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Résumé

Pour savoir I’importance de la technique ELISA, notamment dans le diagnostic des maladies
auto-immunes qui sont les résultats de la rupture des processus de tolérance protégeant I’hdte contre
I’action des lymphocytes auto-réactifs, nous avons effectué cette étude au niveau de laboratoire IBN
ROCHD dans la région de Ghardaia. L’¢tude touche 773 cas de diagnostic des maladies auto-
immunes enregistrés durant 1’année 2011. Les auto-anticorps ont été recherchés dans des
échantillons de sang des patient par la technique ELISA en utilisant deux appareils VIDAS et
TOSOH. Dans un total de 773 cas etudiés, 440 cas sont positifs avec un pourcentage qui dépasse la
moitié (56,92%), dont la plupart des cas sont des femmes (82,73%) d’age moyen de 30 ans

(41,14%). Les tests de la recherche des auto-anticorps ont été tres demandés en printemps (32,27%).

Mots clés : Auto-anticorps, diagnostic, ELISA, maladies auto-immunes, région de GHARDAIA.
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Abstract

To know the importance of ELISA, especially in the diagnosis of autoimmune diseases
which are the result of the breakdown of tolerance process protecting the host against the action of
self-reactive lymphocytes. We effectuated this study at IBN ROCHD laboratory in the region of
Ghardaia. The study was affected 773 cases of autoimmune disease diagnosis enregistred during
2011. Autoantibodies were investigated in blood samples of patients by ELISA using tow machines
VIDAS and TOSOH. In a total of 773 studied cases, 440 cases were positive with a percentage that
exceeds half (56.92%), most cases are women (82.73%) with a mean age of 30 years (41.14%). The
researches of antibodies were in high demand in spring (32.27%).

Keywords: Autoantibodies, diagnosis, ELISA, autoimmune diseases, Ghardaia, IBN ROCHD.
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Introduction générale

Le systtme immunitaire est un systtme de défense remarquablement adaptatif, qui
nous protege des pathogénes aussi variés que les virus, les bactéries, les champignons et
les parasites. I est composé d’une multitude de cellules et de molécules composant un
résecau dynamique capable de reconnaitre spécifiquement et d’éliminer un grand nombre
de microorganismes étrangers (BERGEREAU, 2010).

Tant qu'il fonctionne normalement, le systtme immunitaire contribue a la
protection du corps, mais peut étre exposé a des problémes qui limitent son efficacité.
Parmi ces problémes l'auto-immunité. En effet, au début du XX®™ siécle, Paul EHRLICH
a réalis¢ que le systtme immunitaire pouvait présenter des dysfonctionnements et qu’au
lieu de réagir contre les antigenes étrangers il pouvait concentrer son attaque sur des auto-
antigénes. Il s’en est ainsi déduit que 1’auto-immunité résultait donc d’une réponse
immunitaire délétére contre les antigénes propres d’un individu (BERGEREAU, 2010).
On a estimé qu’au moins 1 a 2% de personnes souffrent de maladies auto-immunes dans
les pays développés, alors que la prévalence parait s’élever. Toutefois, dans de nombreux
cas, des maladies associées a des réponses immunitaires incontrdlées sont qualifiées
d’auto-immunes sans que des réponses contre des antigenes du soi aient été clairement
démontrées (ABBAS et LICHTMAN, 2009).

La découverte du systtme immunitaire représente une étape majeure de [’histoire
des Sciences de la Vie. Ses répercussions ont été extrémement importantes et ont permis
des applications prophylactiques, diagnostiques et thérapeutiques. L’interaction antigéne-
anticorps, support de la spécificit¢ immunologique, est aujourd’hui utilisée a la fois
comme modéle d’étude des interactions moléculaires et comme outil de détection et de
quantification, notamment dans le cadre des dosages immunologique (NEUBURGER,
2006).

Afin de réaliser un diagnostic des maladies auto-immunes, nous utilisons la technique
immuno-enzymatique ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Cette technique nous
permet de quantifier le taux des immunoglobulines (LAHOUAL, 2010).

L’objectif de notre travaille est d’étudier 'importance de la technique ELISA lors de
diagnostic des maladies auto-immunes au niveau de la wilaya de Ghardaia pendant ’année 2011.

Notre travail sera réparti en quatre chapitres:

- Le premier et le deuxiéme chapitre relatif a 1’é¢tude bibliographique des maladies auto-
immunes et de technique immuno-enzymatique « ELISA ».

- Le troisiéme chapitre réservé a 1’é¢tude expérimentale, présente les matériels et les méthodes
utilisées pour la réalisation de ce travail.

- Le quatriéeme chapitre consacré a la présentation et la discussion des résultats obtenus.

Et en dernier lieu, une conclusion et des perspectives qui achévent la présente étude.

Y
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Chapitre | : Maladies auto-immunes
1.1.- Apergu genéral sur le systéme immunitaire et ses fonctions

L’immunité est définie comme la résistance aux maladies, et plus spécifiquement aux
maladies infectieuses. L’ensemble des cellules, des tissus et des molécules qui concourent a opposer
une résistance aux infections est appelé systtme immunitaire, et la réaction coordonnée de ces
cellules et molécules contre les germes pathogénes, porte le nom de réponse immunitaire. La
fonction physiologique du systéme immunitaire est de prévenir les infections et d’éradiquer les
infections déclarées (ABBAS et LICHTMAN, 2009).

1.1.1.- Composants du systéme immunitaire

Le systeme immunitaire posséde une organisation complexe et qui lui est bien particuliére.
L'ensemble des structures impliquées dans les processus de défense associe des organes, des tissus,
des cellules, des molécules et un réseau de vaisseaux particuliers, les lymphatiques qui complétent
la vascularisation sanguine (GUALDE, 1989).

1.1.1.1- Cellules

Les cellules de systeme immunitaire sont subdivisées en deux grands groupes selon leurs

origines: myeéloides et lymphoides.

La ligne myéloide, issue de CMP (Common Myeloid Progenitor, progéniteur myéloide
commun), fournit la majorité des cellules du systeme immunitaire inné. Elle comprend elle-méme
trois grandes lignées leucocytaires : la lignée monocytaire, la lignée granulocytaire et les mastocytes
(ESPINOSA et CHILLET, 2010).

Les cellules de la lignée lymphoide dérivent du méme précurseur : les CLP (Common
Lymphoide Progenitor, progéniteur lymphoide commun) (ESPINOSA et CHILLET, 2010). Elles
sont les cellules clé qui contrélent la réponse immune. Les lymphocytes d’un individu reconnaissent
sélectivement touts les matériaux étrangers qui different des propres tissus de son corps
(HENRY et HOMPSON, 2004). Les deux populations majeures de lymphocytes, les cellules B et
les cellules T, sont des petits lymphocytes responsables a la reconnaissance de 1’antigéne (Ag) ou
de ses fragments. Une troisieme population, les grandes lymphocytes a granules (LGL)
reconnaissent les modifications des cellules hotes lorsque celle- ci sont infectées (MALE, 2005)
(tableau 1).




Tableau 1: Les différentes cellules de la ligne myéloide et lymphoide.
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Ligne myéloide

La cellule Les caractéristiques Les fonctions Références
Monocyte - diametre: 15 a 30pum - phagocytaire ESPINOSA et
S ) ) CHILLET, 2010;
- distribution: sanguine - présentation de I'Ag VAUBOURDOLLE,
X 2007
- noyau en fer a cheval
- cellule trés mobile avec des contours irréguliers de la membrane plasmique
- le cytoplasme riche en lysosomes
- représente 3 a 10% des globules blancs
- demi-vie dans le sang: dizaine d'heures
- différencie en deux types de cellules dans les tissus (macrophages, cellules
dendritique)
Macrophage | - diamétre: de 10 a 50 ou > 100 um - phagocytose ESPINOSA et
o ) ) o ) CHILLET, 2010;
- distribution: tissulaire - sécrétion des cytokines | JOHNSON et al.,
o L 2011; LACOMBE,
- noyau réniforme - organisation de la 2007

contours trés irréguliers de la membrane plasmique et le cytoplasme renferme

une machinerie de biosynthése des protéines (Réticulum Endoplasmique
Granuleux « REG » et Appareil de Golgi « AG » trés développés)

- posséde nombreux récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptor)

- posséde des récepteurs pour la fraction Fc des immunoglobulines (RFc) et le
complément (CR)

- demi-vie: 20 a 50 jours jusqu'au 5 mois

réponse inflammatoire
- présentation de I'Ag

- homéostasie tissulaire

LETONTURIER,
2007

-




Chapitre I: Maladies auto-immunes

La suite

Cellule - diamétre: 154 30 pm - présentation de | DeFRANCO et al.,
dendritique ) l'antigéne 2009; ESPINOSA et

- longs prolongements membranaires CHILLET, 2010:

S . PONCELET et

Polynucléaire | - diamétre: 10 a 15 um - phagocytose ASPAR et al., 2001;
neutrophile o ) ESPINOSA et

- distribution: sanguine CHILLET, 2010:

) NGUYEN et

- noyau polylobé BOUROUINA, 2008

- le cytoplasme contient nombreux granules: azurophile (ou 1), spécifique (ou I1)

et de stockage (I11)

- représente 50 a 70% des globules blancs

- demi-vie: moins de 24 heures
Polynucléaire | - diameétre: 10 a 15 um - réponse inflammatoire | BROOKER, 2000;
éosinophile o ) o ) allergique ESPINOSA et

- distribution: sanguine puis tissulaire CHILLET, 2010;

, - immunité KIERSZENBAUM,

- noyau polylobe antiparasitaire 2006

- le cytoplasme contient nombreux granules

- représente 1 a 3% des globules blancs

- demi-vie: tissulaire de 8 & 12 jours

]



La suite
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Polynucléaire

diametre: 10 a 12 pm

- réponse inflammatoire

ESPINOSA et

Ligne lymphoide

basophile o ) allergique CHILLET, 2010;
- distribution: sanguine KIERSZENBAUM,
. . . - immunité anti- | 2006; LYDYARD et
- noyau volumineux rond ou ovalaire avec quelques fissures infectieuse al. 2002:
- cytoplasme contient nombreux granules riche en aryl-sulfatase, f REVILLARD, 2001;
glucuronidase et histamine
- possede des récepteurs pour Fce et CR pour les fractions C3a et C5a
- demi-vie: 527 heures
Mastocyte - diamétre: 10 20 um - mise en place de la | ESPINOSA et
S ) réaction inflammatoire CHILLET, 2010;
- distribution: tissulaire JANEWAY et
) . ) - réaction allergique TRAVES, 2003:
- noyau important, tres nombreux granules cytoplasmiques (~ 1000) LYDYARD et al
- possede des récepteurs pour Fce, Fey et pour les fractions C3a et Cha ) tqléf_e nsi- 2002; MOLINA, )
) antimicrobienne 1995: NICOLAS et
- demi-vie: 1 a 6 mois - maintien des tissus | &l 2001
mugueux et épithéliaux
Lymphocyte | - diamétre: 10 um - LTh: contréle et mise | CHAPEL et al.,
T en route des réponses | 2004; ESPINOSA et

distribution: organes lymphoides
noyau tres volumineux avec fin liseré cytoplasmique
marqueurs: TCR, CD3, CD4 (LTCD4 ou LTh) ou CD8 (LTCD8 ou LTc)

demi-vie: quelques mois pour les LT naifs et plusieurs mois pour les LTm

immunitaires adaptatives

- LTc: élimine  des
cellules infectées ou
cancéreuses

CHILLET, 2010;
GUALDE, 1989;
LYDYARD et al.,
2002; MALE, 2005;
NGUYEN et
BOUROUINA,
2008;
SCHAECHTER et
al., 1999

5
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La suite
Lymphocyte | - diamétre: 10 um - réponse immunitaire GUENARD et al.,
B o adaptative humorale 2001; GUALDE,
- distribution: organes lymphoides 1989; ESPINOSA et
s volumi fin liserd lasmi CHILLET, 2010;
- noyau trés volumineux avec fin liseré cytoplasmique LACOMBE, 2007:
: LODISH et al.
- marqueurs: BCR, CD19, CD21, CR, CD79aeth '
a 1997; LYDYARD et
- demi-vie: quelques mois pour les LB naifs et plusieurs mois pour les LBm al., 2002;
WHEATER et al.,
2001;
Natural - diamétre: 12 4 14 pym - élimination des cellules | GUALDE, 1989;
Killer (NK) S ] infectées par un virus, ESPINOSA et
- distribution: sanguine une bactérie ou CHILLET, 2010;
| . b | cancéreuses JOHNSON et al.,
- cytoplasme contient nombreux granules 2011; LYDYARD et
- marqueurs: NKR, CD16, CD56 al., 2002;
- demi-vie: 7 a 10 jours

]
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1.1.1.2- Organes et tissus lymphoides
Les organes lymphoides sont subdivisés en deux catégories:
1.1.1.2.1-. Organes lymphoides primaires ou centraux

Les organes lymphoides primaires assurent la production permanente de cellules du systeme
immunitaire. La moelle osseuse et le thymus sont les deux organes lymphoides chez I'Homme
adulte (ESPINOSA et CHILLET, 2010).

La moelle osseuse est le tissu lymphoide primaire (PRESCOTT et al., 2003). Elle est
former d’ilots cellulaires (moelle rouge) séparés par du tissu adipeux (moelle jaune) (SHOLTIS
BRUNNER et SMITH SUDDARTH, 2006). Les éléments du sang vont se former dans la moelle
osseuse rouge hématopoiétique située dans la diaphyse des os long (chez le feetus et ’enfant), les
épiphyses et les os plats. La moelle osseuse est fait d’un stroma ou se trouvent des cellules fixes
(réticulaire, adipocytes, macrophages) et des cellules libres (ligné hématopoiétique). La moelle
osseuse possede des cellules souches totipotent ; c'est-a-dire que, sous I’influence de certains
facteurs, la cellule souche pourra évoluer en une cellule différenciée qui s’engage définitivement
dans une lignée déterminée aboutissent a une cellule sanguine (PRUGNOLLE et THOREAU,
1996). Au total, La moelle osseuse, chez I’homme a en fait trois fonctions dans I’immunité
(HOMBERG, 1999) :

e le maintien d’un contingent de cellules souches avec différenciation vers la série
lymphocytaires et le premier stade de la série T et la série B.

¢ la maturation et la différenciation complétes des pro-lymphocytes B en LB matures apte a
coloniser les organes lymphoides secondaires.

o I’hébergement (homing) des lymphocytes B activés par 1’Ag provenant des organes

secondaires qui se transforment en plasmocytes synthétiseurs d’anticorps.

Le thymus est un organe lymphoide primaire reposant sur le ceeur, colonisé par des cellules
souches provenant de la moelle osseuse, qui se différencient en lymphocytes T. Il est bilobé et
organisé en lobules séparés par des travées de tissu conjonctif (MALE, 2005 ), chacun représentant
une unité structurale, avec un cortex épais, constitué de cellules lymphoides tassés et une
médullaire, d’aspect plus clair lié a une moins grande richesse en lymphocytes. Ces deux zones sont
parcourues par une trame des cellules épithéliales, rare dans le cortex, plus abondantes dans la
médullaire, ou elles se regroupent en petits Tlots (corpuscules de Hassal). Les lymphocytes
acquierent leur immunocompétence au contact de la trame épithéliale du cortex, grace a la sécrétion

par ces cellules du facteur thymique sérique ou thymuline. Dans la corticale thymique, les cellules
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lymphoides ont une tres grande activité mitotique en dehors de toute stimulation antigénique.
Beaucoup meurent sur place. Les autres migrent vers la médullaire, ou elles acquiérent les
marqueurs de différentiation et une immunocompétence. Elles quitteront alors le thymus pour
peupler les organes lymphoides périphériques « thymodépendants » et le sang. Selon les Ag qu’ils
expriment, on distingue des thymocytes corticaux, des thymocytes médullaires ou « communs » et
des thymocytes matures (SEBAHOUM, 2005). Pendant 1’enfance, le thymus est le plus actif,
atteignant un poids de 30 a 40 g a la puberté, a partir de laquelle il subit une involution progressive,
de sorte que chez I’adulte et le sujet agé il peut étre difficile a différencier macroscopiquement du
tissus adipeux (HEATH et al., 2008).

Les principales fonctions de thymus sont (WHEATER et al., 2001):

e Le développement de I’'immunocompétence des lymphocytes T a partir des précurseurs
cellulaire T dérivés de la moelle osseuse, pour aboutir aux cellules LTh et LTc matures.

e La prolifération de clones de cellules T natives matures pour alimenter le pool de
lymphocytes circulants et les tissus périphériques.

o Le développement de la tolérance immunologique aux « antigenes de soi ».

e La sécrétion d’hormones et d’autres facteurs solubles qui régulent la maturation, la
prolifération et la fonction des cellules T a l’intérieur du thymus et dans les tissus
périphériques. 1l existe au moins quatre polypeptides a caractere hormonal, appelés

thymuline, thymopoiétine, al et 4 thymosine.

1.1.1.2.2.- Organes lymphoides secondaires

Les organes lymphoides secondaires constituent des sites ou se déroule la réponse
immunitaire adaptative. Les lymphocytes matures issus des organes lymphoides primaires y
recirculent en permanence dans l'attente d'une éventuelle rencontre avec I'Ag (ESPINOSA et
CHILLET, 2010).

Les ganglions lymphatiques sont de petits organes en forme de haricot situés sur le trajet
des vaisseaux lymphatiques de telle sorte que la lymphe se drainant dans le courant sanguin passe a
traves un ou plusieurs de ces ganglions (WHEATER et al., 2001). Ils mesurent de quelques
millimétres a 2.5 cm de diametre (BROOKER, 2000). Les ganglions lymphatiques ont pour
fonction 1’¢limination d’agents pathogeénes (role des macrophages phagocytaires) et le

développement des réponses immunitaires (SEBAHOUM, 2005).
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IIs sont constitués de trois zones essentielles: le cortex (riche en follicules des LB),
le paracortex (zone T) et le médulla (BOUTAMMINA, 2012).

La rate est située dans le péritoine, sous le diaphragme et derriére 1’estomac. Elle est
constituée de deux types principaux de tissus, appelés la pulpe rouge et la pulpe blanche ou PASL
(manchon lymphoide périartériel) (MALE, 2005). La pulpe rouge est un réseau de cordons
spléniques et de sinus veineux bordés de macrophages (MALE, 2005) joue le role d’un filtre du
sang qui élimine de la circulation les globules rouges vieillis et altérés ainsi que les micro-
organismes. C’est également un lieu de stockage de globules rouges (KIERSZENBAUM, 2006). La
pulpe blanche ou la zone a fonction immunitaire (BROOKER, 2000). Elle est constituée de
manchons lymphoides périartériolaires entourés d’une zone marginale riche en macrophages et en
LBm. Autour des artérioles on trouve une zone centrale riche en LT et une zone plus périphérique
riche en LB organisee sous forme de follicules primaires et secondaires dont la structure est
comparable a celle des ganglions. Les lymphocytes formés au sein de la pulpe blanche migrent vers
la pulpe rouge et la circulation sanguine (REVILLARD, 2001).

Tissu lymphoide associé aux muqueuses (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue,MALT)
(STEVENS et LOWE, 1997) est formé d’une part d’un tissu lymphoide diffus dans le tissu
conjonctif sous-épithélial (ex : lamina propria de I’intestin) et d’autre part de formations
lymphoides organisées qui sont des sites d’induction de la réponse immunitaire vis-a-vis d’Ag
pénétrant par voie muqueuse a travers 1’épithélium (REVILLARD, 2001). L’organisme contient,
une importante quantité de tissus lymphoides non encapsulé situé dans les parois du tube digestif et
des appareils respiratoires et uro-génital (STEVENS et LOWE, 1997).

1.1.2.- Réponse immunitaire

L’organisme résiste aux pathogénes de deux maniéres : par la réponse immunitaire innée (ou
naturelle) et par la réponse immunitaire adaptative (ou acquise). Les mécanismes de I’immunité

innée sont les premiers a étre mis en jeu (PARHAM, 2003).

L’immunité innée ou naturelle est le plus simple mécanisme de protection, ne requiert pas
d’exposition préalable a un agent pathogeéne et se déclenche rapidement (KIERSZENBAUM,
2006). Elle est assurée en premier lieu par les barriéres anatomiques: les barriéres physiques (la
peau, la muqueuse et les cils) et chimiques (les différentes sécrétions effectuées au niveau des
barrieres physiques) (BOUREE et al., 2002). Ces barrieres agissent de facon non spécifique pour
détruire les bactéries et les champignons qui envahissent I'organisme (BRUNNER et al., 1994). Cette

premiere ligne est suivie par deuxieme ligne, qui réagit de fagon non spécifique et de maniére égale
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contre les corps étrangers et n'a pas de mémoire immunologique, renferme des cellules
phagocytaires telles que les polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et les macrophages, d'autres
interviennent dans la réaction inflammatoire (les mastocytes) et dans la destruction des cellules
infectées ou cancéreuses (NK) avec des molécules (le complément, les protéines de la phase aigué
et les léctines) qui réagissent avec les polysaccharides des microorganismes (MARTIN et al., 2006;
HARELY et al., 2010; HEATH et al.,2008).

L’immunité adaptative ou acquise est la conséquence d’une exposition initiale a un agent
pathogéne (KIERSZENBAUM, 2006), de facon ciblée et repose sur des cellules immunitaires
particuliéres, capables de « mémoriser » 1’agent infectieux en cause (BOUREE et al., 2002) et se
caractérise par une augmentation de la réponse a chaque rencontre avec cette agent (BAUDRY et
BREZELLEC., 2006). Ces cellules, retrouvées dans les tissus lymphoides (ganglions lymphatiques
et rate) et le sang, sont les lymphocytes B (réponse immunitaire a médiation humorale) et les
lymphocytes T (réponse immunitaire a médiation cellulaire) (BOUREE et al., 2002; CHAPEL et
al.,2004 ; STEVENS et al., 2004).

1.2.- Auto-immunité et maladies auto-immunes

Longtemps considérée comme une éventualité rare, la survenue de maladies auto-immunes
(MALI) constitue aujourd’hui le troisiéme grand processus pathologique aprés les maladies cardio-
vasculaires et les cancers. Chaque année, des maladies plus ou moins bien comprises sont

expliquées par la découverte d’une anomalie auto-immune (VAUBOURDOLLE, 2007).

1.2.1.- Tolérance

La tolérance est I’acquisition d’un état de non-réponse vis-a-vis d’une molécule reconnue
par le systtme immunitaire. Les animaux sont normalement tolérants a leurs propres tissus sans
quoi ils développeraient des maladies auto-immunes (MALE, 2005). La tolérance est obtenue par

plusieurs moyens s'adressant essentiellement aux lymphocytes T (SEIGNALET, 2004):

» Délétion clonale. Les lymphocytes T effectuent au cours de la vie feetale un stage dans le
thymus. Ceux spécifiques des antigénes extérieurs sont conserves et ceux spécifiques des
auto-antigénes (AAQ) sont supprimés.

» Anergie clonale. Une minorité des lymphocytes T auto-réactifs échappent a la delétion
clonale. lls recoivent alors des signaux qui les rendent non réactifs aux AAg. Ces

lymphocytes T deviennent endormis ou quiescents.
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» Suppression. Certains lymphocytes T dits suppresseurs (LTs) sont capables en cas de
besoin, d'inhiber la réponse d'autres lymphocytes T aux AAg. Quant aux lymphocytes B,

leur tolérance est obtenue essentiellement par anergie clonale et action des LTs.

La tolérance pour les auto-antigénes n'est pas absolue. Elle est complete au niveau des
lymphocytes T, mais non des lymphocytes B. 10 a 30 % des LB fabriquent des auto-anticorps. La
plupart de ces AAc sont des IgM polyspécifiques, n‘ayant qu'une faible affinité pour les AAg. Ils
sont donc inoffensifs (SEIGNALET, 2004).

1.2.2.- Auto-immunité

L’auto-immunité (Al) est une réponse immunitaire dirigée contre un antigéne ou des
antigenes du soi (CHAPEL et al., 2004) et constitue une cause importante de pathologies (ABBAS
et LICHTMAN, 2009). Pour bien comprendre comment une réaction auto-immune peut émerger, il
est nécessaire de décrire les mécanismes par lesquels la tolérance au soi est normalement maintenue
(MALE, 2005) :

1. Séquestration des AAgQ;

2. Délétion des lymphocytes auto-réactifs dans le thymus ou la moelle osseuse ;

3. Incapacité a appréter ou présenter des molécules du soi particulieres;

4. Induction d’une anergie des cellules T auto-réactives, conséquence d’une absence de signaux
de costimulation;

5. Présence de cytokines ou d’hormones suppressives.

1.2.3.- Définition des maladies auto-immunes

Les maladies auto-immunes (MAI) sont la conséquence pathologique du phénoméne d’auto-
immunité (BREZIN, 2011). lls regroupent un nombre important de maladies dont le point commun
est un défaut de tolérance du systeme immunitaire vis-a-vis des antigenes de soi. La prévalence de
chacune de ces maladies est faible, cependant, prises ensemble, elles touchent pres de 5 % de la
population (AUTIER et al., 2004). Cliniquement, se sont des maladies tres polymorphes, pouvant
atteindre de trés nombreux organes : thyroide, pancréas, foie, intestin, ou des tissus de soutien : le
muscle et la peau. Elles sont donc trés diversifiees sur les plans clinique et biologique, mais sont toutes

des maladies inflammatoires, avec auto-anticorps (MUSSET, 2009).

Quatre critéres majeurs permettent d’affirmer 1’origine auto-immune d’une

maladie (BREZIN, 2011):
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1.La mise en évidence d’une réaction auto-immune (humorale ou cellulaire) dirigée contre
I’organe responsable des manifestations cliniques ;

2.La démonstration du pouvoir pathogéne des effecteurs auto-immuns in vitro par des tests
fonctionnels ou in vivo par des expériences de transfert ;

3.L’induction d’une maladie expérimentale par immunisation avec I’AAg cible ;

4.La prévention ou la suppression de la maladie par I’administration d’un traitement
immunosuppresseur.
Peu de maladies auto-immunes réunissent 1’ensemble de ces critéres et, dans de nombreux

cas, seuls deux ou trois de ces critéeres sont réunis.

1.2.4.- Facteurs déclenchant

De facon simplifiée, une maladie auto-immune est causée par la rupture des processus de
tolérance protégeant I’hdte contre 1’action des lymphocytes auto-réactifs. Il est évident que la tolérance
agit en prévenant les maladies auto-immunes. Des preuves convaincantes que cela est vrai ont été
fournies par des mutations survenant naturellement et bloquant la tolérance, suivies d’une auto-
immunité (KINDAT et al., 2008).

Plusieurs causes sont en jeu :

» Facteurs génétiques

Les maladies auto-immunes présentent des caractéres héritables avec une propension a
apparaitre dans certaines familles suggérant une susceptibilité génétique. La génétique de ces maladies
est complexe et impliques plusieurs genes, encore mal connus. Le Complexe Majeur
d’Histocompatibilité (CMH) est le locus le plus souvent lié aux maladies auto-immunes, avec de
nombreux alléles fréquemment retrouvés lors de ces maladies. En effet, certains alléles codent des
protéines du CMH possédant des poches a peptides tres favorables a la fixation de peptides issus d’auto-
antigenes (ESPINOSA et CHILLET, 2010).

» Facteurs de terrain

Les cellules T auto-réactives sont indispensables au développement des phénoménes d’auto-
immunité, qu’il s’agisse de I’Al spécifique d’organes ou non, conduisant a la production d’AAcC et au
développement d’une pathologie tissulaire auto-immune. Un mauvais équilibre entre 1’expression de
LTh et LTs pourrait participer a la pathogénie de ces phénoménes (HENNEN, 1996) ou un
dysfonctionnement de I’organe cible (ORSINI et PELLET, 2005).

» Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux jouent un réle indirect qui ce sont les virus, certaines bactéries,

des poussiéres ou encore des médicaments (De KERVASDOUE et BELAISCH, 2005), et certains
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comportements alimentaires (ESPINOSA et CHILLET, 2010). Dans la grande majorité des cas, les
microbes ne provoguent pas de maladies auto-immunes (De KERVASDOUE et BELAISCH, 2005).

» Facteurs hormonaux

Ces facteurs jouent un rdle indéniable sur le systeme immunitaire (De KERVASDOUE et
BELAISCH, 2005) comme les hormones sexuelles féminines (ORSINI et PELLET, 2005).

1.2.5.- Personnes touchées par les maladies auto-immunes

La morbidité causée par des maladies auto-immunes en occident est considérable (CHAPEL et
al., 2004). Avec I’age, le risque que les différents facteurs causaux les maladies auto-immunes
s’expriment augmente ; ce qui explique une plus grande fréquence de ces maladies chez les personnes
d’age mir (ORSINI et PELLET, 2005). On trouve parmi ces maladies la sclérose en plaque, 1’arthrite
rhumatoide et le diabéte insulinodépendant. Les maladies auto-immunes sont rares dans 1’enfance. Elles
surviennent en majorité pendant la puberté et I’age de la retraite, a I’exception de la forme de diabéte qui
survient dans 1’enfance (CHAPEL et al., 2004).

Le risque d’étre atteint d’une maladie auto-immune est tres différent selon le sexe. Presque
toutes ces affections sont plus fréquentes chez la femme, jusqu’a huit fois pour certaines d’entre elles
(CHAPEL et al., 2004).

La prévalence de I’ Al tend a étre plus €élevée dans les pays du nord ; il est probable qu’elle soit
également plus élevée dans les pays industrialisés occidentaux. Il semble qu’elle augmente en méme
temps que ce modele d’organisation social et économique se développe. On ignore si cette variation en
fonction de facteurs socio-économiques et géographiques correspond a une exposition différente a des

agents pathogénes, a des variations dans 1’alimentation ou a autres facteurs (CHAPEL et al., 2004).

1.2.6.- Classification des maladies auto-immunes

Les MAI sont classés en deux grandes catégories (VAUBOURDOLLE, 2007) :

1.2.6.1.- Maladies auto-immunes spécifiques d’organes
Les MAI spécifiques d’organes affectent en général un seul organe. La réponse auto-immune
étant dirigée contre de multiples antigénes de cet organe. La plupart des affections auto-immunes
spécifiques d’organes touchent 1'une ou 1’autre glande endocrine. Les cibles antigéniques peuvent étre
des molécules exprimees a la surface de cellules vivantes (en particulier des récepteurs hormonaux) ou
des molécules intracellulaires, en particulier des enzymes. Les raison de cet aspect restreint a certains

organes et cibles antigéniques restent inconnues (CHAPEL et al., 2004).
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La thyroide d’Hashimoto et la maladie de Graves, qui touchent de maniére prédominante la
glande thyroide, et le diabete insulinodépendant de type I, qui affecte les Tlots pancréatiques, sont des
exemples de maladies auto-immunes spécifiques d’organe (JANEWAY et TRAVES, 2003).

La pathogénie de ces maladies s’explique essentiellement par des réactions d’hypersensibilité de

types Il (cytotoxique) et 1V (retardé) (PONVERT et al., 1991).

1.2.6.2.- Maladies auto-immunes systémiques (non organo-spécifiques)

Les MAI non spécifiques d’organe ou systémiques, caractérisées par des manifestations
pathologiques plus étendues, telles que (BREZIN, 2011) le lupus érythémateux disséminé (LED) et le
syndrome primaire de SJOGREN (JANEWAY et TRAVES, 2003). Dans ces cas, la rupture de la
tolérance concerne des AAg ubiquitaires, exprimés par un grand nombre de tissus. Ces maladies n’en
demeurent pas moins spécifiques d’antigénes et peuvent, paradoxalement, s’exprimer préférentiellement
au niveau d’un ou plusieurs organes (BREZIN, 2011). On trouve souvent associées a ce type de
pathologies des réactions d’hypersensibilit¢ de type III, dépendante des complexes immuns

(MALE, 2005).

1.2.7.- Mécanismes des lésions tissulaires auto-immunes

Les lésions tissulaires auto-immunes sont causées par des anticorps (hypersensibilité de type | et
I1), par des macrophages activés par des LT CD4 ou par des LTc (hypersensibilité de type IV). Lun
ou I’autre mécanisme prédomine dans la plupart des maladies auto-immunes, mais les lésions causées

par des anticorps (Ac) et par I’immunité cellulaire se superposent souvent (CHAPEL et al., 2004).

En plus des 1ésions tissulaires secondaires aux mécanismes habituels de I’hypersensibilité, les
auto-anticorps (AAc) peuvent également étre pathogénes en se liant a des sites fonctionnels d’antigénes
du soi, comme des récepteurs hormonaux, des récepteurs de neurotransmetteurs et des protéines
plasmatiques. Ces AAc limitent ou bloque I’action du ligand endogéne de la protéine du soi, et ainsi
causent des anomalies de fonctions sans nécessairement entrainer une inflammation ou des Iésions
tissulaires (CHAPEL et al., 2004).
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Tableau 2 : Quelques exemples de maladies auto-immunes (ESPINOSA et CHILLET, 2010).

Coeur, articulations

synthétases

Maladie Organe cible Auto-antigéne Mécanisme
Maladie de Thyroide TSH-R Auto-Ac stimulants
Basedow(Graves)
Thyroidite de Hashimoto Thyroide Thyroglobuline LTh1, Auto-Ac
% Myasthénie Muscles AChR Auto-AC bloguants
? Anémie pernicieuse ou de Estomac Facteur intrinséque Auto-Ac
g Biermer
g Gastrite auto-immune Estomac H'/K*ATPase LTh1, Auto-Ac
E.J_ Hypercholestérolémie - LDL-R Auto-Ac
< Diabete insulinodépendant Ilot B de pancréas Insuline, GAD LTc, LThl
= Sclérose en plaque SNC MBP LT
Maladie d’Addison Surrénales - Auto-AC
Anémie hémolytique auto- Globules rouges Antigeéne rhésus Auto-AC
immune
Lupus érythémateux Peau, reins, Antigénes nucléaires : Auto-AC
§ disséminé articulations, ADN RNP, histones,
g é poumons, SNC etc.
2 g Polyarthrite rhumatoide Articulations, 1gG, filagrine, fibrine LT, Auto-Ac
§ E poumons, Coeur
g Polymyosite Muscles, poumons, Antigénes nucléaires LT, Auto-AC

1.2.8.- Diagnostic des maladies auto-immunes

Le diagnostic des maladies auto-immunes repose sur la mise en évidence des auto-anticorps

et/ou des lymphocytes T auto-réactifs (PONVERT et al., 1991).

1.2.8.1.- Mise en évidence de différents types des auto-anticorps

La détection et le titrage des AAc constituent une étape essentielle du diagnostic et du suivi

des maladies auto-immunes et éventuellement du choix de leur traitement et de son efficacité
(EYQUEM et al., 2000). Plus d’une cinquantaine d’AAc d’intérét diagnostique et parfois
pronostique peuvent étre recherchés (HOMBERG, 1999).

Presque toutes les techniques immunologiques sont utilisées mais choisies en raison de leur
bonne valeur clinique et de leur prix (HOMBERG, 1999).
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1.2.8.1.1- Auto-anticorps Anti-nucléaires (AAN) «Facteurs Anti-Nucléaires FAN»

Les anticorps (ou facteurs) antinucléaires sont des AAc non spécifiques d’organes dirigés contre
les constituants du noyau cellulaire, mais aussi contre certaines structures nucléoprotéiques présentes
dans le cytoplasme. On sépare les Ac anti-antigénes nucléaires solubles (Sm, RNP, SSA, SSB...) des
Ac anti-antigénes insolubles (essentiellement DNA et RNA mais aussi histones et chromatine)
(COHEN, 2002). Leur détection globale est réalisée en général par un test d’immunofluorescence
indirecte. La présence d’AAN ne traduit pas toujours une maladie auto-immune. Un taux bas d’AAN
peut n’avoir aucuns signification pathologique chez un adulte, surtout s’il y a plus de 70 ans, cependant
peut traduire dans certains cas une maladie débutante et, chez I’enfant, il est rarement dépourvu de

signification pathologique (WEILL, 2003).

2 Auto-anticorps anti-DNA natif

Les anticorps anti-ADN natif (Ac anti-ADNnN) sont retrouvés chez les patients atteints d’un
LED. C’est un bon élément de diagnostic et des suivi de I’évolution de la maladiec (KUBAB et al.,
2006). Leur dosage est indispensable en cas de positivité des ANN (WEILL et BATTEUX., 2003). La
découverte d’Ac anti-ADNn ne s’observe qu’en cas de lupus. En revanche, les Ac anti-ADN dénaturés
sont moins spécifiques, se retrouvant dans plusieurs maladies auto-immunes dont la polyarthrite
rhumatoide, la sclérodermie mais aussi les hépatites (LABESCAT, 2008).

Les Ac anti-ADNn doivent étre détectés par deux techniques reposant sur des principes
méthodologiques  différents. Les trois methodes les plus couramment utilisées sont
I'immunofluorescence indirecte (IFI) sur Crithidia luciliae, la radio-immunologie (test de Farr) et les
dosages immuno-enzymatiques(ELISA) (WEILL et BATTEUX., 2003). Seuls les Ac anti- ADNn de
forte affinité, c’est-a- dire 1gG, sont détecter sur Crithidia luciliae et le test de Farr. Les tests ELISA, en
revanche, détectent aussi les IgM de faible affinité. Il est donc indispensable, lorsque les anticorps anti-
ADNRN sont recherchés par ELISA, de doser séparément les IgM et les IgG qui, seules, permettent de
poser le diagnostic de LES (Lupus Erythémateux Systémique) (WEILL et BATTEUX., 2003).

2 Auto-Ac spécifiques d’Ag nucléaires solubles

Les Ac dirigés contre les Ag nucléaires solubles (solubles dans un tampon d’extraction salin)
sont historiqguement dénommés Ac anti-ECT pour Extrait de Cellules Thymiques ou anti-ENA pour
Extractable Nuclear Antigens (COHEN, 2002). Les principaux systemes antigéniques sont anti-Sm, anti
U1-RNP, anti-SSA, anti-SSB, anti-Jo-1, anti-PM-Scl, anti-Ku et anti-PCNA (COHEN, 2002). Ces Ac
reconnaissent des épitopes peptidiques constitutifs de molécules ribonucléoproteiques. Ils sont

couramment recherchés par immunoprécipitation en gélose par la technique d’Ouchterlony ou par
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contre immuno-électrophorése( électrosynérése) en utilisant un extrait de cellules thymiques de
lapin(ECT) comme substrat. La détection par immuno-empreinte (Western blot) procure des résultats
parfois difficiles a interpréter et n’est donc pas utilisée pour le diagnostic médical. Des techniques

immuno-enzymatiques sont en cours de développement (WEILL et BATTEUX., 2003).

2 Auto-Ac anti-ribosomes

Les Ac anti-ribosomes, appelés Ac anti-protéines ribosomales P ou anti-P, sont souvent associés
a d’autre anticorps anti-nucléaires (AAN) et sont considérés comme des marqueurs lupus (BARTHET
et al., 2007). La spécificité des Ac anti-ribosomes peut étre étudiée par Western blot avec des
ribosomes purifiés. Les autres méthodes de confirmation sont I’ELISA et dot-blot (BARTHET et al.,
2007).

1.2.8.1.2- Auto-Ac anti-phospholipides

On appelle Ac anti-phospholipides (APL), les Ac dirigés contre les phospholipides ou contre les
protéines associées aux phospholipides (AUTIER et al., 2004). Ces Ac (anti-coagulant circulant de
type lupique et/ou Ac anti-cardiolipine de classe IgM ou 1gG) (EMMERICH et al., 2004) peuvent étre
rencontrés dans de multiples situations. Uniquement chez certains patients et pour certains types d’Ac,
ils perturbent I’hémostase et provoquent des thromboses vasculaires ou des avortements spontanés. La
présence des Ac anti-phospholipides et de ces manifestations cliniques définit le syndrome des anti-
phospholipides (SAPL) (AUTIER et al., 2004).

2 Auto-Ac dirigés contre les phospholipides

Les Ac anti-cardiolipine (ACLA) de classe 1gG ou IgM sont présents dans le sérum de sujets
présentant un syndrome primaire ou secondaire des anti-phospholipides (FERENCIK et al., 2005).
Les tests récents utilisent la méthode ELISA et permettent de faire la différence entre 1gG et IgM. lls
sont assez sensibles pour détecter les Ac mais peu spécifiques pour prédire le risque de thrombose. La

spécificité est meilleure pour les IgG atitre élevé (AUTIER et al., 2004).

2= Auto-Ac dirigés contre les protéines associées aux phospholipides

Certains Ac anti-phospholipides réagissent en fait contre une protéine associée aux
phospholipides appelée B-2Gpl (beta(2)-glucoprotein-1) (AUTIER et al., 2004). Les anticorps anti-
B-2Gpl sont les plus étroitement liés a la complication thrombotique et joueraient un role
préponderant in vivo (BARTHET, 2007). Les Ac anti- B-2Gp1, mis en évidence par des techniques
immunologiques de types ELISA (SEBAHOUN, 2005).
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2 Autres auto-anticorps dirigés contre des facteurs de coagulation

Des anticorps dirigés contre des facteurs de coagulation sont produits par des hémophiles
traités ainsi que par des patients atteints de LED ou d’autres affections auto-immunes (CHAPEL et
al., 2004). Dans les serums qui contiennent des Ac anti-prothrombine, il existe généralement aussi
d'autres Ac anti-phospholipides, en particulier des LA (LA pour lupus anti-coagulant). Le test
ELISA anti-prothrombine est loin d’étre standardisé et de nombreuses variables influencent
les résultats (PREUD’HOMME et al., 2001).

1.2.8.1.3- Auto-anticorps anti-gliadine

La recherche d’anticorps anti-gliadine (AGA) est trés largement utilisée pour le dépistage de la
maladie cceliaque. Les IgA anti-gliadine ont une spécificité de 85% alors qu’elle n’est que de 60% pour
les IgG. En revanche, les 1gG présentent une meilleure sensibilité que les IgA (WEILL et BATTEUX,,
2003). Les IgA sont retrouvées par test ELISA ou immunofluorescence. Les IgG, sont plus facilement
détectées par test ELISA, chez les jeunes enfants en particulier. Elles sont moins sensibles au régime.
On préfére de doser les IgA aux IgG en cas de déficit sécrétoire en IgA (LABESCAT, 2008).

1.2.8.1.4- Auto-anticorps anti-transglutaminase tissulaire

Selon différentes études publiées, des IgA anti-transglutaminase (AtTG) sont retrouvées dans 95
a 100% des maladies cceliaques avec une spécificité oscillant entre 90 et 100%. Seule la recherche
d’IgA, et non d’IgG, anti-tTG offre un intérét : les IgG ne sont pas spécifique de la maladie ceeliaque
(WEILL et BATTEUX., 2003). Le dosage des anticorps IgA anti- tTG est généralement réalisé par
technique immuno-enzymatique (BARTHET, 2007).

1.2.8.1.5- Auto-anticorps anti-endomysium

La présence d’anticorps IgA anti-endomysium (EMA) constitue un témoin sensible de la
gravité et de I’activité de I’atrophie villositaire due au gluten dans la maladie cceliaque et de la dermatite
herpétiforme. Le test présente une sensibilité (> 90%) et une spécificité (> 95%) élevées. Les Ac
disparaissent rapidement apres instauration du régime sans gluten et sont utilisés pour assurer le suivi de
laffection. Ils sont dirigés contre la matrice extracellulaire qui entoure les fibres musculaires
individuelles. Les Ac IgG anti-endomysium sont moins spécifiques que les Ac IgA anti-endomysium ;
toutefois, leur détection peut €tre utile pour les patients atteints de maladie ceeliaque et de déficience en
IgA. L’Ag contre lequel sont dirigés les anticorps a été identifié récemment comme la transglutaminase
(BOSSUYT et BOEYNAEMS, 2001).
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Le test de sérologie actuellement disponible sur le marché avec la plus grande sensibilité et
spécificité de I'anti-endomysium IgA est I’'immunofluorescence (COULSTON et al., 2012).

1.2.8.1.6- Auto-anticorps anti-thyroperoxidase

Les anticorps anti-thyroperoxidase (ATPO) sont dirigés contre cette enzyme, et sont situés dans
la fraction microsomiale ; ils sont exprimés a la surface des cellules et sont identiques aux Ac anti-
microsomiaux (MODIGLIANI et al., 1998). Trois méthodes ont été utilisées pour détecter les ATPO
dans le sérum : I’ELISA, la méthode d’immuno-blotting, et celle d’immunoprécipitation (CARAYON
et RUF, 1990).

1.2.8.1.7- Auto-anticorps antithyroglobuline

Les anticorps antithyroglobuline (ATG) sont diriges contre un nombre restreint d’épitopes de la
molécule I’ATG. lIs forment avec elle des immuns complexes. Expérimentalement, on peut induire des
Iésions thyroidiennes chez le lapin par immunisation contre la ATG (MODIGLIANI et al., 1998). Des
titres généralement élevés d’Ac anti-thyroglobuline sont détectés par hémagglutination passive ou par
des méthodes immuno-enzymatiques (ELISA), chez les patients atteints de thyroide de Hashimoto
(PONVERT et al., 1991).

1.2.8.1.8- Auto-anticorps anti mitochondries

Les anticorps anti mitochondries(AMA) sont étroitement associés a la cirrhose biliaire
primitive, principalement dans leur spécificité anti-M2 (anti- pyruvate déshydrogénase ou PDH)
(BARTHET, 2007). Les Ac anti-mitochondries sont présents chez 90 a 95 % des patients ayant une

maladie évoluée. Ils sont généralement observés en IFI (BERREBI, 2006).
1.2.8.1.9- Auto- anticorps anti-microsomes de foie et de rein

Les anticorps LKM (Liver-kideny-Microsomal) sont dirigés contre les composants du cytochrome
P450 et contre I"UDP-glucuronyl transférase. Les Ac se rencontrent dans I’hépatite auto-immune
chronique active chez un petit pourcentage de patients atteints d’une hépatite C chronique (LKM-1) et
dans le sérum des patients avec 1’hépatite chronique C (LKM-3). Les Ac LKM sont détectés au moyen
de I'immunofluorescence indirecte et donnent une positivité au niveau des microsomes hépatiques et

des tubules rénaux proximaux (BOSSUYT et BOEYNAEMS, 2001).
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1.2.8.1.10- Auto-anticorps anti-facteur intrinseque

Les AAc anti-facteur intrinséque (FI) sont présents chez environ 60 % des malades atteint
d’anémie de Biermer. IIs sont de deux types : type 1 bloguant la fixation de la vitamine B, au facteur
intrinséque et type 2 empéchent 1’absorption du complexe vitamine Bip- facteur intrinseque dans
I’intestin gréle (KUBAB, 2006). Les Ac sont détectés par EIA (Enzyme Immuno Assay) (BOSSUYT et
BOEYNAEMS, 2001).

1.2.8.1.11- Auto-anticorps anti-CCP

Ce sont les anticorps anti-peptides cycliques citrullinés (A CCP), d’une sensibilité de plus de 70
% et spécificité de plus de 90 % dans la PR (Polyarthrite Rhumatoide). Peuvent étre positifs alors que
les facteurs rhumatoides sont absents. Ce sont des marqueurs diagnostiques et pronostiques de la PR.
Une terminologie internationale préfere le terme d’ACPA (Anti-Cyclic Citrullinated Peptide Antibody)
(BOISSIER, 2011). Ces Ac, détectés par ELISA (VAUBOURDOLLE, 2007).

1.2.8.1.12- Facteurs rhumatoides

L’Anticorps anti-Fc d’IgG (Ac anti Fragment constant d’IgG) est le plus souvent de type IgM,
plus rarement 1gG ou IgA (MENKES et al., 2004). 1l a une exploration biologique classique a valeur
diagnostic et pronostique. 1l présente une sensibilité et spécificité autour de 70 % dans les PR de moins
de un an. Cette recherche est généralement couplée a celle des Ac anti- CCP en vue de I’exploration
d’une PR (BOISSIER, 2011).

Les facteurs rhumatoides sont détectés par des méthodes d’agglutination (test au latex, méthode
de Waaler-Rose), de néphélométrie ou par test ELISA. Deux méthodes sont utilisées lors de la
détermination, chacune palliant les inconvénients de I’autre ; le test ELISA représente la méthode la

plus sensible et la réaction de Waaler-Rose la plus spécifiqgue (MENKES, 2004).
1.2.8.1.13- Auto-anticorps anti-récepteur de TSH

Les anticorps anti-récepteurs de la TSH (anti-R-TSH) sont surtout des 1gG, principalement

retrouvés dans la maladie de Basedow ou dans le syndrome de Grave (BARTHET et al., 2007).

Les Ac anti-récepteurs de la TSH sont tenus pour responsables de 1’hyperactivité fonctionnelle
thyroidienne de la maladie de Basedow, par le biais de leur liaison au récepteur (LEROUEIL-LE
VERGER et al., 1996). Les anticorps anti-R-TSH sont decelés par immnoempreintes (EYQUEM,
2000).
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1.2.8.1.14- Auto-anticorps anti-insuline

On ne parle habituellement d’anticorps anti-insuline que lors de la survenue d’un diabéte de type
1. En effet, ’apparition de ce dernier est généralement secondaire a une destruction auto-immune de la
cellule béta pancréatique par des Ac spécifiques. Quatre catégories d’Ac considérés comme des
marqueurs spécifiques du diabéte de type 1 (MARSAUDON, 2004) :

Les Ac anti-GAD (la GAD ou Glutamic Acid Decarboxylase est une enzyme),
Les Ac anti-lots ou ICA (Islet Cell Antibodies),
Les Ac anti-IA2 (Insulinom-Antigen type 2),

Les Ac anti-insuline.

La détection en radio-immunologie permet de doser les IgG anti-insuline par fixation sur de

I’insuline marquée a I’iode 125, correspondant aux anticorps libres dans le sérum (EYQUEM, 2000).
1.2.8.1.15- Auto-anticorps anti-muscle lisse (anti-actine)

L’identification des AAc anti-muscle lisse (anti-smouth muscle antibodies : ASMA ou SMA) a
été une étape déterminante dans le diagnostic des atteintes auto-immunes de foie. Les Ac anti-muscle
lisse reconnaissent des antigénes du cytosquelette, parmi lesquels la desmine, la tubuline, la vimentine,
les cytokératines, I’actine (BARTHET et al., 2007). Les Ac anti-muscle lisse sont recherchés a I’aide
de I’IFI (BOSSUYT et BOEYNAEMS, 2001).

1.2.8.1.16- Auto-anticorps anti-muscle strié

Les anticorps anti-muscle strié (AMS) réagissent avec les myofibrilles du muscle squelettique et
du muscle cardiaque, et principalement avec la myosine présente au niveau des striés « A ». Un des
antigenes cibles des AAc anti-muscle strié présents dans la myasthénie. La détection de ces auto- Ac est
réalisée en IFI (BARTHET et al., 2007).

1.2.8.1.17- Auto-anticorps anti-cellules stéroidiennes (SCA)

Les anticorps contre les cellules stéroidiennes : ils réagissent avec les cellules de leydig, la
granuleuse ovarienne et les cellules de la théque interne. La présence de tels Ac est un signe qui annonce
I’insuffisance ovarienne, spécialement chez les personnes qui souffrent de maladie d’Addison ou d’une
autre maladie auto-immune (CHAPEL et al., 2004). La méthode de détection de ces AAc la plus
utilisée jusqu’ici a été immunofluorescence indirecte (GOROCHOV et PAPO, 2000).
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1.2.8.1.18- Auto-anticorps anti-récepteur de I’acétylcholine

Les anticorps anti-récepteur de I’acétylcholine affaiblissent la réception du signal, qui émis par
les extrémités nerveuses, cause la contraction des cellules musculaires (ROSEN et GEHA, 2010).

La myasthénie est caractérisée par la présence d° Ac contre les récepteurs nicotiniques de
I’acétylcholine. Les Ac bloquent I’interaction de 1’acétylcholine et du récepteur post-synaptique du
muscle squelettique provoquant une faiblesse musculaire (BOSSUYT et BOEYNAEMS, 2001).0On en a
tiré parti pour mettre au point un dosage radio-immunologique des Ac anti-récepteur de I’acétylcholine
(AChR) (CHAPEL et al., 2004).

1.2.8.1.19- Auto-anticorps anti-peau

Les anticorps anti-peau sont responsables de diverses affections auto-immunes de 1’épiderme et
de la jonction dermo-épidermique. On distingue les Ac anti--membrane basale dermo-épidermique et
les Ac anti-substance intercellulaire. La recherche de ces AAc repose sur leur mise en évidence dans le
sérum des patients par IFI (BARTHET et al., 2007).

1.2.8.1.20- Auto-anticorps anti Myelin-Associated Glucoprotein (Anti-MAG)

Les anticorps anti-MAG (myelin-associated glucoprotein) sont associés a une neuropathie
sensitive inaugurale puis sensitivo-motrice a prédominance sensitive symétrique, lentement progressive,
touchant le plus souvent I’lhomme a la soixantaine. (BARTHETet al., 2007). Les Ac anti-MAG sont
identifiable par ELISA ou par immuno-empreinte (EYQUEM et al., 2000).

1.2.8.2.- Détection d’une immunité a médiation cellulaire
1.2.8.2.1- Tests cutanés a lecture retardée
IIs sont parfois positifs chez certains patients atteints de thyroidites auto-immunes ou

d’insuffisance cortico-surrénalienne Al (maladie d’Addison) lorsqu’ils sont pratiqués avec des

extraits antigéniques adéquats (PONVERT et al., 1991).
1.2.8.2.2- Méthodes d’études in vitro

Les tests de transformation lymphocytaire(TTL) et test de la migration leucocytaires(TML),
sont fréquemment positifs chez les patients atteints de thyroidite Al, de maladie d’Addison et de
sclérose en plaques. Leur positivité est inconstante dans la rectoc6lite ulcero-hémorragique (RCH)
et au cours de certaines glomerulonéphrites auto-immunes (PONVERT et al., 1991).
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Des lymphocytes T cytotoxiques (LTc) réagissent avec la membrane synoviale, les
hépatocytes ou les cellules intestinales ont pu étre détectés chez des patients atteints d’hépatites
virales, de RCH ou de maladie de Crohn, respectivement (PONVERT et al., 1991).




Tableau 3 : Pathologies auto-immunes selon les types des auto-anticorps (TALAGAS et al., 2007).
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Non spécifique d’organe

Spécifique d’organe

Auto-anticorps

Orientation étiologique

Auto-anticorps

Orientation étiologique

Anti-nucléaire

Connectivite ;: LED+++ ou autre maladie auto-
immune

Anti-récepteur de la TSH (TRAK)

Maladie de Basedow

Anti-phospholipide

Idiopathique (syndrome des anti-

phospholipides primaire

Anti-thyropéroxydase (TPO)

Thyroide de Hashimoto

Myxoedéme idiopatique

Maladie de Basedow

Facteur rhumatoide

Connectivite : PR+++

Anti-ilots de langerhans (ICA),
Anti-GAD, Anti- IA,, Anti-insuline

Diabéte de type |

Anti-ccp Polyarthrite rhumatoide Anti- facteur intrinséque, Anti- | Maladie de Biermer
cellules pariétale gastrique

Anti-muscle lisse (anti- | Hépatite auto-immune (type 1) Anti-endomysieum, Anti- Maladie coeliaque

actine+++) transglutaminase tissulaire

Anti-microsome de foie et rein(
anti-LKM; +++)

Hépatite auto-immune (type II)

Anti-substance intercellulaire

Pemphigus

Anti-mitochondrie

Cirrhose biliaire primitive

Anti-membrane basale épidermique

Pemphigoide bulleuse

Anti-cytoplasme des PNN
(ANCA)

CANCA | Maladie de Wegener

Anti-récepteur de 1’acétylcholine

myasthénie

pANCA | Syndrome de Churg et Strauss

Polyangéite microscopique

Périarthrie noueuse (rare)

Anti-MAG

Polyneuropathie périphérique associé a
une IGM monoclonal

Anti-membrane basale
glomérulaire

Syndrome de Goodpasture

CcANCA = cytoplasmicANCA (fluorescence cytoplasmique); pANCA= périnuclearANCA (fluorescence périnucleaire).
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1.2.9.- Traitement des maladies auto-immunes

Il n’existe pas ou peu de traitements spécifiques des maladies auto-immunes. Les médecines
ont recours a une inhibition généralisée du systeme immunitaire en administrant (ESPINOSA et
CHILLET, 2010) des :

a. Médicaments immunodépresseurs

Par exemple, les corticoides a forte doses (1 a 3 mg/kg/jour). Les alkylants, comme le
cyclophosphamide (Endoxan*), ou certains anti-métabolites, comme 1’azathioprine (Imurel*)
(PONVERT et al., 1991), sont souvent prescrits avec I’intention de ralentir la prolifération des
lymphocytes. En déprimant la réponse immunitaire en général, de tels médicaments peuvent réduire
la gravité des symptdmes Al. Cependant, la réduction généralisée de la capacité de la réponse

immunitaire expose le patient a un plus grand risque d’infection ou au développement de cancers

(KINDAT et al., 2008).
b. Sérums anti-lymphocytaires

Un autre agent thérapeutique envisagé pour le traitement de 1’auto-immunité est 1’anticorps
monoclonal Rituxan, qui tue les cellules B en ciblant le marqueur membranaire CD20. En raison du
fait que les Ac jouent un rble majeur dans les maladies auto-immunes telles que la sclérose en
plaques, la polyarthrite rhumatoide et le lupus érythémateux disséminé, 1’élimination des cellules B

pourrait étre bénéfique (KINDAT et al., 2008).
c. Plasmaphérese

La plasmaphérése consiste a prendre le sang, a séparer le plasma et a rendre au patient la
fraction enrichie en globules rouges (CHAPEL et al., 2004). Cette méethode permet de faire passer
le plasma en dérivation sur un circuit contenant un immunoabsorbant, afin de réaliser une
immunoépuration, c'est-a-dire une élimination sélective des antigenes ou d’Ac (REVILLARD,
2001).

d. Thymectomie

Une autre approche thérapeutique qui a donné des résultats positifs dans certains cas de
myasthénie grave est la thymectomie. Etant donné que les patients atteints de cette maladie ont
souvent des anomalies du thymus (par exemple une hyperplasie thymique ou des thymomes), la
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thymectomie chez I’adulte augmente souvent la probabilité de rémission des symptomes (KINDAT

et al., 2008).

e. Irradiation lymphoide totale
Une forte irradiation (10 séances de 200 rads) a été utilisée avec succés chez les sujets
atteints d’arthrite rhumatoide sévére ; cependant, ce type de traitement est réservé aux formes
résistantes aux autres traitements, du fait de ses inconvénients (cytopénies, susceptibilité accrue aux
infections, etc.) (PONVERT et al., 1991). Idéalement, le traitement des maladies auto-immunes
devrait avoir pour le but de ne réduire que la réponse auto-immune, tout en laissant intact le reste du

systéme immunitaire. Jusqu’a présent, ce but idéal n’a pas été atteint (KINDAT et al., 2008).




Chapitre I1: Technique
Immuno-enzymatique
« ELISA »



Chapitre I11: Technique immuno-enzymatique « ELISA »

Chapitre Il : Technique immuno-enzymatique « ELISA »

Les méthodes immunologiques sont toutes des méthodes (quantitatives ou qualitatives)
faisant appel a des anticorps. Cette classe de protéines particuliéres a une capacité extraordinaire a
reconnaitre des molécules spécifiques. Cette reconnaissance spécifique est bien sir exploitée par le
systéeme immunitaire pour remplir son réle protecteur par exemple contre les agents infectieux. Elle
a aussi été exploitée depuis longtemps dans divers techniques de laboratoire pour détecter avec une
sensibilité et une spécificité élevées toutes sortes de molécules notamment d’intérét médical. Dans
le contexte forensique, on en trouve des applications surtout dans des tests spécifiques du sang
humain, des tests du sperme, ou dans des tests de détection de stupéfiants (COQUOZ et TARONI,
2006).

Les méthodes immunologiques utilisées en laboratoire de biologie clinique font appel a
I’immunoprécipitation en milieu liquide, a I’immunodiffusion ou a I’utilisation d’ Ac marqués

(enzymo-immunologie, radio-immunologie ou fluoro-immunologie) (VAUBOURDOLLE, 2007).
2.1.- Antigenes (Ag) et anticorps (Ac)
2.1.1.- Antigeénes

Un antigéne est une substance naturelle ou synthétique, reconnue comme étrangere par le
systéme immunitaire de 1’organisme dans lequel elle s’introduire. Il posséde une partie spécifique
dont la structure lui est propre : cette région est appelée « déterminant antigénique » ou « épitope »
(NGUYEN et BOUROUINA, 2008).

Les Ag complets (hapténe + immunogéne) sont des macromolécules de nature généralement
protéique. Toutefois, polysaccharides, lipides (couplés a des protéines), acides nucléiques (formant
I’ADN des noyaux) peuvent eux aussi se révéler antigéniques (RUFFIE, 1993). Le pouvoir
antigénique est et général, d’autant plus fort que le poids moléculaire (PM) est ¢levé. La plupart des

Ag ont un PM supérieur a 100.000 Da (PONVERT et al., 1991).
2.1.2.- Anticorps (Ac) ou immunoglobuline (1g)

Les anticorps sont des complexes polypeptidiques de haut poids moléculaire (150 kDa).
Chague Ac est composé de quatre chaines polypeptidiques comprenant deux chaines légéres(L)
identiques et deux chaines lourdes(H) identiques (GOROCHOV et PAPO, 2000).

Chaque chaine est constituée par la répétition de domaines, dites « domaines anticorps » de

structure sensiblement identique. Ce sont des domaines globulaires formes par le repliement en
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« sandwich » de feuillets B-plissés, le repliement étant stabilisé par un pont disulfures intra-chaine
(GOROCHOV et PAPO, 2000).

Les molécules des cing classes d’Ac ont la forme d’un Y. L’extrémité des bras de 'Y est
variable ; c’est le site de liaison a I’Ag qui confére a I’Ac sa spécificité. La tige de I'Y est
responsable des propriétés fonctionnelles de 1’Ac, ¢’est-a-dire de son devenir une fois qu’il est li¢ a
I’Ag (SHERWOOD, 2006).

Un Ac porte deux sites de liaison identiques a I’Ag, un a I’extrémité de chaque bras de I’'Y.
Le fragment de liaison a I’antigéne (Fab, pour Antigen Binding Fragment), caractéristique de
chaque anticorps ne peut se lier qu’un motif antigénique donné. A I’opposé de la variabilité du Fab,
la tige de tous les Ac d’une méme classe d’immunoglobulines est identique. C’est le fragment

cristallisable (Fc) (SHERWOOD, 2006).

Trois classes principales d’immunoglobulines (Ig) ont été décrites : les IgG, les IgM et les

IgA, ainsi que deux classes secondaires : les IgD et les IgE.

> Les IgM sont les premieres 1g synthétisées au cours d’une réponse immunitaire.

» Les IgG, leur réle est fondamental dans les défenses de 1’organisme contre I’infection ou les
agressions toxiques.

»Les IgA sont retrouvées dans le sérum (IgA sériques) et dans les sécrétions externes (IgA
sécrétoires) qui jouent un réle dans la défense des muqueuses. La fonction biologique des
IgA sériques est peu connue.

»>Les IgD sont retrouvées dans le sérum a une trés faible concentration, on les trouve
également liées a la surface des lymphocytes B.

» Les IgE se trouve liees aux membranes des mastocytes et des polynucléaires basophiles. Le
role essentiel des IgE consiste en une protection contre les parasites de I’homme (AUDIGIE

etal., 1992).

2.1.3.- Réaction antigénes-anticorps

La réaction antigénes-anticorps est une association de deux molécules d’une exquise
spécificité : les interactions qui se produisent in vivo chez les vertébrés sont essentielles a la
protection de 1’animal contre les attaques continuelles de virus, de micro-organismes, de certaines
macromolécules et de cellules cancéreuses. In vitro, cette méme spécificité a permis 1’élaboration

d’une variété de tests détectant la présence de I’Ag ou de I’Ac. Ces tests sont importants pour le
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diagnostic des maladies, 1’identification des virus, de bactéries ou de parasites, le suivi de la

réponse humorale et des problemes immunologiques (PRESCOTT et al., 2003).
2.2.- Test immuno-enzymatique

Le test immuno-enzymatique est une méthode analytique quantitative ou l'un des

partenaires réactifs (Ac ou Ag) porte un marqueur enzymatique (BURMESTER et al., 2000).

Dans ce cas I’étiquette (I’enzyme) est énorme par rapport a la molécule a doser. Comme les
concentrations sont trés faibles, la récupération fait appel a un anticorps. Dans un dosage immuno-
enzymatique, la méthodologie la plus connue est celle des tests de type ELISA (ROUESSAC et al.,
2004).

2.2.1.- Test ELISA
2.2.1.1.- Définition

L'ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), ou encore EIA, est dépend d'une enzyme et
non pas d'un marqueur radioactif. Une enzyme conjuguée a un Ac réagit avec un substrat incolore
pour donner un produit de réaction coloré. Un tel substrat est appelé substrat chromogene
(KINDAT et al., 2008). De nombreuses enzymes ont été employées pour I’ELISA, y compris
(VALDIGUIE et al., 2000) :

> La peroxydase du raifort. Son substrat est I'ortho-phényléne diamine ou la triméthyl
benzidine, en présence d'eau oxygénée.
» La galactosidase d'Escherichia coli.

» La phosphatase alcaline d'intestin de veau ou d'E. coli.

De nombreuses variantes d'ELISA ont été développées, permettant la détection qualitative
ou la mesure quantitative d'un Ag ou dun Ac. Chaque type d'ELISA peut étre utilisé
qualitativement pour détecter la présence d'un Ac ou d'un antigéne. De facon alternative, une courbe
standard fondée sur des concentrations connus d'Ac ou d'Ag est préparée; a partir de cette derniere,

la concentration inconnue d'un échantillon peut étre déterminée (KINDAT et al., 2008).

L’ELISA permet le dosage des anticorps. La technique consiste a doser I’Ac contenu dans le
sérum du patient (GUINDO, 2006).
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2.2.1.2.- Principe général de techniques immuno-enzymatiques

Le principe de ces dosages est fondé sur la réaction entre un antigéne et deux anticorps dont
I’un est marqué (AUDIGIE et al., 1992) dans lequel I’Ag ou I’Ac apres leur liaison & une phase

solide est détecté a I’aide d’un ligand couplé a une enzyme qui convertit un substrat chromogéne en
produit coloré (JANEWAY et TRAVES, 2003).

2.2.1.3.- Différent types de test ELISA
2.2.1.3.1.- ELISA directe

Pour mettre en évidence 1’antigéne A, on couple chimiquement & une enzyme 1’anticorps
purifié spécifique de I’Ag A. Les échantillons a tester sont distribués dans des puits en plastiques
(JANEWAY et TRAVES, 2003), I’Ag du pathogene immobilisé (LEPOIVRE, 2003) a leur paroi de
maniére non spécifique. L’Ac marqué est alors ajouté au puits dans des conditions évitant les
fixations non spécifiques, de sorte que seule la liaison a I’Ag A retienne 1’Ac marqué sur la phase
solide. L’Ac non fixé est ¢liminé des puits par lavage, et I’Ac fixé est détecté par une réaction
chromogéne dépendant de I’enzyme. Cette technique permet 1’utilisation de plaques multipuits
souvent appelées plaques de microtitrage qui peuvent étre lues par photométrie optique
multicanaux, ce qui rend la technique beaucoup plus rapide. Des modifications de cette technique

permettent la détection d’anticorps ou d’antigénes dans des échantillons de composition inconnue

(JANEWAY et TRAVES, 2003).
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: o
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Figure 1 : ELISA directe (ROITT et al., 2002).
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2.2.1.3.2.- ELISA indirecte

Les tests ELISA indirect sont les tests les plus couramment utilisés pour détecter les Ac
spécifiques d’un Ag particulier. Ils reposent sur I’'immobilisation d’un antigéne, en général sur du
plastique (polystyréne), 1’Ag servant ensuite a capturer spécifiquement les Ac correspondants
présents dans un serum. Apres lavage, les Ac ayant interagi avec 1’Ag sont eux-mémes détectés a
I’aide d’une immunoglobuline marquée, « anti-anticorps conjugué », obtenue dans une autre espéce
animal dirigés contre la partie constante des Ac précédents (GOROCHOV et PAPO, 2000;
LEPOIVRE, 2003).

Ce type d’ELISA est utilis¢, par exemple pour vérifier que du sang destiné a la transfusion
ne provient pas de donneurs infectés par le HIV (Human Immunodeficiency Virus), ou par le virus
de I’hépatite C, etc. (De FRANCO et al., 2009).

Dans cet essai, les protéines recombinantes de 1’enveloppe et du corps de I’HIV sont
adsorbées en tant qu’antigénes en phase solide dans les puits d’une plaque de microtitration. Les
individus infectés par I’HIV produisent des anticorps sériques contre les épitopes de ces protéines
virales. Généralement, les Ac sériques contre I’HIV peuvent étre détectés par ELISA indirecte dans

les six semaines qui suivent I’infection (KINDAT et al., 2008).

Laver Laver Laver

Suts avec l'antigene adsorbé Ajouter l'anticorps Ajouter l'anticorps Ajouter le substrat (S)
spécifique a mesurer secondaire et mesurer l'intensité
conjugué a une enzyme de la coloration

Figure 2 : ELISA indirecte (KINDAT et al., 2008).
2.2.1.3.3.- ELISA sandwich

Analyse en sandwich a double anticorps est une autre variante de I'ELISA qui permet de
détecter / dosage la présence d'un antigéne specifique. Elle est appelée analyse en sandwich en
raison de I'Ag a détecter est prise en sandwich entre deux couches d'Ac ce qui donne a 1’essai un
haut degré de spécificité (KHAN, 2009; JANEWAY et TRAVES, 2003). Dans ce cas des Ac sont
d’abord immobilisés sur une phase solide permettant la capture de I’Ag (GOROCHOV et PAPO,
2000).
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Un échantillon contenant I’Ag est ajouté ; il réagit avec I’Ac immobilisé. Apres que le puits
ait été lavé, un second Ac lié¢ a une enzyme, spécifique d’un épitope différent de 1’ Ag, est ajouté ; il
réagit avec 1’antigene lié. Aprés que le second Ac libre ait été éliminé par lavage, le substrat est

ajouté et le produit de la réaction colore est mesure (KINDAT et al., 2008).

Si l'antigene a été lié a l'anticorps de capture dans la premiere étape, le test ELISA est
positif. Si I'antigene n'est pas reconnu par l'anticorps de capture, aucune liaison de I'Ac de détection,
se produite, aucun produit coloré est formé et le test ELISA est négatif (KHAN, 2009).

Laver Laver Laver
Puits avec Ajouter I'antigene Ajouter l'anticorps Ajouter le substrat
l'anticorps adsorbé a mesurer secondaire conjugué et mesurer l'intensité
a une enzyme de la coloration

Figure 3 : ELISA sandwich (KINDAT et al., 2008).
2.2.1.3.4.- ELISA compétitif

Une autre variante de mesure des quantités d'Ag est I'ELISA compétitif. Dans cette
technique, I'Ac est tout d'abord incubé en solution avec un échantillon contenant I'antigéne. Le
mélange antigéne-anticorps est ensuite déposé dans un puits de microtitration ou est adsorbé
I'antigéne. Plus il y a d'Ag présent dans I'échantillon, moins d'Ac libre sera disponible pour se lier au
puits ou est adsorbé I'antigene. L'addition d'un Ac secondaire conjugué a un enzyme, spécifique de
I'isotype de I'Ac primaire, peut étre utilisée pour déterminer la quantité d'Ac primaire liée au puits
comme dans un ELISA indirecte. Cependant, dans le dosage compétitif, plus la concentration de
I'Ag est élevée dans I'échantillon originale, plus I'absorbance est faible (KINDAT et al., 2008).

o
Laver Laver
Incuber I'anticorps
avec l'antigene
& [ICotres, Placer le mélange Ag-Ac Ajouter l'anticorps Ajouter le substrat
dans un puits secondaire conjugué et mesurer l'intensité
avec l'antigéne adsorbé a une enzyme de la coloration

Figure 4: ELISA competitif (KINDAT et al., 2008).
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2.2.1.3.5.- Chimioluminescence

La mesure de la lumiére produite par Chimioluminescence lors de certaines réactions
chimiques apporte une altérative commode et tres sensible aux mesures par I'absorption dans les
dosages par ELISA. Dans les versions d'ELISA utilisant la Chimioluminescence, un substrat
luxogéne (générateur de lumiere) remplace le substrat chromogéne des réactions conventionnelles
d'ELISA. Par exemple, I'oxydation du luminol par H,O, (peroxyde d’hydrogéne) et I'enzyme
peroxydase de raifort produit de la lumiere. La lumiére produite pendant la réaction luxogéne peut
étre détectée par exposition d'un film photographique. Une quantification de la lumiere émise peut
étre réalisée avec un luxometre. L'intérét des dosages par Chimioluminescence, en comparaison aux
dosages colorimétriques, est I'augmentation de la sensibilité. En générale, la limite de détection peut
étre augmentée d'au moins dix fois en substituant un substrat luxogéne a un substrat chromogéne;
de plus, grace a l'addition d'agent qui augmente la Chimioluminescence, la sensibilité peut étre
multipliée par 200. En fait, dans des conditions idéale, des quantités aussi faibles que 5 x 1078
moles d'Ag cible ont été détectées (KINDT et al., 2008).

2.2.1.3.6.- Dosage ELISPOT

ELISPOT signifie Enzyme-Linked ImmunoSpot qui est une adaptation du test ELISA dans
laquelle une suspension cellulaire est incubée en présence d’Ac ou d’Ag fixés a un support
plastique. L’antigéne ou ’anticorps peuvent capter les produits secrétés par les cellules. Ceux-ci
peuvent alors étre détectés par des Ac marqués par des enzymes qui clivent un substrat chromogene
pour former localement des taches colorés (JANEWAY et TRAVES, 2003; KALYUZHNY, 2005).

Le test ELISPOT sert & la détection des cellules B productrices d’un Ac spécifique ou des
lymphocytes T sécrétant des cytokines. Dans le premier cas, la suspension des lymphocytes est
disposée sur une plaque couverte d’antigéne. L’Ac se lié a I’Ag a proximité immédiate de la cellule
sécrétrice. Les cellules sont éliminées, et les zones ou I’ Ac s’est fixé sont détectées par un anticorps
anti-immunoglobulines couplé a une enzyme, auquel on ajoute un chromogéne (ROITT et al.,
2002).

Pour la détection des cellules productrices d’une cytokine, les Ac spécifiques de cytokines
sont fixés au fond du puits de culture. Les cellules T activées ajoutées aux puits sédimentent sur la
surface recouverte d’Ac. Si une cellule T sécrete la cytokine recherchée, celle-ci sera captée par les
molécules d’Ac autour de la cellule T. Aprés un temps d’incubation, les cellules T sont éliminées, et

la présence des cytokines spécifiques est détectée au moyen d’un second Ac spécifique de la
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cytokine et couplé a une enzyme. Chaque cellule T sécrétrice de la cytokine formera un spot coloré,
d’ou le nom du test JANEWAY et TRAVES, 2003; ROITT et al., 2002).

détection de cellules B spécifiques d’antigéne détection de cellule T productrice de cytokine
lymphocytes ] [ :_Iy_m hocytes j
cytokine

plague recouverte d'antigéne

+ anti-lg conjugué a une enzyme ] M‘? anti-cytokine conjugué a une enzyme |

, YYY\\%% Y

+chromogéne :l

Figure 5: ELISA ELISPOT (ROITT et al., 2002).

2.2.1.4.- Raisons du succes des tests ELISA et leurs limites

Le test ELISA est largement utilis¢é en biologie et en médecine aussi bien qu’en
immunologie (JANEWAY et TRAVES, 2003), pour déceler la présence de petites quantités de
protéines spécifiques ainsi que d’autres substances biologiques, aussi bien dans les laboratoires de

recherche que dans les laboratoires d’analyses médicales (VOET et VOET, 2005).

Il se préte particulierement bien aux travaux de routine portant sur des grandes séries

d’échantillons (diagnostic d’une maladie particuliére ou controle sanitaire) (LEPOIVRE, 2003), et

34
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a la recherche simultanée de plusieurs virus différents. Elle répond donc parfaitement aux exigences
du dépistage et de I’identification des virus (ASTIER et al., 2001).

Par exemple, un test de grossesse pratiqué couramment et fiable quelques jours aprés la
fécondation, utilise le dosage ELISA pour déceler la présence de I’hormone placentaire appelée

gonadotropine chorionique dans 1’urine maternelle (VOET et VOET, 2005).

Le développement spectaculaire de la technique ELISA au cours de derniéres années est di
a plusieurs facteurs. Certains sont liés au protocole du test lui-méme : il est simple et facilement
standardisable (ASTIER et al., 2001) et automatisable (LEPOIVRE, 2003).

Ces dosages approchent la sensibilité des RIA (Radio Immuno Assay) et ont I’avantage de ne
pas utiliser de radioactivité et d’étre moins cotteux (KINDAT et al., 2008) en réactifs et il assure

une utilisation rationnelle et économique des anticorps et des antisérums (LEPOIVRE, 2003).

La spécificité des réactions anticorps-antigene fait des méthodes immunologiques des outils
trés performants pour le diagnostic des maladies induites par des virus, bactéries, ou champignons.
L’obtention des Ac peut cependant rencontrer des difficultés qui compromettent la mise au point
des tests immunologiques. C’est le cas des maladies étiologie mal définie, ou des affections dont
I’agent ne peut étre cultivé in vitro ou purifié aisément (molécules infectieuses instables, parasites
obligatoires). L’approche sérologique s’avere également insatisfaisante lorsque I’agent pathogene
présente une grande variabilité et que les tests sérologiques sont spécifiques vis-a-vis d’une (ou de
quelques) souche(s) particuliere(s) (LEPOIVRE, 2003).
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3.1.- Présentation de La zone d'étude

Ghardaia est situé dans la partie nord du Sahara, a environ 500 km d'Alger. Il est situé entre

32 °30 ' 32 ° 41'N de latitude et 03 ° 37" / 03 ° 42'E longitude a environ 300 metres d'altitude
(HARRATA et al., 2009).

Elle est limitée (BOUSDIRA, 2007) :

Au Nord par la wilaya de Laghouat ;
Au Nord Est par la wilaya de Djelfa ;

A D’Est par la wilaya d’Ouargla ;

Au Sud par la wilaya de Tamanrasset ;
- Au Sud-ouest par la wilaya d’Adrar ;
- A I’Ouest par la wilaya d’El-Bayadh.
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Figure 6 : Situation géographique de Ghardaia (D.P.A.T ,2002).

La région couvre une superficie d'environ 8105 km? (HARRATA et al., 2009) avec une

population de 310 000 habitants dont environ 60% d’ibadites (AUZIAS et al., 2011).

Presque la majorité des citoyens (85%) vivent dans les cing principales villes construites sur

les collines rocheuses: Melika, Beni Isguen, Bennoura, ElI Atteuf et Ghardaia

(HARRATA et al., 2009).
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3.1.1.- Lieu d’étude

L’étude a été réalisée au sein du laboratoire IBN ROCHD d’analyses médicales, situé a la

wilaya de Ghardara.
3.2.- Echantillonnage

L’étude a touché 773 patients viennent de la région de Ghardaia ayant une suspicion d’une
MALI a été adressés au laboratoire IBN ROCHD d’analyses médicales a Ghardaia entre 01/01/2011
et 31/12/2011.Chaque patient a rempli un simple questionnaire donnant I'age, le sexe, la date et le

médecin consulteur.

Des échantillons sanguins ont été préleves de patients afin de confirmer la présence ou

I’absence d’auto-anticorps.
3.3.- Matériels

Dans ce laboratoire, il y a deux appareils qui ont été utilisés dans la recherche des AAc. Il
s'agit:

3.3.1.- VIDAS (mini VIDAS)

L’appareil VIDAS est adopté un principe de dosage associé a la méthode immuno-

enzymatique sandwich en deux étape a une détection finale en fluorescence (ELFA) (site web 1).

ADDOUN, 2013

Photo 1 : Appareil VIDAS "original™.
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3.3.1.1.-Cartouche

La cartouche est composée de 10 puits recouverts d’une feuille d’aluminium scellée et
étiquetée. L étiquette comporte un code a barres reprenant principalement le code du test, le numéro
de lot et la date de péremption du coffret. Le premier puits comporte une partie prédécoupée pour
faciliter I’introduction de 1’échantillon. Le dernier puits est une cuvette permettant la lecture en
fluorimétrie. Les différents réactifs nécessaires a 1’analyse sont contenus dans les puits

intermédiaires (site web1l).

ADDOUN, 2013

Photo 2: Cartouche utilisée dans I'appareil VIDAS "original”.

3.3.1.2.- Cbne

Le cone a usage unique sert a la fois de phase solide et de systéeme de pipetage. Il est

sensibilisé au moment de la fabrication par un Ac monoclonal (site webl).
3.3.1.3.- Etape de réalisation du test

Toutes les étapes du test sont réalisées automatiquement par I’instrument VIDAS de modéle
mini VIDAS qui présente le numéro de série ITV1219309. Elles sont constituées d’une succession

de cycles d’aspiration/refoulement du milieu réactionnel (Site web 1) :

1. Sortir uniquement les réactifs nécessaires, les laisser 30 minutes a temperature ambiante
avant utilisation.

2. Homogénéiser a I’aide d’un agitateur de type vertex le calibrateur et/ou le contrdle et les

s

échantillons (pour sérum ou plasma séparé du culot).
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Placer dans I’instrument les cones et les cartouches pour chaque échantillon.
Démarrer I’analyse. Toutes les étapes sont alors gérées automatiquement par I’ instrument.

Reboucher les flacons et les remettre a la température préconisée aprés pipetage.

o o~ w

Les résultats sont obtenus en 60 minutes environ. A la fin de 1’analyse, retirer les
cartouches de I’instrument.

7. Eliminer les cones et cartouches utilisés dans un récipient approprié.
3.3.2.- TOSOH (AIA 60011)

L'appareil TOSOH (AIA-60011) offert la puissance de l'automatisation et de la performance
d'un plus grand analyseur. Il adopte un principe de dosage associe a la méthode immuno-

enzymatique de type compétitive (site web 2).

ADDOUN, 2013

Photo 3: Appareil TOSOH "original”.
3.3.2.1.- Cup test

Le cup test, en plastique contient douze billes magnétiques lyophilisée recouvertes
d'antiggne X (AIA-PACK X Ab CUP) et des flacons contenant un liquide d’anti IgG humain
(souris/ lapin), Ac monoclonaux conjugués a la phosphatase alcaline bovine avec l'azoture de
sodium comme agent de conservation (AlA -PACK X Ab conjugué) (site web 2).
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ADDOUN, 2013

Photo 4: Cup test "original™.
3.3.2.2.- Etape de réalisation du test

Comme I’appareil VIDAS, toutes les étapes du test sont réalisées automatiquement par
I’instrument TOSOH de modéle AIA-60011 qui présente le numéro de série 21753607 (site web 2):

1. Amener tous les réactifs a 18-25 ° C avant de préparer le réactif de travail.

2. Calibrage et etalonnage peuvent étre nécessaires plus fréqguemment si les controles sont
hors de la gamme établie pour cet essai ou lorsque certains procédure de service sont
effectuées (par exemple réglage de la température, changement de mécanisme
d'échantillonnage, I'entretien de la sonde de lavage ou changement de détecteur de
réglage de la lampe). La cuve d'étalonnage pour AIA-PACK X Ab est stable pendant 90
jours.

3. Les échantillons de patients nécessitent une dilution avant et sont dilués 51 fois avec
AIA-PACK X Ab. Les échantillons de patients, soient dilués ou non, sont placés dans
des positions appropriées sur les TOSOH AIA Analyseurs systéme.

4. Assurer une quantité suffisante de I'AIA-PACK X Ab CUP et conjugué pour le nombre
d'échantillons a exécuter.

5. Pour les échantillons qui doivent étre diluées, I'AIA-60011 effectuera automatiquement la
dilution et calculer les résultats si les facteurs de dilution sont entrés dans le logiciel. Les
facteurs de dilution peuvent étre saisis lors de la programmation des échantillons dans le

E

moniteur de dosage.
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3.4.- Analyse statistique
Afin d’exploiter les résultats obtenus, une analyse statistique a été effectuée concernant la
mesure de facteur de liaison d” (chi2) entre les paramétres étudiés. La mesure est fais manuellement

en utilisant I’Excel.
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4.1.- Répartition des cas des recherches des AAc selon le sexe

La répartition des cas de recherches des AAc selon le sexe est présentée dans la figure 7.

H Féminin

B Masculin

Figure 7: Répartition des cas de recherche des AAc selon le sexe de patients.

Nous constatons que le nombre des patients de sexe féminin prédomine dans ces tests avec
un pourcentage de 77.75 %, tandis que le nombre des patients de sexe masculin est faible avec un
taux de 22.25%.

4.2.- Répartition des cas de recherche des AAc selon la saison
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Figure 8: Répartition des cas de recherche des AAc selon la saison.
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La figure 8 représente le nombre des cas de recherche des AAc au cours de 1’année 2011
selon la saison. Parmi les 773 tests demandés, 237 (30.66%) ont été demandés au printemps, suivi
par ceux en automne et I’été 191 (24.71%) et 187 (24.19%) respectivement. En hiver, le nombre

des tests est diminué avec 158 patients (20.44%).
4.3.- Repartition des cas positifs et négatifs des Al de chaque type d’AAc

A partir de 773 tests effectués, 440 cas sont positifs (56.92%) qui sont répartis sur les
différents types d’AAc (Fig. 9).
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Figure 9: Répartition des cas positifs et négatifs des tests auto-immuns de chaque type d’AAc.

Il est & noter que le nombre de cas positifs des AAc ATPO sont les plus élevées par rapport
aux autres types, suivi par les AAc ATG et AGA, en suite les AAc ANN et AtTG, et en dernier
lieu, les AAc EMA, APL et AMA. Les AAc A In-G, AML, AMS et AChR présentent des taux trés

faibles.

Les AAc ATPO et ATG se trouvent chez les patients ayant la thyroidite auto-immune
qu’elle comprend essentiellement deux affections : la thyroidite chronique auto-immune (maladie
de Hashimoto), et la maladie de Basedow. Plusieurs facteurs peuvent avoir un effet sur la
prévalence de ces maladies tels que: génétique, environnemental, hormonal, géographique,
ethnique, etc. (LEGER, 2010). Le réchauffement climatique a des conséquences sur la santé et sur

la prévalence de plusieurs maladies connues actuellement (SWYNGHEDAUW, 2009).
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Le diagnostic de I’entéropathie au gluten (maladie coeliaque) est posé¢ en démontrant
I’atrophie villositaire sur biopsie avec la détection d’anticorps sériques AGA, EMA et AtTG, de
classe IgA et IgG est d’un grand intérét pour le repérage des nouveaux cas (BERREBI, 2009). La
prévalence de la maladie ceoliaque augmente surtout si elle est en association avec d’autres maladie
auto-immunes telles que le diabéte type | et la thyroidite (FRANZESE et al., 2011 ; RAVAGLIA et
al., 2003).

La maladie coeliaque est un modéle biologique unique pour comprendre la complexité des
interactions entre le patrimoine génétique (les génes de la sensibilité au gluten sont situé dans la
région D de CMH sur le chromosome 6), la réponse immunitaire individuelle et les facteurs
environnementaux notamment le type d’alimentation dans la petite enfance en raison de
I’importance du role du lait maternel sur I’immunité humoral et cellulaire, et du role que joue
probablement 1’exposition précoce au gluten dans 1’absence de développement de la tolérance oral

(GRECO et CICCARELLI, 1994).

Les AAc AAN montrent une fréquence dans diverses connectivites telles que le lupus
érythémateux aigu disséminé (Lead), érytheme molaire (en ailes de papillon), la sclérodermie et la
polyarthrite rhumatoide (LEBWOHL, 2004).

4.4.- Répartition des cas positifs des tests Al de chaque type d’AAc selon I’age
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Figure 10: Répartition des cas positifs des tests auto-immuns de chaque type d’AAc selon 1’age de

patients.
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La répartition des cas positifs selon le type d’AAc et selon 1’age est présentée dans la figure
10. Les résultats obtenus ont montré les AAc les plus rencontrés chez les patients ayant un age
inférieur ou égal a 10 ans sont AGA suivi par AtTG. Alors que les AAN présentent un taux éleves
dans l'intervalle de 11ans a 20 ans par rapport aux autres ages. A partir de 1’dge de 2lans, on
signale une augmentation considérable concernant les AAc anti-TPO et ATG et présentent des
valeurs maximales dans les intervalles [21, 30] et [31, 40]. Cependant, ’AMA est remarqué
seulement chez les patients ages (supérieure a 50 ans). L’APL est présent chez les patients de
différents &ges avec des taux variables. En ce qui concerne I’A In-G n’est détecté que chez les

patients d’age inférieur a 10 ans.

Nous constatons que les patients les plus affectés par les MAI ont un 4ge moyen de 30 ans

avec un taux de 41.14%.

Sur le plan clinique, le vieillissement immunitaire se caractérise par un accroissement de la
fréquence des maladies auto-immunes, de la sensibilité aux infections de toute nature, et de
I’apparition de pathologies néoplasiques. Mais si différentes anomalies fonctionnelles immunitaires
apparaissent avec 1’age, il est encore loin d’étre établi qu’elles sont directement la cause de ces
différentes pathologies. Le vieillissement affecte incontestablement les défenses immunitaires de
I’individu et 1’anomalie la plus fréquemment rapportée est une diminution des aptitudes
fonctionnelles des cellules T, en particulier de type auxiliaire (CD,"). L’involution de la glande
thymique est certainement corrélée a cette atteinte préférentielle des lymphocytes T, et I’influence
neuroendocrinienne s’exercant sur cette involution et un facteur a prendre en considération
(GEENEN, 1992). Les résultats obtenus par MEUNIER et al., (2012) ont montré que deux maladies
auto-immunes, la sclérodermie systémique et polyarthrite rhumatoide, sont associées a une

involution thymique incompléte.

L’analyse de liaison entre deux facteurs qualitatifs (dz) montre que le type de I’AAc est
dépendant a 1’age. En effet, plusieurs études effectuées sur les MAI ont montré la relation étroite
entre les MAI et I’age. Elles ont prouvé qu’il y a des MAI ne touchent que les adultes et qui sont
tres rares chez les enfants (LED, thyroidite, rhumatoide polyarthrite...) car certaines MAI sont
stimulées par les hormones sexuelles, comme il y a des MAI qui apparaissent avant 1’age de 16 ans
(diabéte type 1) (FARGE-BANCEL, 2011 ; HENDERSON et al., 2009; BADER-MEUNIER et al.,
2003).
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4.5.- Répartition des cas positifs des tests Al de chaque type d’AAc selon le sexe
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Figure 11: Répartition des cas positifs des tests auto-immuns de chaque type d’AAc selon le

sexe de patients.

La figure 11, qui présente la répartition des cas positifs des tests Al selon le sexe, montre
une prédominance des résultats chez les femmes que les hommes. Dans les 440 cas positifs
enregistré, nous avons trouve 364 cas (82.73%) sont de sexe féminin. Les AAc plus remarqués sont
les ATPO et ATG avec 153 et 94 cas respectivement chez les patients de sexe féminin, qui ne
représentent que des taux faibles chez les patients de sexe masculin 22 cas (ATPO) et 12 cas
(ATG). Il est a noter que les AAN et APL sont moins répandus que les premiers mais toujours les

femmes sont plus affectées que les hommes.

Le calcule de la liaison entre deux facteurs qualitatifs (d?) montre que le type de I’AAc est

dépendant du sexe.

Plusieurs auteurs ont mentionné la prévalence des MAI chez les femmes en comparaison
avec les hommes avec un ratio F: H qui dépasse 9:1 (VOSKUHL, 2011; MEYER, 2005;
TIBERTI et al., 2003).

Les femmes sont plus sensibles & une variété de maladies auto-immunes, dont le lupus

érythémateux disséminé (LED), la sclérose en plaques (MS), la cirrhose biliaire primitive, la
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polyarthrite rhumatoide et la thyroidite d’Hashimoto. Les hormones sexuelles pourraient jouer un
role (DOUKAS et al., 2013 ; VOSKUHL, 2011; MAYER et ORGIAEEI, 2000).

Les hormones sexuelles féminines ont un effet direct sur le systéme immunitaire.
L’cestrogéne et la prolactine peuvent modifier la survie normale des cellules B auto-réactives dans
des modeles expérimentaux. La modulation de systéme immunitaire par 1'cestrogene et la prolactine
accélére le développement des titres élevés d'Ac anti-ADN double brin, I'apparition de la néphrite,
et conduit a la mort prématurée dans le modéle de lupus spontané femelle de souris FI NZB/NZB
(ZANDMAN-GODDARD et al.,, 2012). En outre, KINDAT et al., (2008) ont signalé que

I’cestrogeéne est une molécule immunostimulante.

En plus, la présence d’ATPO est liée a une fréquence accrue d’avortements spontanés
(MAYER et ORGIAEEI, 2000). Enfin, les perturbations de la vie génitale féminine induisant une
variation de sécrétion des hormones sexuelles telles que la ménopause et la prise des contraceptifs
oraux, sont reconnues comme des facteurs déclenchant des MAI (CHABCHOUB et al., 2006).

4.6.- Répartition des cas des tests Al de chaque type d’AAc selon la saison
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Figure 12: Repartition des cas positifs des tests auto-immuns de chaque type d’AAc selon la

saison.

Parmi les 440 tests positifs, 142 cas (32.27%) sont demandés au printemps. La répartition

des cas positifs des tests Al de chaque type d’AAc selon la saison est présenté dans la figure 12.
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Dans cette figure, on constate que le taux d’ATPO le plus élevé est enregistré en printemps,
néanmoins son taux le plus faible est observé en hiver. L’ATG présente des valeurs importantes en
hiver et des valeurs basses en été. L’ AGA présente un taux faible en hiver en comparaison avec les
autres saisons. Les AAN et APL sont caractérisés par des taux élevés en automne. Il est a noter que
le taux des AtTG augmente progressivement durant les différentes saisons. Il y a des AAc qui ne

sont remarqués que durant une saison spécifiée tel que I’A In-G qui est remarqué en hiver.

La prévalence des MALI en fonction de saison est peu étudiée. KANIKOWSKA et al., (2005)
ont étudié les variations saisonnieres sur les réponses hormonale et thermorégulatrice de
I’organisme humain. Cette étude montre qu’il y a une différence entre les saisons sur le taux de
certaines hormones. La saisonnalité des naissances d'enfants atteints de diabete de type 1 a été
montré dans un certain nombre d’études épidémiologiques. VAISERMAN et al., (2006) ont prouvé
que I’incidence le plus élevé de diabéte type 1 est constaté chez les personnes nées au printemps et
le début d’été. En ce qui concerne la fréquence de diagnostic, CHAPEL et al., (2004) ont constaté
que les variations saisonniéres du diagnostic de diabéte insulinodépendant (DID) sont tres

importantes durant I’automne et 1’hiver.

L’indicateur de liaison d®> montre que les AAc recherchés sont dépendant de saison. Ces
résultats peuvent étre expliqués par le fait que le changement de climat d’une saison a 1’autre va
stimuler des processus métabolique et/ou immunologique conduit a I’apparition des MAIL D’autres
facteurs tels que les facteurs environnementaux et la prédisposition génétique peuvent accentuer

I’effet des saisons sur la prévalence des MAL.

Les agents environnementaux comprennent les infections, les médicaments thérapeutiques,
les produits chimiques et les rayonnements. Une relation solide entre ces agents environnementaux
et les MAI est difficile a établir que I'exposition a ces agents précéde souvent l'apparition de la
maladie par une considérable marge. Ces agents modifient les réponses immunitaires en fonction
de la susceptibilité génétique de I'nbte et peut étre réglementé par la qualité, la quantité et la durée
de I'exposition (SHARMA et al., 2010).

L’alimentation joue un rdle non négligeable dans le déclanchement des MAIL. Comme elle
des récepteurs sur les cellules de systéme immunitaire, la déficience en vitamine D conduit a
I’augmentation de 1’incidence des MAI (CUTOLO, 2008).
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Conclusion générale

Dans le présent travail, nous avons étudié¢ I’importance de 1’apport de la technique ELISA
lors de diagnostic des maladies auto-immunes. L’étude a ét¢ effectuée au laboratoire d’analyse IBN
ROCH a la wilaya de Ghardara.

Un échantillon de 773 patients enregistrés ont fais des analyses afin de rechercher des AAc
de différents types. Les résultats obtenus ont montré que les maladies auto-immunes touchent toutes

les tranches d’age et les deux sexes pendant les quatre saisons.

Les tests d’AAc ont été tres demandés chez les femmes (77.75%) que chez les hommes. Ces

tests sont trés demandés en printemps (30.66%) en comparaison avec les autres saisons.

Selon le type d’AAc recherché, nous avons trouvé que les AAc les plus demandés sont ceux
ATPO, ATG, ANN et AGA avec les pourcentages de 55.76%, 34.02%, 24.97% et 23.03%
respectivement ou les taux des cas positifs pour chacun de ces AAc sont 40.60%, 40.30%, 15.03%

et 39.33% respectivement.

Selon 1’age, les enfants sont les plus touchés par les auto-anticorps anti- gliadine (AGA) et
les auto-anticorps anti-transglutaminase tissulaire (AtTG) ; a la puberté on trouve les auto-anticorps
anti-nucléaire (AAN) et les auto-anticorps anti-thyroperoxydase (ATPO) tandis que les personnes
agés sont les plus touchés par les ATPO, les auto-anticorps anti-thyroglobuline (ATG), et les auto-
anticorps anti-phospholipide (APL).

L’analyse statistique effectuée montre la dépendance de type de MAI et les différents

parametres étudiés : I’age, le sexe et la saison.

Dans la plupart des cas, les facteurs responsables du déclenchement de maladies auto-
immunes sont des facteurs héréditaires liés au vieillissement génétique du systéme immunitaire, a

I’environnement, au régime alimentaire et a 1’état psychique des patients.

Cette étude constitue le premier pas dans un chemin trés long et dur afin de mettre en
évidence la prévalence et I’incidence des MAI dans la région de Ghardaia, les facteurs déclenchant
et I’ethnie la plus touchée. Il est nécessaire d’étudier ou d’utiliser d’autres techniques que ’ELISA
qui nous permettent de diagnostiquer précocement les MAI, ce qui permet aux patients de survivre

de facon normale avec leur maladie et de diminuer leur souffrance.
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Annexes

Annexe 1 : Principaux acteurs humoraux et cellulaires de I’immunité naturelle ou spécifique

(BOUREE et al., 2002).

(& mémoire)

(sécrétés par lymphocytes B)

Humorale Cellulaire
Immunité naturelle Lysozyme Phagocytes
(non spécifigue) Complément (macrophages et polynucléaires)
Interférons Cellules NK
Immunité spécifique Anticorps Lymphocytes T

(régulateurs ou cytotoxiques)

Annexe 2 : Répartition des cas des recherches des AAc selon le sexe.

Sexe Nombre de cas total Pourcentage
Féminin 601 77.75%
Masculin 172 22.25%

Total 773 100.00%

Annexe 3 : Répartition des cas des recherches des AAc selon la saison.

Saison Nombre de cas total pourcentage
Automne 191 24.71%
Hiver 158 20.44%
Printemps 237 30.66%
Eté 187 24.19%
Total 773 100.00%
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Annexe 4 : Analyse de la liaison entre deux variables qualitatifs.

La mesure de la liaison entre X et Y se traduite par le calcule de la distance d? du Chi2 selon

la loi suivant :

Donc:

> Sid?=0, il yaindépendance.
> Au plus d®est grand, au plus les variables sont liées, sa valeur maximal est le minimum
de n (k-1) et n (I-1).

Alors :
selon I’age Selon le sexe Selon la saison
o 277.431682 43.23824415 57.3460254
Min n (k-1) et n (I-1). 2658 433 1329




Résumeé:

Pour savoir I’'importance de la technique ELISA, notamment dans le diagnostic des maladies
auto-immunes qui sont les résultats de la rupture des processus de tolérance protégeant 1’hdte contre
I’action des lymphocytes auto-réactifs, nous avons effectué cette étude au niveau de laboratoire IBN
ROCHD dans la région de Ghardaia. L’étude touche 773 cas de diagnostic des maladies auto-
immunes enregistrés durant 1’année 2011. Les auto-anticorps ont été recherchés dans des
échantillons de sang des patient par la technique ELISA en utilisant deux appareils VIDAS et
TOSOH. Dans un total de 773 cas étudiés, 440 cas sont positifs avec un pourcentage qui dépasse la
moitié (56,92%), dont la plupart des cas sont des femmes (82,73%) d’adge moyen de 30 ans
(41.14%). Les tests de la recherche des auto-anticorps ont été trés demandés en printemps
(32,27%).

Mots clés : Auto-anticorps, diagnostic, ELISA, maladies auto-immunes, Ghardaia, IBN ROCHD.
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Abstract:

To know the importance of ELISA, especially in the diagnosis of autoimmune diseases
which are the result of the breakdown of tolerance process protecting the host against the action of
self-reactive lymphocytes. We effectuated this study at IBN ROCHD laboratory in the region of
Ghardaia. The study was affected 773 cases of autoimmune disease diagnosis enregistred during
2011. Autoantibodies were investigated in blood samples of patients by ELISA using tow machines
VIDAS and TOSOH. In a total of 773 studied cases, 440 cases were positive with a percentage that
exceeds half (56.92%), most cases are women (82.73%) with a mean age of 30 years (41.14%).
The researches of antibodies were in high demand in spring (32.27%).

Keywords: Autoantibodies, diagnosis, ELISA, autoimmune diseases, Ghardaia, IBN ROCHD.



