Acces global

aux diagnostics MTS

N Retour du
% secrétariat de la
SDI 4 POMS

Le secrétariat de I’Initiative pour
la mise au point d'épreuves de mala-
dies sexuellement transmissibles
(SDI) quitte I’ONUSIDA, 2 laquelle
il était attaché depuis janvier 1996,
pour retourner 3 I'OMS. La SDIa
d’abord fait partie du Programme
mondial de lutte contre le sida (GPA)
de I’OMS en 1994, mais la cessation
du programme en 1996 avait entrainé
le déménagement du secrétariat a
I?ONUSIDA qui entrait alors en acti-
vité. Le secrétariat se retrouve mainte-
nant au sein du Groupe des maladies
transmissibles, dont le D' Heymann a
été nommé le directeur exécutif lors

de la derniére réorganisation de
I’"OMS.

Cette importante réorganisation
de I’OMS coincide avee arrivée de
la nouvelle directrice générale, la
D" Gro Harlem Brundtland, ex-
premiére ministre de la Norvége.

La nouvelle structure de I"OMS ras-
semble de nombreux programmes
autrefois distincts en neuf groupes,
chacun ayant son propre directeur
exécutif. La structure du Groupe des
maladies transmissibles (voir ci-
dessous) est organisée horizontale-
ment et repose sur les domaines de
fonctionnement, plutét que verticale-
ment, en fonction et des maladies, et
devrait offtir une souplesse et une
collaboration accrues. En plus de la
consolidation des programmes exis-

tants, la réorganisation a donné lieu
au lancement de nombreuses activités
nouvelles. Le Groupe des maladies
transmissibles englobe les activités de
nombreux programmes, comme les
programmes liés 4 la lépre, 4 la tuber-
culose et a la surveillance des mala-
dies tropicales, 4 la surveillance ct 4 1a
lutte contre les autres maladies trans-
missibles et émergentes, ainsi qu’a la
recherche et 4 la formation dans le
domaine des maladies tropicales.

Le D" Mark Perkins dirigera les
activités de diagnostic du SDI dans le
cadre de I’équipe de Recherche et
développement de produits (encerclé).
L’Initiative de diagnostic de la
tuberculose et les nouveaux projets de
diagnostic des autres maladies priori-
taires font aussi partie de cette activi-

Faire reculer

Groupe des maladies transmissibles

Initiative Halte a la

directeur exécutif

le paludisme

tuberculose

|
Eradication et
élimination
Elimination de
la lépre

Elimination des
filarioses lymphatiques

Bradication de la

Prévention
Planification et
direction technique

Soutien des pays

Mobilisation sociale, défense

et lutte

Surveillance et
intervention

Lutte contre les
maladies épidémiques

Dangers d’origine animale
et alimentaire pour
la santé publique

Surveillance et

Recherche et développement
{comprenant maladies tropicales)

Intervention, développement
et évaluation

Recherche et
développement de produits

Recherche stratégique

draconculose des droits et formation interventions intégrées
Recherche opérationnelle Résistance anti-infectieuse, Renforcement des
et épidémiologique surveillance/endiguement capacités de recherche
Initiative SDI volume 6, naméro I, décembre 1999

Santé Health
Canada Canada

L

Canada




té. Le Diagnostic se joint aux activités
liées 4 la découverte de médicaments
et de vaccins contre les maladies tro-
picales a 'intérieur de Iéquipe de
Recherche et développement de
produits, dirigée par le D' Win
Gutteridge. La SDI ’attend a tirer
parti du savoir-faire de cette équipe en
matiére de recherche et de développe-
ment de produits et de ses collabora-
tions avec I'industrie. Les services de
Recherche et développement, dont
font partie Recherche et développe-
ment de produits, sont dirigés par le
I¥ Carlos Morel et comprennent le
Programme spécial, lancé il y a 25
ans, de recherche et de formation dans
le domaine des maladies tropicales.

Le point sur la SDI

L’organisation et
I’administration de la SDI
ont connu des changements majeurs
au cours de la derniére année. Le se-
crétariat de la SDI est maintenant in-
corporé au Groupe des maladies
transmissibles, Le recrutement d’un
agent d’administration de la SDI est
€N cours.

Auparavant, deux grands comités
étaient chargés de I’ orientation des
activités de la SDI. Le Comité direc-
teur assurait un leadership, fournissait
une orientation et était responsable de
I’examen des demandes d’autorisa-
tion et des subventions. Un comité
des parties intéressées (CIP) accueil-
lait les intervenants épousant les buts
de la SDI visant le développement de
méthodes diagnostiques peu coliteu-
ses et rapides, utilisables dans les mi-
lieux disposant de peu de ressources.
En passant de PONUSIDA a 'OMS,
I’organisation de la SDI a aussi
changé.

Les comités existants ont été dis-
sous et les membres remerciés pour le
temps et I’expertise qu’ils ont consa-
crés & cette entreprise. Les présidents
précédents, Max Chernesky, du
Comité directeur et Paul Delay, du
CIP, ont démissionné de ces postes.
Tous deux continuent cependant de
travailler 4 1a SDI : le D" Delay

est toujours membre du SDI et le
D" Chernesky préside le Comité
consultatif scientifique.

Le SDI demeure en place et est
présidé par M. Julitus Schachter.

Les activités de la SDI se trans-
forment. Plutdt que de jouer un role
de mini-organisme de subvention 4 la
mise au point de méthodes de dosage,
la SDI se consacre maintenant a
I"évaluation d’épreuves diagnostiques
des MTS rapides, déj existantes,
dans les milieux ot il v a peu de res-
sources, en vue d’obtenir ce qui sera
vraisemblablement la prochaine géné-
ration d’épreuves diagnostiques rapi-
des. C’est pourquoi nous essayons
d’acquérir de I'expérience en évalua-
tion de tests dans les conditions mé-
mes de leur utilisation. Ce qui est
évidemment plus difficile a réaliser
que dans les laboratoires de recherche
sophistiqués et les cliniques faisant ce
type de recherche.

La SDI va poursuivre ses activi-
tés de financement de la recherche
dans le cadre de restrictions budgétai-
res, activités qui seront examinées, au
besoin, par un Comité consultatif
scientifique. Au lien d’un comité per-
manent, on fera appel 4 I"expertise
nécessaire pour chaque examen; le
DF Chernesky assurera la direction de
ce comité. Les subventions déja ac-
cordées seront valides jusqu’a leur
échéance et si les travaux progressent
de facon satisfaisante et que I'on dis-
pose de fonds, ils continueront de re-
cevoir un appui financier.

Le bulletin d'Acces global,
publié depuis 6 ans dans le cadre du
Program for Appropriate Technology
in Health (PATH) a Seattle est pré-
sentement publié a Santé Canada et
coordonné par la D™ Ann Jolly du
Bureau du VIH/sida, des MTS etde la
tuberculose. Nous sommes reconnais-
sants envers des individus comme
Jaqueline Sherris, Diane Lachman et
leurs collégues a8 PATH qui ont tou-
jours bien mené ce projet. Nous som-
mes également reconnaissants envers
le Rockefelles Foundation pour son
appui financier.

Depuis 4 ans, six projets ont &té
financés par le SDL. Le présent numé-
ro du bulletin résume les progrés réa-
lisés par plusieurs de ces projets.

e Anticorps
monoclonaux
diagnostiques de
la protéine du récepteur
de ’hémoglobine
&’H. ducreyi

L’objectif de ce projet a éte de
mettre au point unc méthode de dia-
gnostic du chancre mou, reposant sur
les anticorps monoclonaux et que ’on
puisse utiliser sur place, sans faire de
culture. On utilise les anticorps mono-
clonaux (Acm) spécifiques de la pro-
téine de fixation de I’hémoglobine
(HgbA) d’ Haemophilus ducreyi. On
a choisi I'HgbA pour le dépistage
d’H. ducreyi parce que cette protéine
importante est présente dans tous les
isolats examinés; elle conserve son
activité immunologique et fonction-
nelfe; on peut en purificr de petites
quantités, rapidement et en une seule
étape, et elle posséde un grand pou-
voir immunogene chez les animaux
de laboratoire. Les mutants isogéni-
ques de I'HgbA sont avirulents chez
le modéle humain d’infection par
H. ducreyi {(données non publiées),
laissant supposer que 1’expression du
géne est nécessatre pour qu’il y ait
maladie et qu’il n’existe pas de mu-
tants naturels, C’est pourquoi I'HgbA
pourrait s’ avérer une bonne cible pour
le dépistage immunologique.

On a purifié de I’'HgbA native
(nHgbA, de H. ducreyi) et recombi-
nante (rHgbA, surexprimée chez E.
coli), immunisé des souris et criblé
plusieurs milliers de surnageants
d’hybridomes pour la réactivité. On
a réalisé le clonage de nombreuses
lignées d’hybridomes par réduction
des dilutions, et les clones qui se sont
avérés stables ont été utilisés pour
produire des surnageants cellulaires
en volumes de 0,5 L aux fins de
caractérisation plus avancée. Nous
avons purifié des IgG spécifiques de
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chacun d’eux en quantités analyti-
ques. Nous avons mis au point une
méthode de capture ELISA simple
qui utilise chacun des anticorps puri-
fiés 4 titre d’anticorps capteur et le
sérum antipeptide de lapin a titre
d’anticorps de détection. La réactivite
croisée des anticorps monoclonaux a
été évaluée par rapport 4 un panel de
souches provenant de régions géogra-
phiques différentes et contenant di-
vers ribotypes (P.A. Totten, manuscrit
en préparation).

Nous avons isolé, purifié et
caractérisé plusicurs Acm, Nous
avons cultivé des souches géographi-
quement diversifié¢es (voir ci-dessus)
et préparé les extraits cellulaires pour
des tests. Dans notre protocole, les
cellules d’H. ducreyi sont solubilisées
4 1’aide d’un détergent et tous les
Acm reconnaissent cette forme
d’HgbA, Parmi les nombreux Acm
évalués, nous en avons identifié
trois particuliers qui ne sont pas
compétiteurs et qui reconnaissent la
protéine HgbA de toutes les souches
d’H. ducreyi utilisées pour les épreu-
ves. Nous estimons qu’avec le test
ELISA simple, non optimisé, nous
pouvens facilement détecter 50 ng
d’HgbA purifiée, mélangée  un
extrait cellulaire d’un mutant d’/4.
ducreyt incapable de synthétiser
I’'HgbA. Cela correspond sensible-
ment & 100 600 bactéries (en fonction
de la souche, du degré de privation en
héme et d’autres variables). Nous
n’avons pas essayé d’optimiser cette
méthode ELISA, mais nous [’avons
plutét utilisée aux seules fins
d’évaluation des souches. Nous
disposons donc de trois Acm pour la
capture et la détection.

Christopher Elkins, Ph.D.

sreNg Mode de détection
rapide destiné au
diagnostic du
chancre mou

Une étude de faisabilité a éte
entreprise en vic d’évaluer ['utilité
d’anticorps polyclonaux et monoclo-

naux (Acm) anti-protéines du stress
&’H. ducreyi aux fins de la détection,
par capture, de ce micro-organisme
dans les échantillons cliniques; on es-
pére augsi évaluer leurs performances
avec la technique immunochromato-
graphique en vue de leur utilisation
dans les pays en développernent gui
ne disposent pas de laboratoires.

Au cours de cette étude, ona
produit et purifié des anticorps mono-
clonaux et polyclonaux en grande
concentration. I.”Acm BB11 a réagi
avec toutes les souches &’ H. ducre,
alors que I’Acm CC11 et I’anticorps
polyclonal réagissaient en plus avec
d’autres espéces &’ Haemophilus. La
détection de 1’épitope visé par BB11
et non par CC11 a été améliorée grice
4 une incubation préalable en pré-
sence de SDS 4 0,1 %, ce qui n’a pas
été le cas avec lI¢ Triton X-100, le
Tween 20 ou le Tween 80. L’Acm
BB11 s’est avéré le plus utile de ces
anticorps et, en association avec
I’anticorps polyclonal, il a servi a la
mise au point d’une méthode de
détection par capture. On a en outre
réussi 4 conjuguer le Acm BB11 a de
1’or colloidal et ces produits de conju-
gaison sont capables de reconnaitre
H. ducreyi quand on utilise I'immu-
nochromatographie.

Afin de déterminer la sensibilité
et la spécificité de ces anticorps
pour la détection de 1’antigéne d’ .
ducreyi dans les échantillons clini-
ques, on propose d’évaluer leur per-
formance dans un test d’immuno-
capture avant d’aller plus loin dans la
mise au point du protocole immunoc-
hromatographique. Les anticorps
possédant une sensibilité et une spéci-
ficité élevées sont souvent facilement
transférables de 1la méthode ELISA &
I'immunochromatographie. Le maté-
riel clinique consistait de préléve-
ments par écouvillonage d’ulcéres
génitaux provenant de plus de 200
hommes s’étant présentés a des clini-
ques &’ Afrique du Sud souffrant
d’ulcérations génitales, lesquels prélé-
vements avalent été transférés conge-
1és a St. Mary’s a Londres. La cause
de 'ulcération génitale de ces patients

avait été déterminées au SAIMR de
Joharnesburg,  1’aide de tests de de-
pistage de Treponema pallidum, d’H.
ducreyi, du virus de U'herpes et de
Chilamydia trachomatis. On entre-
prend maintenant I’ optimisation de la
libération des antigénes des écouvil-
lons aux fins d’évaluation des échan-

tillons.

Catherine Ison, Ph.D.
Ron Ballard, Ph.D.

Rapport provi-
soire du Panel
d’échantillons
de la SDI

Les efforts en vue de constituer
un panel d’échantillons de matériel
clinique contenant des pathogenes se
poursuivent, Le nombre d’échantil-
lons du bas appareil génital prélevés
chez des hommes et des femmes
apparaissent au tableau 1A. Ces
échantillons proviennent d’études
effectuées en Amérique du Nord, en
Afrique et en Asie. On a aussi regu de
S. Morse et de R. Ballard des échan-
tillons de frottis d’ulcéres génitaux.
[a ventilation de ces échantillons ap-
parait au tableau 1B.

On offre aussi des agents cultivés
en laboratoire pour constituer des
panels de sensibilité et de spécificite
destinés aux épreuves en vue du dia-
gnostic éventuel des maladies trans-
mises sexuellement. On y retrouve
du matériel provenant de testicules de
lapin pour Treponema pallidum ainsi
que la flore normale des voies génita-
les pour le panel de spécificité.

J. Schachter, Ph.D.

g Mise au point d'un
essai de traction

pour la syphilis par
immunochromatographie

a phase unique

PATH et Omega Diagnostics
viennent de compléter la procédure
initiale de développement d'un pro-
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Tableau 1. Panel d’échantillons de la SDI

A. Bas appareil génital

Chlamydia Gonococcus  Les denx Les deux
+ + + -

Femmes

Ecouv. vaginaux 340 290 236 1680

Ecouv. cervicaux 197 184 131 924

Urine 573 338 165 3302
Hommes

Urine 487 i74 29 4 846
B. Echantillons d’uleéres génitaux
Endroi Nombre Virus Herpés  Haemophilus Treponema

ndroit total Simplex + ducreyi + pallidum +
Afrique du Sud 173 24 132 17
Jamaique 214 138 54 22
Total 387 162 186 39

duit. Il s'agit d'un essai de traction par
immunochromatographie 4 phase
unique capable de détecter les anti-
corps spécifiques-au T pallidum. En
utilisant le plasma ou le sérum du
sujet, les résultats apparaissent en

10 minutes ou moins. Les bandes,
conditionnées sous forme de sachets
en pélicule d'aluminium, sont utilisa-
bles pendant plusieurs mois & des
températures ambiantes.

Au cours des derniers mois de
1998, Omega et PATH ont réussi
le transfert de l'essai 3 Quorum
Diagnostics, une filiale de Omega sise
4 Vancouver au Canada. On a rédigé
des procédures d'utilisation normali-
sées ainsi que d'autres documents de
fabrication et on vient d'entamer une
production commerciale.

Une premicre évaluation pros-
pective sur le terrain de l'essai de
traction pour la syphilis pratiqué sur
187 échantillons biologiques obtenus
d'une clinique de MTS 4 Mumbia
en Inde, a révélé une sensibilité de
96,6 % et une spécificité de 96,1 %
par rapport aux résultats des essais
RPR et TPHA. En outre, 'essai a don-
né un résultat positif pour plusieurs
sujets souffrant d'une syphilis précoce
laquelle ne réagissait pas encore &
l'antigéne de l'essai RPR. Une étude
rétrospective menée & Birmingham,

Alabama, sur 260 échantillons biolo-
giques d'une clinique de MTS a
également témoigneé de la haute
sensibilité et spécificité de l'essai. Des
données semhlables ont éé obtenues
a partir d'écrans plasmiques ou séro-
logiques venant de I'Afrique du Sud et
de I'Europe de I'Est. Des études clini-
ques prospectives sont présenternent
en cours au Mexique, au Pérou et
dans les Philippines, et d'autres études
sont projettées. PATH et Omega tra-
vaillent actuellement a l'amélioration
de l'essai, v compris une modification
de 1a bande qui permettrait d'utiliser
du sang total comme échantillon et
ainsi d'effectuer I'essai directement a
partir d'un échantillon de sang vei-
neux ou encore, de préférence, & partir
d'une piqire de doigt.

Milton Tam, Ph.D.
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