour
la recherche et le comptage des ocufs de S. manson:
dans les selles. Les examens ont €té réalisés par une
équipe de laboratoire expérimentée. Les résultats sont
cxprimés en oeufs par gramme (epg) de selles.
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Détection de la Sm28GST urinaire

1001 de chaque échantillonurinaire, préalablement
dilués au 1/2 dans du tampon phosphatc PBS 0,1M
contenant 1% de sérum albumine bovine (SAB) et
0,05% de Tween 20, sont déposés ct incubés une nuit
4 +4°C dans les puits d’une plaque dc microtitration
(Immulon 2™, Dynatech Lab., Chantilly, USA). Ces
puits sont alors saturés par addition de PBS contenant
5% de SAB pendant deux heures & température am-
biante. Aprés un lavage de 1a solution saturante par du
tampon PBS 0,1M-Tween 20 & 0,05%, un premier
anticorps de lapin anti-Sm28GST purifi¢ par
chromatographie d’affinité cst incubé 2 la concentra-
tion de 2 pg/ml une nuit & +4°C. Apres une série de 5
lavages, unsecond anticorps anti-immunoglobuline de
lapinbiotinylé & 0,181ig/ml de concentration est ajouté
pour unc nouvclle incubation & températurc ambiante
pendant 1 heure et demi. Une autre série de 5 lavagesest
suivie par la révélation de la réaction en utilisant un
conjugué Avidine Peroxydase (kit ABC Vectastain™,
Vector lab., Burlingham, USA). La plaque est lavée
une demiére fois avant addition du substrat constitué
d’orthophényléne diamine dilué dans du tamponcitrate
phosphatc 0,1M pH 5 additionné¢ d’H,O,. La réaction
est stoppée par du H,SO, 2,5 N, L’absorbance de cha-
quepuitsestlucd492nmal’aided 'unspectrophotometre
(Multiskan Plus™, Labsystems, Helsinki, Finlande).
Courbe standard

La courbe standard est obtenue en utilisant unc
gammededilutiond’antigéne Sm28G ST recombinant
(de 0,78 2 50 ng/ml) diluée dans le méme tampon que
les urines. Une densité optique de 0,298 représente lc



scuil de positivité de la réaction et correspond a une
concentration de Sm28GST supérieure 3 0 ng/ml.

La courbe standard est représentée dans la figure
suivantc ;

Figure : Courbe standard de I'ELISA Sm28GST
(densités optiques lues a 482 nm)
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Les résultats obtenus avec les patients et les sujels
témoins négatifs sont inscrits dans le tableau. Sur les
13 patients dont la charge parasitaire varie de 1008 a
6432 epg, 8 sont positifs en Sm28GST urinaire (1,5 &
53ng/ml). Le taux d’antigéne excrété n’cst pas corrélé
avec la charge parasitairc. Parmi les 6 sujets témoins
négatifs, 3 individus sont positifs mais  un taux trés
faible (6,5 et 8 ng/ml).

Tableau : Résultats du dosage de Sm28GST urinzire

N° Sexe Age Degré diinfection Sm28GST

o {epg) (ng/ml)
1 M 6 1008 4
2 M 28 2400 351
3 M 18 2400 45
4 M 23 1256 1375
5 F 18 1538 53
6§ M 35 6432 ¢}
7T OM 7 1056 23
8 F 23 2088 15
¢ M 28 1584 0
10 M 12 JETZ o]
1M 12 1032 0
2 F 11 1056 2
3 M 18 2232 =50
14 F 5 0 65
15 F 7 0 81
16 F 5 0 0
17 M 11 o] 0
18 M 40 0 8.1
19 F 40 0 0

Plusicursessais de détectiond antigénes circulants
dans Ics infections & schistosomes chez1’homme ont
é1é décrits [4, 5, 6, 7]. Parmi ces antigénes, I’ antigéne
anodique circulant (CAA) et 'antigéne cathodique
circulant (CCA), sont des glycoprotéines associées &
I’épithétium intestinal des schistosomes,
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Cette étude préliminaire montre, pour la premigre
fois, la présence ct la quantification possible d’un
autre antigéne dans les urines des paticnts, I’antigéne
Sm28GST (28 kDA), précédemment déerit comme
une protéine présente 4 tous les stades du parasite,
danslc cadre de I'infection humaine & S, mansoni. Le
taux d’'antigéne excrété ne semble paslié¢ a1'cxcrétion
des ceufs dans Ies selles. L utilisation d'une méthode
ELISA immunocapture permettra d’augmenter la
spécificité etlascnsibilité du test. Ceci pouressayerde
mieux comprendre et d’appréhender les suivis ri-
gourcux d’une chimiothérapie et/ou un contrdle de
Pefficacité réelle d’unc immunité transférée chez
I’homme en utilisant cet antigéne, précédemment
décrit comme protecteur dans les infections expéri-
mentales chez les animaux [8,9].
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