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ans les pays en développement (PED),

la biologie est généralement le parent
pauvre des politiques de santé nationale.
Faute de ressoures suffisantes, les moyens
ont été prioritairement donnés aux pro-
grammes de prévention, de soins et d’édu-
cation des populations. A I’exception de
quelques rares PED bénéficiant de la pré-
sence de centres de recherches médicales,
la carence en laboratoirs de biologie est la
regle générale. Depuis la fin des années 90,
sous la forte impulsion de I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), ces pays ont
pris conscience de I’'importance capitale de
la biologie dans I’aide a la définition des
stratégies de lutte contre les maladies
infectieuses transmissibles, et en particulier
les maladies a caractere épidémique. Ils ont
ainsi adopté des résolutions de renforce-
ment de la surveillance épidémiologique de
ces maladies pour une meilleure préparation
a lariposte contre d’éventuelles épidémies.
Les nouvelles stratégies globales de sur-
veillance intégrée attribuent aux labora-
toires un role déterminant dans la chaine
d’alerte aux épidémies. De petits labora-
toires de biologie ont été mis en place dans
les structures sanitaires naionales, au
niveau des districts voire des centres de
santé.

En réalité et malheureusement, la plu-
part de ces laboratoires en périphérie ne
sont pas fonctionnels. Les difficultés qui
entravent leur bonne marche sont multiples,
récurentes et bien souvent identiques d’un
p aysa l’autre. Il s’agit de pro blemes logi s-
tiques (irégularité de I’électicité, absence
de service de maintenance des équipements,
rupture de chaine de froid, irrégularité des
approvisionnements...), d’insuffisance en
ressources humaines (manque de techni-
ciens et de biologistes, mobilité du per-
sonnel, manque de motivation), de 1’ab-
sence de controle de qualité et de
supenision. Par ailleurs, les contraintes cli-
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matiques (humidité, forte chaleur, pous-
siere) sont d’autres facteurs aggravants qui
peuvent retentir sur la qualité des résultats
rendus.

La panoplie des techniques biolo-
giques de diagnostic des maladies infec-
tieuses est large, allant de la recherche
simple du pathogene par observation micro-
scopique aux méthodes génétiques les
plus sophistiquées (PCR, puces 2 ADN), en
passant par la bactéiologie classique et les
méthodes immu n o1 ogiques (agglutination,
fluorescence, ELISA). Le choix des
méthodes utilisables dans les PED doit
prendreen considération non seulement les
classiques criteres de validité des tests mais
également leur technicité, le coit des
investissements et des consommables, la
facilité de 1’approvisionnement etc... Dans
la pratique le biologiste doit trouver le
meilleur compromis pour un environnement
local donné.

Quel test hiologique pour les PED ?

Pour les PED, un test biologique doit
étre trés sensible et spécifique (> 98 %),
fiable, d’un cofit acceptable (< 1€), simple
et rapide a réaliser, ne nécessitant aucun
appareillage, reproductible, facile a inter-
préter, a expédier et a conserver (tempéra-
ture ambiante). En résumé il doit étre
robuste.

Le test biologique idéal et parfait
n’existe pas. Cependant, il s’est développé
au cours de la demiere décade, des
méthodes semi-rapides (dot blot, spot test,
test en « peigne »), déja largement adoptées
par les PED pour le diagnostic par exemple
de I’infection par le VIH ou par le virus de
I’hépatite B. Bien que trés sensibles et spé-
cifiques, ce sont des tests immnoenzyma-
tiques qui se font en plusieurs étapes et doi-
vent €tre conservés a +4°C.

Plus récemment, des tests rapides en
une seule étape ont été développés et com-
mercialisés. Ils sont basés sur le principe de
I’'immunochromatographie avec des parti-
cules pré-colorées. Ces tests sont plus com-
munément appelés test bandelette ou test
savonnette.

Les tests rapides

Ils sont basés sur le principe de 1’im-
mu n o chrom atographie sur membrane avec
des nanoparticules d’or colloidal naturel-
lement colorées en rose (Fig. 1). La phase
mobile, migrant le long de la bandelette, est
constituée de particules d’or préalablement
conjuguées a un anticorps monoclonal spé-
cifique de I’antigene cible. L’anticorps de
capture fixé en un trait fin sur la membrane
centrale de nitro-cellulose, sert a retenir et
concentrer les particules d’or complexées a
I’antigene cible éventuellement contenu
dans I’échantillon a tester. Le controle
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Figure 1 - Schéma de principe de 'immuno -
chromatographie avec des particules d’or col -
loidal . Exemple de la détection de I'antigéne F1
de Yersinia pestis.



Figure 2 - Test rapide par immunochromato -
graphie. Exemple de bandelettes négative et
positive.

interne de la réaction est constitué par une
deuxieme ligne de capture des particules
d’or conjuguées, sur la méme bandelette.
Apres 10 a 15 minutes (Fig. 2), un résultat
négatif se traduit par I’apparition d’un seul
trait rose (ligne «contrdle »), tandis qu’un
résultat positif apparait en deux taits
roses (ligne «contrdle» et ligne «test»).

Les tests immunochromatographiques
peuvent se présenter sous forme de bande-
lettes nues ou encastrées dans un étui en
plastique (plaquette, savonnette, carte).
Avec les bandelettes, la réaction s’effectue
en flux vertical dans un tube contenant 150
2200 pl de I’échantillon a analyser. Pour les
tests en plaquette, la réaction est réalisée en
flux horizontal aprés introduction de
1’ échantillon biologique dans la fenétre des-
tinée a cet effet.

Les tests immunochromatographiques
présentent de nombreux avantages :

- la praticabilité : généralement en une
seule étape par simple introduction de
I’échantillon biologique a tester dans un
tube ou dans la fenétre«échantillon » de la
plaquette ;

- la rapidité et simplicité d’interprétation :
lecture a I’ceil nu apres 10 a 15 mimtes;

- la trés grande sensibilité : seuil de
détection du méme ord re que celui des tests
ELISA (Ing /ml) ;

- la tres grande spécificité : grace a I'uti-
lisation d’anticorps monoclonaux de trés
bonne qualité;

- le contrdle de qualité intégré au test
(trait «controle»);

- la facilit¢ du tansport et de la
conservation grace a leur stabilité a tem-
pérature ambiante (2 ans <30°C);

- le test réalisable sur sérum, sang total,
urine ou tout autre fluide biologique;

- aucun appareillage nécessaire (utili-
sable dans les structures dépourvues d’élec-
tricité) ;

- le temps de formation du personnel
trés court (1 a 2 heures) ;

- la trés bonne rep roductibilité ( peu de
variation entre les manipulateurs).

Ces tests répondent pratiquement a
toutes les exigences requises pour une uti-
lisation en condition de terrain par du per-
sonnel non biologiste dans les dispensaires
etles laboratoires de brousse. Les quelques
faiblesses a relever sont :

- leur rapide altération en atmosphere
humide. Ces tests doivent donc impérati-
vement étre conservés dans leur emballage
fe rmé jusqu’au moment de leur utilisation ;

- I’absence de résultats quantitatifs.
Dans certains cas, 1’ obsenation de I’inten-
sité du trait rose, par référence a une gamme
de concentrations d’antigene cible, permet
de rendre des résultats semi-quantitatifs .

Laccessibilité aux tests rapides

A T’heure actuelle, les tests rapides
commerdalisés sont encore peu accessibles
a large échelle aux PED car relativement
chers (2 a 3 € par test). Ceci est vrai, si on
compare leur prix a celui de I’examen
microscopique. Mais, en contre partie, les
tests rapides sont moins fastidieux, plus sen-
sibles, et plus spécifiques. A I’inverse, ils
sont 5 a 10 fois moins chers que les tech-
niques de bactriologie dassiques, les
tests d’agglutination et les tests ELISA ou
PCR. Cet avantage est encore accentué si
I’on tient compte du temps nécessaire en
personnel.

Pour réduire le cofit de production, les
tests rapides sont de plus en plus fabriqués
sous licence dans les pays du Sud. Déja
pour des tests phares comme ceux pour le
diagnostic du VIH et du paludisme, les
tarifs proposés aujourd’hui sont de I’ordre
de 1 €, considérés comme acceptables par
les PED. Il est sans doute possible de négo-
cier d’avantage pour des achats groupés
importants.

De plus en plus de tests rapides sont
disponibles sur le marché, mais ils ne
concernent pratiquement que les maladies
sévissant dans les pays du Nord, ou des
maladies qui touchent un nombre important
d’individus.

Un test de diagnostic rapide
de la peste humaine

En ce qui concerne les maladies infec-
tieuses ra res ou qui ne frappent que les pays
aressources limitées, peu d’industriels sont
motivés pour investir dans le développe-
ment de nouveaux tests. C’est le cas de la
peste humaine qui sévit encore dans une
vingtaine de pays parmi les plus défavori-
sés. Elle ne touche que quelques milliers de
personnes par an, mais son potentiel épi-

Figure 3 - Diagnostic rapide de la peste par un
agent sanitaire malgache.

démique est tres élevé si des mesures de
lutte ne sont pas appliquées trés rapidement.
La peste est une maladie des rongeurs due
a Yersinia pestis et transmise par leurs
puces. On observe généralement une mor-
talité des rats précédant d’une dizaine de
jours les premiers cas humains. Madagascar
est un des foyers les plus actifs de peste
dans le monde et pres de 40 de ses 111 dis-
tricts sanitaires sont touchés. Cette anthro-
pozoonose sévit le plus souvent dans les
régions tres enclavées dépourvues de lab o-
ratoire La confirmation bactériologique des
cas suspects de peste n’est réalisée qu’au
laboratoire de référence dans la capitale et
nécessite un délai d’une semaine. Trés sou-
vent, il se passe 2 a 3 semaines avant que les
prélevements ne soient réceptionnés au
laboratoire central. Or le succes de la lutte
et de la prévention contre les épidémies
dépendent de la précocité de I’alerte et de
la riposte.

Afin d’améliorer le diagnostic de la
peste, nous avons eu l’initiative de déve-
lopper un test rapide de détection de I’ anti-
gene F1 trés spécifique de Y. pestis (Fig. 1
et 3). En1’an 2000, ce test a été mis au point
et évalué par les Instituts Pasteur de
Madagascar et de Paris (1). Son excellente
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Figure 4 - Diagnostic de la peste bubonique :
ponction d’un bubon axillaire
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Figure 5 - Algorithme homme.

perfo rmance a été démontrée au laboratoire
et sur le terrain pour le diagnostic des formes
bubonique et pulmonaire de la maladie. 1l
permet désormais de dépister la peste au
chevet des patients en une quinzaine de
minutes dans les villages les plus reculés du
p ays (Fi g.4). Sa perfo rmance a également
été démontrée pour le diagnostic étiologique
de la peste sur des rats trouvés morts (2).
L’utilisation de bandelette de diagnostic sur
le terrain permet dans les deux cas de don-
ner I’alerte et d’engager immédiatement les
mesures de lutte et de prévention qui s’im-
posent : antibiothémpie pour le malade,
mesures de prévention pour I’entourage et
désinsectisaion de I’env i ronnement pour
tuer les puces vectrices de la maladie. Il
s’agit d’un progres considérable pour la sur-
veillance et la lutte contre cette maladie ré-
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Figure 6 - Algorithme rat.

émergente, tres souvent mortelle en 1’ab-
sence d’un traitement précoce.

Au vu de ces résultats remarquables, le
Ministere de la Santé malgache a décidé
d’intégrer I’utilisation de ce test rapide dans
son Programme National de Lutte contre la
Peste. Deux algorithmes décisionnels ont
été élaborés pour 1’alerte précoce et la sur-
veillance de la peste, I’un pour les malades
(Fig. 5) et 'autre pour les rats morts
(Fig. 6). Grace a un prét de la Banque
Mondiale, une petite unité de production a
été installée dans le laboratoire central de la
peste a I'Institut Pasteur de Madagascar.
Désormais opérationnelle, elle permet la
fabrication des 5000 a 10 000 kits de dia-
gnostic (test bandelette et mat € riels de pré-
Ieévement) nécessaires au pays chaque
année. En I’an 2002, nous avons fo rmé une

centaine de responsales de santé qui a leur
tour ont formé les agents sanitaires exercant
dans les centres de santé de base. Les ban-
delettes sont disponibles dans pres de 400
centres de soins des hauts plateaux mal-
gaches. La possibilité de faire bénéficier
d’autres pays de ces kits est aujourd’hui a
I’étude au sein de ’OMS et de I’Institut
Pasteur de Madagascar.

Selon le méme principe et la méme
démarche, nous avons également mis au
point deux bandelettes pour le diagnostic du
choléra, le sérogroupe universel O1 et le
s é rogroupe émergent O139. Ces deux tests
ont été évalués avec succes a Madagascar
et au Bangladesh (3, 4). D’autres tests sont
en cours de développement pour la sur-
veillance des maladies a caractere épidé-
mique (méningites) B
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