
I - Application: 

Lorsque le recepteur antigenique d'une lymphocyte T reconnait un antigene specifique d'une 

substance lie a une molecule HLA de Classe I ou 11, cette cellules T repond de differentes manieres 

(par exemple en secretant des cytokines inflammatoires etlou en en se divisant). Chaque lymphocyte 

T n'exprime qu'un seul recepteur antigenique specifique. Lorsqu'un nombre suftisant de cellules T 

sont presentes (en general superieur a 1/10000), la reponse des lymphocytes T specifique peut dtre 

detectee experimentalement par des test in-vitro ou in-vivo. In-vivo, la reponse des cellules T est 

generalement mesuree par le test cutane d'hypersensiblite retardee. In-vitro, la reponse des 

lymphocytes T est normalement mesuree par I'enregistrement de la proliferation de ces cellules En 

clinique, un individu pour lequel a ete mesuree une reponse positive a un antigene specifique, est dit 

sensibilise ou hypersensibilise a cet antigene. 

Le beryllium peut dtre un composant d'antigene. Chez un petit nombre d'individus (5%) 

d'une population expose au beryllium, il est associe a des symptbmes d'hyper-sensibilisation de type 

granulbmes En fait, un grand nombre de lymphocytes T CD4+ s'accumulent dans le poumon chez 

les individus atteint de CBD (Chronic Beryllium Disease) (Rossman et al, 1988 and Saltini et al, 

1989). La reactivite de ces lymphocytes foumit un moyen specifique et sensible de differencier en 

laboratoire une sensibilisation au beryllium d'une sarcoi'dose (Rossman et al, 1988) Apparament, 

seuls les lymphocytes T CD4+ reagissent au beryllium (Saltini et al, 1989). Dans des cas de CBD, la 

reactivite des cellules T au beryllium obtenues par des lavages broncho-alveolaires est generalement 

plus forte que celle de cellules peripheriques. Mais en mesurant la reponse lymphocytaire obtenues 

par du sang peripherique. la sensibilisation au beryllium peut egalement Ctre detectee chez des 

travailleurs qui n'ont pas developpe la maladie (Kreiss et al, 1993) Quelque-uns des travailleurs qui 

ont ete identifies positifs par a un test BeLPT (Beryllium Lymphocyte Proliferation Test) ont par la 

suite developpes la maladie. 

Le test de proliferation des lymphocytes peripheriques en reponse au beryllium (BeLPT) est 

utilise comme outil de depistage d'une possible CBD, comme outil de surveillance dans des milieux 

de travail expose et comme partie des criteres de diagnostique dans le cas de maladie. Ce test n'est 

pas indique comme test de depistage de la maladie, il fait reference a la sensibilisation au beryllium 

de l'individu teste et par ce fait peut se reveler un outil diagnostique determinant. 



11- Principe: 

Lors du test BeLPT, les lymphocytes sont tout d'abord isoles a partir du sang peripherique. 

L'isolement est realise grlce a une centrifugation du sang sur un gradient de Ficoll, qui separe les 

elements du sang suivant leur densite. Les lymphocytes et monocytes, de densite proche, se 

retrouvent en une couche intermediaire blanche. Ces cellules sont alors prelevees et sont ensuite 

resuspendues et mises en culture a une concentration predeterminee de 1.25 cellulesiml, en presence 

ou non de differentes concentration de beryllium. Pour chaque echantillon sanguin, la stimulation est 

realisee en duplicata afin d'dtre mesuree sur deux periodes d'incubation de 4 jours et 6 jours. Chacun 

de ces duplicata comprend un contrale negatif (cellules dans le milieu seul) et un contrale positif de 

proliferation qui est realisee par : 

- une stimulation avec le PHA (agent mitogene) pour une incubation de 4 jours. 

- une stimulation par des antigenes de Candida albicans pour 6 jours d'incubation 

La mesure de la proliferation est realisee par I'utilisation de thymidine methyl-tritiee. La 

thymidine, precurseur de I'ADN s'inserre dans la chaine de nucleotides au moment de la phase S 

(replication) du cycle de division cellulaire. Detecter I'incorporation de thymidine radiomarquee dans 

les lymphocytes mis en culture, revient a evaluer la proliferation qui a eu lieu sur un temps donne (en 

presence ou non d'un agent de stimulation). La thymidine est donc ajoutee au milieu de culture apres 

3 et 5 jours d'incubation. Puis, apres 18 a 24h d'incubation en presence de thymidine tritiee, les 

cellules sont recoltees de maniere automatisee sur un filtre de fibre de verre. La radioactivite est 

ensuite comptee pour chacun des echantillons pendant I minute a I'aide d'un compteur a scintillation. 

Les resultats exprimes en cpm sont ensuite transformes pour dtre exprimes en index de stimulation 

qui correspond au rapport de proliferation entre les echantillon stimules et non-stimules. 


