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1. INTRODUCTION

Au fur et & mesure de leur mise au point, toutes les diverses technilques sérologlques ont
été utilisées pour le diagnostic biologique de 1'hydatidose (Ambroize-Thomas, 1969;
Ambroise-Thomas & Desgeorges, 1979; Ambroise-Thomas & Rien Truong, 1970; Biguet et al,, 1962;
Bout et al., 1974, 1975; Capron et al., 1970; Gentilini & Pinon, 1972; Musiani et al., L974;
Quilici et al,, 1971; Varela-Diaz et al., 1977)}. D&s 1973, Bout &t al., puis Farag et al. ont
appliqué & ce diagnostic 1'une des plus récentes méthodes, le test ELISA (titrages avec immuno-
adsorbant 11é & une enzyme). Ces travaux préliminaires ont été réalisés en macrométhode, ce qui
exige des quantités relativement importantes de réactifs et surtout ne permet pas la lecture
du test directement dans les plaques de microtitration.

Utilisant une technique mise au point én 1978 par Ambroise-Thomas et Desgeorges
(Ambroise-Thomas & Deggeorges, 1978; Ambroise-Thomas et al., 1978) dérivée de la méthode
déerite par Voller et al, (1975), nous avens &tudié la valeur diagnostique et les limites du
test ELISA dans l'hydatidose en comparant les résultats de ce test 4 ceux de 1'hémagglutination
indirecte et de 1'immunofluoresecence indirecte.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Sérums étudids

I1 s 'agit de :

a) 16 sérume prélevés chez des sujets saing, indemmes de toute parasirose (sérums
témoins négatifs);

b} 32 mérums provenant de cas d'hydatidose hépatique ultérieurement confirmés lors de
1*ablation chirurgicale;

e) 78 sérums prélevés chez 13 malades différents, avant puls aprés traitement chirur-
gical éventuellement associé & un essal de traitement médical par le flubendazole
{Ambroise-Thomas, 1978), Ces 13 cas d'hydatidose correspondent aux localisations

suivantes :

. 4 hépatiques (inelus également dans les 52 gérums de b)),

. 5 pulmonairces,

1 hépatigque et pulmonaire,

. 1 pulmonaire et cérébrale,

. 1 cardiague,

. 1 céréhrale,
a) 146 sérums prélevés chexz des patients porteuvrs de diverses affections parasitaires
oy non;

a) ! liquide céphalo~rachidien (LCR) prélevé chez un patient atteint d'hydatidose
cérébrale,

Dans tous les ecas, ces différents zérums ou LCR ont &té, déz leur prélévement, répartis en
aliguots de faible volume et conservés @ -20°C jusqu'a leur &tude sérologique.
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2.2 Immunofluorescence indirecte

Suivant la technique décrite par Ambroise-Thomas en 1969, ce test a été effectué sur des
coupes 3 la congélation de scolex d'Echinococcus granulesus provenant de kystes hydatiques
recueillis aux abattoirs (moutons). Les sérums sont é&tudiés aux dilutions 1/20, 1/40, etc, On a
réalisé une contre~coloration par une solution de Bleu d'Evans 2 1/10 000 dans laguelle est
dilué le comjugué fluorescent.l

2.3 Hémagglutinatipn ipdirecte

Les réactifs utilisés2 &taient conatitufs par des hématies de moutons formolées et sensi-
bilisfes en présence de glutaraldéhyde par de lTantig2ne hydatique (ligquide prélevé dans des
kystes de chevaux parasitész). La réaction a été effectuée en 2 heures en plaques de mierotitra-
tion avec des sérums dilués & 1/40, 1/80, ete., sans absorption préalable sur des hématies de
moutons formolées mais non sensibilisées. Pour chaque sérum, un témoin permettait de dérecter
d*éventuelles agglutinines anti-moutoms qui devaient €tre alors élimindes par absotption.

2.4 Test ELISA

La méthode a &té décrite ailleurs (Ambroise-Thomas & Desgeorges, 1978). Le test a été réa-
1isé en plaques de microtitration en polystyrdne, sensibilisées avec de 1'antiglne hydatique
provenant de kvstes de moutons parasités¢3 La réaction a &té effectuée A& partir de sérums dilués
a 1/80 et avee des immunoglobulines conjuguées 2 la peroxydaae.4 Aprés addition de substrat
chromogdne révélateur, l'orthotolidine, la réaction a &té lue directement dans les plaques de
microtitration 2 1'aide d"un spectrophotométre pourvu d'un dispositif spécial.5 Les résultats
sont exprimés par la valeur de la densité optique (DO) obtenue pour chague sérum dilué 2 1/80_
Ces DO ont €té mesurées sur un trajet optique de 3,3 mm, correspondant 2 la hauteur de liguide
présent dans chague alvéole,

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Limite de positivité

Pour les 16 sérums témoins négatifs, les DO cbtenues ont toutes &té comprises entre O et
0,25 (Fig. 1). C'est donc cette derni2re valeur gui constitue dans nos conditions expérimen-
tales la limite iunférieure de positivité.

3.2 ContrSles de spécificité

Ces contrdles ont porté sur 146 sérums correspondant & diverses affections parasitaires ou
non (tableau 1).

Avec 1'antig®ne hydatique brut que nous avons employé, les réactions croisées n'ont &té
observées qu'avec diverses verminoses.

1 . . R
Conjugué fluorescent anti-immunoglobulines humaines, Institut Pasteur, lot N° 06.7451;
dilution d'emploi : 1/1000.

Les Laboratoires Fumouze nous ont fourni les réactifs utilisés pour les tests A" hémagglu-
tination indirecte (lot N" 1131).

Nous devons ces antigdnes & 1'aide amicale du Professeur Quilici et du Docteur Dumont de
la Faculté de Médecine de Marseille. Apxds titrage en damier, ces antigdnes ont &té emplovés 2
une dilution de 2 pg/ml {poids sec) répartie 3 raison de 100 pl par alvéole.

/ Anti-immpunoglobulines humaines, Cappel Laboratoire, leot N° 9687; dilution d'emploi @
1/2500.

5
Spaectrophotométre Vernon Phi 5.
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Cestodoses. L'echinococeose alvéolaire et la cysticercose sont provoguées par des para-

sites antigéniquement trds proches d'E. granulosus, Les réactions non spécifiques observées pour
ces deux parasitoses sont don¢e facilement explicables,

Parasitoses 3 trématodes. Il s'agit tout d'abord de la fasciolase pour lagquelle 42 des
59 séruma étudiés ont donné des DO supérieures au seuil de positivité, 3 de ces sérums &tant
d*allleurs fortement positifs, Cette constatation rejoint les résultats d'upe &tude antérieure
consaecrée 3 1'applicarion du test ELISA A la fasciolase (Awbroise-Thomas & Desgeorges, 1979),
Pour la bilharziose intestinale, Sorice et al, (1977) ont également obgervé par le test ELISA
des réactions croisées avec 1'antig2ne hydatique. Comme 1'ont montré Biguet et al. (1962), il

exlste au moins une fractien antigénique commune (fraction 14) entre E, pranulesus et
Schigtosoma mansoni.

Nématodoses. Parmi les diverses nématodoses, ce sont préciszément avec celleg dont les
parasites possddent la fraetion 14 (trichinose, ascaridiose et onchocercose) que les réactions
croisées les plus nettes ont été observées,

La fraction antigénique 14 paraTt jouer un rBle essentiel dans les résultats nom spéci-
fiques observés, C'est pourquoi nous avons distingué, dans la figure 1, les résultats des con-
trGles de spécificité réalisés d’une part pour les diverses affections parasitaires ou non et,
d'autre part, pour celles des parasitoses dont 1'agent causal possdde la fraction 14
{bilharzicse & §, mansoni, trichimose, asecaridicee et onchocercosed.

Dans nos conditions expérimentales et avec 1'"antigéne utilisé, le seuill de spécificité de
la réaction correspond done 2 une DO de 1,15, valeur la plus élevée observée pour des réactions
croisées avee un deg 3 zérums d'echinococcose alvéolaire et 2 des sérums d'onchocercose,

Cette valeur é&levée du seuil de spécificité est évidemment 1iée A la sensibilité du test
ELISA et 2 ]"emploi d'un antig2ne non purifié. Certe spéeifici{ré pourra samns deute 8tre trés
largement améliorée par l'utilisation de la fractiom 5 igolée par Bout et al, en 1974 et qui
cst consgldérée spécifique d'E. granulosus blen que des réactions croisées aient &té signalées
avec 1'echinococcose alvéolaire par Varela-Diaz et al, en 1977,

3.3  Etude de 61 sérums provenant de gas d'hydatidose conflrmés

Les résultats sont résumés dans la figure 1, Ilz concernent 52 hydatidoses hépatiques,
5 localisations pulmonaires iselées, 4 hydatidoses diverszes : cérébrale et pulmonaire, hépatique
et pulmonaire, vertébrale, cardiague. Pour les kystes hydatiques du foie, les DO obtenues 3 la
dilution de 1/80 ont toutes &té supérieures au seuil de positivité (0,23) puisque les valeurs
extr8mes s'échelonnent entre (0,40 et 2,25 avec une moyenne de 1,32,

Four 36 des 52 sérums (75 %), la DO est nettement supérieure au seuil de spéeificité et le
résultat correspond & un véritable sérodiagnostiec. En revanche, 5 sérums conduisent 2 upne DO
juste égale & la valeur liminaire de 1,1%, ce qui correspond & une simple présomptlon sérole-
gigque, Enfir, 1l sérums ont donné des résultats négatifs puisque inférieurs au seull de
spéeificité.

Pour les hydatidoses pulmonaires, les 5 sérums étudiés ont &té constamment positlfs,
certaings méme trés fortement (DO de 1,40). Ce résulrat est a priori paradoxal puisque, générale-
ment, les hydstidoses uniquement pulmonaivres ne s'accompagnent que de faibles taux d'anticorps
circulants. Nos constatations correspondent sans doute 3 une série d'chservatiens particulidre-
ment favorables pour des ralsons fortuites. Il ne faudrait évidemment pas en déduire que le
tast ELISA dispose, pour les hydatidoses pulmomaires, d'une valeur disgnostique particulidre.

Enfin, le test a été trouvé positif dans un cas d'hydatidose vertdbrale (DO = 1,45) alors
qu'il a été au contraire négatif pour une lecalisation cardiagque (DO = 0,62) et pour une hyda-
tidose cérébrale et pulmonaire (DO = 0,20). Dans ¢e dernier cas, il a été possible d'effectuer
un test & partir de liquide céphale-rachidien du malade. A la dilution de 1/10, la DO correspeon-
dante &tait de 1,05,
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Par ailleurs, la valeur diagnostique du test ELISA & &té comparée & celle de 1'immune-
fluorescence indirecte et de l'hémagglutination indirecte. Ce type de comparaison ne peut bien
sur conduire qu'2 des indications partielles puisque les antigenes utilisés n'ont pas été les
mémes dans tous les cas ! antipdnes "figurés” pour 1'immunofluorescence indirecte {coupes & la
congélation de scolex d'E, granulosus), antigdnes préparés au laboratoire & partir de liquides
hydatiques pour le test ELISA et enfin réactifs de commerce pour 1'hémagglutination indirecte.
Malgré ces réserves, les résultats obtenus dans 48 des 52 cas d'hydatidose hépatique confirmés
montrent une certaine corrélation entre les données du test ELISA d'une part, de 1'immuno-
fluorescence indirecte et de 1'hémagglutination indirecte d'autre part (Fig. 2 et ).

Plus intéressante gque cette corrélation d'ensemble, apparalt la complémentarité diagnos-
tique entre les différentes méthodes utilisées, Dans 3 cas en effet, des sérums faiblement posi-
tifs (titres inférieurs 2 1/320) en hémagglutination indirecte ont &té trouvés nettement posi-
tifs par le test ELISA. Des observations inverges ont &té faites dans 3 cas., De méme, pour 5
des 4§ hydatidoses hépatiques &tudiées, 1'immunofluorescence indirecte n'était que trés faible-
ment positive (1/20), les DO en ELISA £tant au contraire &levées, Dans 7 autres sérum=, 1'inverse
s'est produit avec des DO inférieures au seuil de spéeificité et, au contraire, des tests
d’immunofluorescence nettement ou intensément positifs (titres comprisz entre 1/80 at 1/1280).
L'ensemble de ces résultats confimme bien les conclusions d'une étude précédents
{Ambroise- Thomas & Desgeotrges, 1979).

3.4 Surveillance post-thérapeutigue

Les résultats sont regroupés dans le tableau 2. Ils concernent 79 sérums prélevés, chez

13 malades atteints de diverses formes d'hydatidese, avant et aprés traitement chirurgical
complété ou non par une tentative de traitement médical (flubendazole, per os, 2 la dose de

2 g/jour en 4 priseg pendant 2 & 5 semaines). Pour l'ensemble de ces 13 cas, 1'évolution sdro-
logique est évidemment trés variable. Pour 8 des cas sérologiquement positifs avant le traite-
ment, le rest ELISA est devenu négatif 6 fois et dans l'ensemble assez précocement entre le 7€
et le %08 jour suivant 1'intervention chirurgicale. En revanche, la sérologie est restde posi-
tive dans la totalité des contr8les effectués pour deux observatioms {e¢as LEH et RAF; voir
tableau 23}.

Par ailleurs, il n'a &té observé en aucun cas de pic sérologique post-thérapeutique ana-
logue 2 celui qui 2 &ré signalé par 1'immunofluorescence indirecte (Ambroise-Thomas, L1969
Ambroise-Thomas & Kien Truong, 1570).

Ces résultats encore préliminaires paraissent bien auguver de la valeur du test ELISA dans
la surveillance post-thérapeutique de l'hydatidose. En 1'état actuel de notre expérience, il
est encore bien entendu impossible de savelr dans quelle mesure les négativations sérologiques
corregpondent bien & des guérisomns totales et si la persistance des tests ELISA positifs traduit
ou non des guérisons incomplétes, Un délai de plusieurs années et un nombre plus &levé d'ohser-
vatinns seront indispensables pour fournir ces informations. Par ailleurs, nousz étudions actuel-
lement les possibilités offertes en ELISA par la détection non pas d'anticorps mais d'antigenes
circulants pour le contrGle post-thérapeutique des hydatidoses opérées.

4, CONCLUSTON

Cette étude confirme bien l'intérdt du test ELISA dans le sérodiagnostic de 1'hydatidose.
Avec les antigénes hydatiques bruts que nous avons employés, des réactions croisées ont &té
observées avec diverses verminoses. Le risque d'erreur correspondant peut &tre &liminé en rete-
nant ¢omme seuil de spécificité une valeur relativement élevée des DO, 1,15. Dans ces condi-
tions, le test a paru disposer d'une bonne valeur diagnostique aussi bien dans les hydatidoses
hépatiques (52 cas &tudiés) que dans les formes pulmonaires, cérébrales ou cardiagues de la
maladie (8 cas au total). Ces résulrats sont cependant susceptibles d'Etre sans doute largement
améliorés dans le futur par l'utilisation d'antigénes hydatiques purifiés ou de fractions anti-
géniques congidérées comme spécifiques ou comme relativement spécifiques d'E. granulosus. En
outre, le test ELISA semble fournir des résultats prometteurs pour la surveillance post-
thérapeutique de malades opérés. Un plus lonmg recul sera cependant indispensable pour juger la
valeur de pronostic d'une négativation sérologique.




wno/mzm/ao.a
B

Wwio,/Pni/80.6
Page &
5.  RESUME

La spécificité, la valeur diagnostique et 1'intér&t dans la surveillance post-thérapcecurique
du test ELISA ont été déterminés par 1'étude de 289 sérums humains. Avec les réactifs antigé-
niques utilisés (antigines hydatiques "bruts"), le test est spéeifique pour des valeurs de la
densité optique (mesurée aprés dilution des sérums 3 1/80) égale ou supérieure a 1,15. A partir
de ce seuil, on évite les réactions croisées qui ont Eté observées avec diverses cestodoses ou
avec des verminoses provoquées par des parasites ayant, en commur avec Echinococcus granulosuy,
la fraction sntigénique 14, Bien entendu, la spécificité du test est susceptible d'é&cre large-
ment améliorée par l'emploi d'antigénes hydatiques purifiés. Dans nos conditions expérimentales,
le test ELISA a &t& positif 42 fois dans 57 cas d'hydatidose hépatique confirmés, dans 5 cas
sur 5 d'hydaridose pulmonaire, et dans 1 cas sur 4 de localisations hydsatiques vertébrale,
cardiaque, hépatique et pulmonaire, et cérébrale et pulmenaire. Pour 48 des 532 cas d'hydati-
dose hépatique confirmés, une &tude comparative a &té réalisée entre le microtest ELISA, 1" immuna-
fluorescence indirecte et 1'hémapglutination indireete, Bien que les antigénes mis en oeuvre
pour chacun de ces trois tests n’aient pas &té identiques, il existe dans 1'ensemble une corré-
lation entre les résultats obtenus par ces différentes méthodes et surtout une complémentarité
qui, dans 10 % des cas environ, conduisent & des réasultars positifs 3 fortement positifs avec
un test alors qu'ils sont négatifs ou atteignent juste la limite de gpécificité avec une aufre
réaction. Enfin, le test ELISA a &té utilisé pour la surveillance post-thérapeutique de 13
malades traités chirurgicalement et ayant subi parallélement une tentative de traitement
médical d'appoint. Dans 1'ensemble, il n'a pas été observé de pic sérologique post-thérapeulique
&t, pour six malades, la sérologie est devenue négative entre le 7€ et le 902 jour suivant le
traitement. Il est encore impossible d'affirmer que ces négativations sérologiques corres-
pondent bien A des guérisons.

L'ensemble de ces observations confirme bien la valeur diagnostique du microtest ELISA
qui, sur le plan pratique, présente le double avantage d'@tre facilement réalisable par des
plagues de microtirration ol les résultats sont directement lus et de disposer d'une sensibi-
lité élevée gui rend possible l'vtilisation ultérieure d'antigénes hydatiques purifids.

REMERCTEMENTS
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SUMMARY

The specificity, diagnostic value and usefulness in post-therapeutie surveillance of the
ELISA test (enzyme-linked immunosorbent assay) were determined by the study of 289 human sera.
With rhe antigenic reagents used ("crude' hydatid antigens) the test is specific for optical
density values (measured after 1/80 dilution of the sera) equal to or greater thap 1.15.

Above this threshold it is free from the ¢ross-reactions that have been observed with various
cestode infections ox with infections by worms which have the antigenic fraction 14 in common
with Echinococcus granulosus, The specificity of the test could of course be greatly
improved by using purified hydatid antigens, Under the experimental conditions applied, the
ELISA test was positive in 42 out of 52 comfirmed cases of hydatid disease of the liver, in

3 out of 5 cases of hydatid disease of the lung, snd in one out of four cases where the site
of the hydatid cysts was vertebral, cardiac, hepatic and pulmonary, and cerebral and pulmonary.
For 48 of the 52 confirmed cases of hydatid disease of the liver a comparative study was made
between the ELISA microtest, indirect immunofluorescence and indirect haemagglutination,
Although the antigens used for each of these three tests were not identical, on the whole

there was a2 correlation between the results obtained by these different techonigques; above all
there was complementarity, for in about 10% of cases one test produced positive to strongly
positive resulils, whereas with another test the results were negative or only just reached

the specificity threshold. Finally, the ELISA test was used for the post-therapeutic
surveillance of 13 patients who had undergome surgery and had at the same time received a
trial of supplementary medical treatment., Overall no post-therapeutic serolopical peak

was observed, and for & patients the serological findings became negative between 7 and 90
dayg after treatment, It is as yet impossible to claim that these serological reversals
actually correspond to cures.

Taken as a whole, these observations confirm the diagnostic value of the ELISA microtest,
which in practical terms has two advantages: it can easily be performed using microtitration
plates from which the results can be read directly, and it has high sensitivity which ia due
course will make it possible to use purified hydatid antigens.
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TABLEAU 1,
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SERODIAGNOSTIC DE L'HYDATIDOSE FAR LE
TEST ELLSA. CONTROLES DE SPECIFICITE

9

DO en ELISA
Nature des sérums Nombre
Valeurs extrémes Moyennes
Echinococcose alvéolaire 3 0,31-1,15 0,68
Cysticercose 2 0,09-0,49 0,29
Bilharziose intestinale 17 0,01-0,30 0,16
Fasciolase 59 0-1,13 0,39
Clonorchiase 14 0,02-0,59 0,23
Paragonimose 1 0,14 0,14
Trichinose 2 0,05-0,38 0,23
Onchocercose 9 0,43-1,15 1,03
Ascaridiose 7 0,09-0,85 0,28
Amibiasge 12 0,02-0,39 0,14
Candidese profonde 2 0,08-0,10 0,09
Aspergillosze 2 0,09-0,20 0,15
Syphilis 5 0-0,30 o,13
Myélome 3 0-0,31 0,08
Hépatite virale 3 0,06-0,14 0,08
Cancer primitif du foie 3 0,10-0,29 0,19
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FIG. 1, SERODIAGNOSTIC DE L'HYDATIDOSE PAR ELESA :

RESULTATS D'ENSEMELE
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FIG., 2., COMPARAISON DU TEST ELISA ET DE L'IMMUNQFLUORESCENCE INDIRECTE (IFI)
A PARTIR DE 48 SERUMS D'UYDATINOSE HEPATIQUE CONFIRMEE
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FIG, 3. SERODTAGNOSTIC DE L'HYDATIDOSE.
COMPARATSON DU TEST ELISA ET DE L 'HEMAGGLUTINATION INDIRECTE ({IHA)
A PARTIR DE 48 SERUMS D 'HYDATIDOSE HEFATIQUE CONFIRMEE
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