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INTRODUCT 10N 5

Le diagnostic parasitologique des filarioses humaines est frégquemment mis en défaut
par | 'absence de microfilaires chez de nombreux malades,” Depuis 1 début du sidcle, ceci a »

justifié la recherche de tests séro-immunologiques susceptibles de réaliser le diagnogstic
indirect de ces parasitoces.

Presque toutes les techniques dont nous disposons ont été largement appliquées au
domaine des filarieges. Il s'agit d'abord des tests d'hypersensibilité cutanée, utilisés
par de nombreux auteurs et auxquels Sawada et coll. ont consacré de nombreuses recher-—
ches,31,32,33,34,35,36,37 1. rdaction de fixation du complément a &té Sgalewent trds employde
puisque, dans une revue d'ensemble, Kaganzl ralevait en 1963 plus de 40 travaux effectués par
cetie méthode, La technigue d'agglutination des particules de bentonite sensibilisdées a &té
réalisée par Kagsn et coll., 1'hémagglutination conditionnéde étant successivement employée
par Kagan et coll.,22 par Hose, Bipuet et coll.,3? puis par d'autres auteurs, 17 Enfin, les
techniques de précipitation en gélose (Quchterlony) et d'immuno—électrophorése ont surtout
bhénafiald des recherches fondamentales et appliquées de 1'Ecole Lilloise de Biguet et
Capron,6'7'8'9'12 l'électro-immunodiffusion sur membrane d'acétate de ¢ellulose ayant atd
récemment proposée par Gentilini et co11,12

Dans 1'ensemble, tous ces travaux se sont heurtés 4 des difficultés concernant
1l'antigéne parasitaire. Ep effet, les tests tels que 1l'intradermo-réaction, la technique de
fixation du complément cu les méthodes d'agglutination de particules sensibilisdées sont tous
exposts i des erreurs par excds 1iées aux nombreuses réactions croisées que 1'on chserve &
partit des antigbnes filariens. L'immuno-électrophorése, gréce & son caractdre analytigue,
échappe en grande partie 4 ce manque de spécifiecité, Malheureusement, cette technique exige
d'assez importantes quantités d'antigénes, ce qui complique la réalisation de e lest et en
limite l'utilisation sur une vaste échelle.

En partie au moins, c'est sans doute 4 cause de ceés difficultés pratiques que 1'on
a tenté d'appliquer la technique d'immunofluorescence au diagnostic sérologique des filarioses.
Les premiers esgais ont été effectués avee, comme antigdne fipuré, des micrefilaires antidres :
Chowdhur% et Schiller pour les filarioses lymphatiques,l® Lucasse et Hoeppli pour 1'enchocer-
0059,24' 5 Muller pour 1a dracunculese,27 Par la suite, d'autres auteurs (Mantovani et
Sulzar28) ont utilisé des ultra-sonats de microfiltaires, Enfin, Duxbury et Sadun’b ont mis au
point un test d'immunofluorescence sur disques d'acétate de cellulose imprégnés d'antigénes
Ffilariens aolubles.

Dans 1 ensemble, ces diverses méthodes se sont également heurtées & des difficultés
pratigues. En effet, les microfilaires entidres ou ultra-gsonnées adhérent mal & des lames
parte=objets et ne fixent qu'imparfaitement les anticorps fluorescents. Quent au SAFA, test
de Duxbury et Sadun, il raméne i tous les problémes que posent l'extraction et la puritication
d'antigénes filariens solubles.

Pour tenter d'échapper 4 ces diverses difficultés, nous avons mis au point en 1968
uD nouveau test d'immunoflucrescence indirecte ol 1'antigine figuré egt constitud par des d
coupes 4 la congélatien de filaires adultes,?,11

Cette méthode présente d'importants avantages pratiques puisque 1'antigéne peut -
atre aisdément sur des lames porte-objets. Par ailleurs, chague coupe A la congélation ne
mesure que 5 u d'épaisseur. Avec quelques parasites adultes, il est dom¢ possible d'obtenir
assez de matdriel antigénique pour réaliser plusieurs milliers de tests.
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Depuis guatre ans, nous utilisons régulidérement cette réaction en effectuant auy
moins une série de tests chaque semaine, Au total, plus de 53500 sérums humains ont &té
dtudids, Dams la plupart des cas, ces prélévements nous ont &té adressés i des fins diagnos-
tigues, sans que nous puissions disposer de renseignements suffisants pour permettre 1'exploi-
tation scientifique des rdsultats. Nous ne considérerons done iei que 261) examens ayant porté
sur des malades dont les ghservations étaient suffisamment complétas.

1. MATERIEL ET METHODES

P . P ik . . 4,39
Le detail de la technique utilisée a €té présenté par ailleurs. Nous n'en
rappcllerons done que l'essentiel,

1.1 L'antigane

11 est préparé i partir de Dipetalonema viteae adultes qui sont recueillis cheg
des rongeurs infestés expérimentalement. Les parasites sont lavés deux ou trois fois dans
du sérum physiocloagique. Ils peuvent &tre conservdés pengant plusieurs mois au congélateur A
-20°C. Pour préparer les antigénes figurds, on enroule une ou deux filaires dans un fragment
rectangulaire de muscle strié (peroi abdominale de lapin ou de cobaye). On réalise ainsi un
cylindre dont les parasites occupent la partie axiale et qui est suffisamment volumineux (lcm
de diamétre environ} pour &tre facilement coupé & la congélation. Ce cylindre est partagé en
trongens d'environ 1 cm de long. Ces bloes sont coupds & la congélation, les coupes de 5p
d'dpaisseur étant directement déposdes sur des lames porte-objets & la surface desquelles
elles adhdrent par simple contact. Ces préparations antigéniques peuvent &tre conservies
pendant au moins 14 mois & =20°C,

1.2 Conjugués fluorescents

Nous utilisons des produits de commerce (sérums fluorescents antiglobulines humaines
de }'Institut Pasteur de Paris). Avant l'emploi, il est indispensable de soumettre ces conjugués
& de nombreux contrdles. Il arrive en effet fréquemment qu'ils contiennent des anticorps anti-
némathelminthes, dans la mesure ol leg animaux immunisés contre les globulines humalnes sont
d¢ja parasitdés par des vers ronds, Ces anticorps peuvent donner de fausses réactions positives
avec les antigeénes filariens. Pour chague nouveau lot de réactifs, il faut gdone vérifier que,

A4 une dilution plus faibkle gue sa dilution d'emplei (on choisit géndralement le 1/20), le
conjugudé ne proveque aucune fluorescence des coupes de filaires.

Dans la mesure ol ce premier contrdle est cencluant, chaque conjugué est ensulte
trés précisément titré.® On détermine pour cela la plus forte dilution des antiglebulines
fluorescentes qui donne un titre maximum o'anticorps pour des sérums positifs et des réactions
parfaitement négatives avec des sérums témoins pris & la dilution correspondant au seuil de

spiaificite,
1.3 Réalisation

t.a réaction d'immunofluorescence est effectuée suivant la technigue indirecte, avec
contre-coloration par le Bleu d'Evans & 1 p. 10 000, On réalise cette contre—coloration pendant
la durée d'action du conjugué fluorescent : il suffit de diluer les antiglobulines marquées

dans la selution de Bleu d'Evans et non pas dans du tampon phosphate,

2 Par exemple, pour le lpt N° 70-161 de sérum fluorescent de lapin antigleobulines humaines
(Institut Pasteur), nous utilisons la dilution de 1/37 (VIII gouttes & 1/100 ml de conjugué dans

n

3 ml d'une solution & 1/10 000 de Bleu d'Evans dans du tampon phosphate),
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1.4 Lecture des tests

Les réactions sent lues, avec un microscope de fluorescence, & un trés faible grossis-
gement (objectlf x 10). Nous utilisens un condenseur & fond clair A sec et un filtre d'émission
BG 12 de 6 mnm d'épaisgeur.

En cas de réaction négative, les préparations sont uniformément rouges, Au contraire,
si le test est positif, on cbserve au nivesu des sections de filaires adultes une intense
flugrescence jaune-verte qui est localisée au niveau de l'espace sous-cuticulalre et, de fagen
moing nette, en bordure de la cavité générale (fig. 1.). Dans tous les cas, le muscle strid
gqul entoure les parasites est coloré en rouge par le Bleu d'Evans. Sur chague coupe, il est
done aisé de vérifier gue la contre-coloration a été correctement réallsée.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1 Comparaison antigénique de Dirofilaria immitis et de Dipetalonema viteze

Au début de notre étude, nous avong préparé nos antigénes figurés A4 partir de
quelgues exemplaires adultes de Dirofilaria immitis, filaires parasites des chiens qui présen-
tent de nombreuses communautés antigénigues avec les espéces filariennes parasites de 1'"homme,
Malheureusement, Dirofilaria immitis tend 4 devenir de plus en plus rare, au moins en France.
Ceci nous a donc rapidement conduit A préparer nos antigénes & partir de Dipetalonema viteae
comme 1'ont d'ailleurs fait différents auteurs et notamment buxbury et Badun ainsi gue
Biguet et Capron.

Au départ, 11 était évidemment essentiel de s'assurer que ces deux types d'antigines
figurés fournissent des résultats équivalents. C'est ¢e& que nous avons vérifié & partir de
440 sérums humains paralldlement étudiés sur des coupes de D. immitis et de D. viteae. Dans
certains cas, nous avons méme utilisé des coupes de blocs ol des filaires de ces deux espéges
dtaient disposées clte & chte.

Les sérums étudids correspondaient &

~ 288 prélévements réalisés chez des sujets normaux ou bien chez des malades atteints
d'affections parasitaires autres que les filaricvses, Tous ces sérums ont ét¢ trouvés
négatifs & la dilution de 1/20,

- 152 sérums de filariens confirmés pour lesquels les résultats correspondants sont
reportés dans le tableau I (tab, I). Nous n'avons jamais observé de différences signi-
ficatives entre les deux antigénes filariens (variations des titres d'anticorps attel-
gnant ou dépassant deux degrés de la gamme de dilution).

Pour 128 des 152 sérums considérés (B4,2 %), les titres d'anticorps fluorescents
étzient méme strictement ldentigques,

Sur le plan pratique, ces résultats ont justifié 1l'utilisation de 1'antigéne
D. viteae pour le reste de potre étude sérologique des filarieses humaines.

D'un point de vue plus général, ces observatlons confirment 1'étendue des communautés
antigénigques unizsant les diverses filaires malgré des différences biologiques parfois impor-
tantes et une parenté zoologique assez éloignée.
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2.2 Contrdles de spdelficitéd

La spécificité de 1a réaction a été vérifide de deux fagons complémentaires

- en étudiant Tace & 1'antigdne D. viteae des sérums prélevés chez des sujets sains ou
bien chez des malades atteints de diverses affections paragitairves ou non;

= et, inversement, en faisant réagir des sérums de filariens confirmés sur différents
autres antigénes parasitaires,

2.2.1 Contrdles de spéoificité face & l'antigéne I}, viteae

Ils ont perté au total sur 934 sérums dont 680 ont été prélevds en France et
254 outre-mer (tableau II),

Chacun de ces échantillons sériques a &té étudié aux dilutions 1/20, 1/40 et 1/80,

Pour les sérums prélevés en Europe, 98,2 % des réactions deviernent négatives a la
dilution de 1/20. Seuls huit sérums ont &té trouvés positifs 2 1/20 ou 1/40. Ils provenaient
toujours so0it de sujets atteints d'une verminose & vers ronds (ascaridiose, anguillulose
intestinale), soit encore de malades atteints de paracitoses (bilharzioses intestinales,
paludisme, amiblase) dont les zones d'endémie recoupent partiellement les régions dfendémie
filarienne, Pour ces dermiers sujets, l'existence d'antécédents filariens ne pouvait donc
gtre formellemant éliminde.

En ce qul concerne les sérums prélevés outre-mer, nous avens enregistré 11,2 % de
réactions positives & 1/20. 1/40 Gu 1/30. Pour chacun des 254 sujets considéréds, la notion
d'une filariose évolutive paraissait trds peu probable (absence de signes eclinigues, contriles
parasitologiques négatifs au cours de plusieurs ¢xsmens) mais ne pouvalt &tre formellement
¢liminée. Par ailleurs, presque tous cés patients étaient des polyparasités hébergeant notam—
ment plusieurs espéeces de vers ronds (ascaris, ankylostowes, anguillules intestinales et,
dans sept cas au moins, trichostrongylus),

En définitive, nous avons & 1'issue de ces contrdles retenu la dilution de 1/20 comme
souil de spécificité de la réaction, Cette dilution liminaire ne correspond sams doute pas 2
uné spécificite totale, mais les 3,6 % d'erreurs par excés auxquels elle expose apparemment
constituent certainement un maximum. En effet, ces réactions "faussement positives" ne sont
obtenues gue chez des sujets présentant une verminose 3 vers ronds ou encore cher des malades
pour lesquels la présence de filaires ne peut 8tre formellement exclue.

De toute fagon, il paralt presgque illusoire & 1'heure actuelle d'espérer atteindre
une spécificité parfaite en matidre de sérologle desg infections A nématodes, Grice & la faci-
litd avec laquelle ce test est mis en oeuvre, 1'intérédt principzl de 1'immunofluorescence
dans ce domaine est précisément de permettre des contrbles trés nombreux gui aboutissent a
la détermination d'une dilution-seuil aussi précise gque possible,

2.2.2 Contr8les de spéeificité face 3 différents antigénes parasitaires

Soixante-sept sérums de malades atteints de diverses filarloses confirmées ont &té
¢tudiés par immunofluerescence indirecte face aux antigdnes Ascaris lumbricoides, Strongyloides
stercoralis, S5chistosoma mansopi, Fasciola hepatica, Echinococcus granulosus et Toxoplasma
gondii (tableau I1I1).
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Ces antigémes dtaient constituds soit par des &talements sur lames de sugpensions
parasitaires (Toxoplasma gondii), soit encore par des coupes 4 1la congélation de vers adultes
(Ascaris lumbricoides, Schistosoma mansoni et Fasciola hepatica) ou de leurs formes larvaires
(Strongyloides stercoralis, Echinocogcugs granulosus).

.
Aux dilutions 1/20 ou 1/40, nous n'avons observé des réactions positives gque face
aux trois premiers antigénes,

Ces résultats peuvent correspondrée aussi bien i

- d'authentiques réactions croisées entre des vers ronds (anticorps antifilaires et
antigénes Ascaris lumbricolides ou Strongyleides stercoralis);

- deg réactions spdeifiques révélant une ascaridiose, une anguillulose intestinale ou
une bilharziose ancienne chez les sept filariens considérés,

En définitive, ces contrfles ne nous ont pas paru devoir remettre en gquestion la
valeur du seuil de spécificité de la péaction (1/20).

2.3 Valeur de la yéaction dans le diagnostic sérologique des filarioses humaines

Pour apprécier les possibilités diagnostiques du test d'immunoflucrescence indirecte
sur coupes de filaires adultes, nous avons étudié 989 sérums prélevés chez des malades dont
la filariose était parasitologiquement confirmée (647 cas) ou bien encore chez des sujets
pour lesquels dea éléments épidémiclogiques, cliniques et biclogiques rendatent trés fortement
probable l'existence d'une wuchereriese, d'une loase ou d'une onchocercese,

Dans l'interprétation de nos résultats, nous avens tenu compte de 1l'origine ethnigue
des malades examinds, Ce facteur est en effet susceptible de modifier considérablement 1'inten-
sité de 1'infestation filarienne et les risques de polyparasitisme, Nous avons également
distingué les sérums collectés en France de ceux gqui nous ont ¢té adressés d'outre-mer,

Dans chaque catégorie ainsi déterminde, on a calculé le pourcentage d'examens
positifs et les titres moyens d'anticorps fluorescents (GMRT).

2.3.1 Résultats de 1'immunofluorescence indipecte & partir de 647 sérums de filarioses
parasitologiquement confirmées

Pour 632 de ces malades, l'existence et la nature d'une filariocse ont pu étre affirmées
par la découverte des microfilalres dans le sang {wucherericse, loase, infection & Pipetalonema
perstang) ou dans le suc dermique (onchocarcose). Dans 15 cas, le diagnostic a reposé sur
1'identification de filsires adultes dans le tissu cellulaire scus-cutané (pour les six obser-
vations de dracunculose) ou sous la comjonctive oculaire (9 des 1BO observations de loases).

Les résultats des tests d'immmofluorescence sont reportés dans le tableau 1V.

Dang tous les cas ol ces résultats sent suffisamment nombreux pour dtre sipgnificatifs,
la réaction d'immunofluorescence se révéle positive dans 84 2 95 % des examens. Ces chiffres
gsont au moins comparables sinom supérieurs & ceux que les auteurs ont pu jusgu'a présent
obtenir par d'autres tests sérologiques, dans la mesure oll ces réactions avaient 4té mises
en couvre dans des conditions optimales,

11 est par ailleurs frappant de constater & quel point les diverses filarlioses,
pourtant différentes du point de vue clinique et parasitologique, donnent des résultats rela-
tivement homogénes sur le plan sérologique. Pour chacune de ces affections, les pourcentages
d'examens positifs de méme que les titres moyens d'anticorps fluorescents gardent une valeur
sensiblement comparable.
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Enfin, =i l'cn tient compte de 1l'origine ethnigque des malades examinés, les Européens
contaminés outre-mer présentent des réactions d'immunofluorescence moins souvent et surtout
moins intensément positives que celles gqui sont observées chez des sujets originaires des
zones d'enddmie filarienne. Ces résultats correspondent trés certainement & une différence de
1'intensité du parasitisme et peut-8tre aussi de la fréguence des réinfestaticns,

En revanche, pour les malades originaires des zones d'endémie filarienne, nous
n'avons pas enregistré de diffdrence significative entre les prélévements pratiqués en Europe
et ceux qui nous ont €té adressdés d'outre-mer,

2.3.2 Résultats de la rdaction d'immunofluorescence par rapport aux données des exXamens
parasitologiques

e diagnoastic sérologique n'a évidemment d'intérét que dans la mesure ob la recherche
des microfilaires s'est avérde négative. Pour déterminer la valeéur de 1'immunefluorescence,
nous avons étudié 342 sérums de sujets pour lesquels, en 1'ahsence de preuves parasitologiques,
existaient de fortes présomptions épidémiologiques, cliniques &t biplogiques en faveur de
filarioses & Wuchereria bancrofti, Loa loa ou Onchocéerca volvulus. Dans chague cas, les
résultats correspondants ont étd vapprochés de ceux qui ont été précédemment obtenus pour des
filarioses du méme type mais parasitologiguement confirmées (tableaux V, VI et VII),

Pour chacune des filarioses considérées, il semble exister un rapport inverse entre
la prisence des microfilaires et l'intensité de la réaction de l'immunofluorescence indirecte.
Les pourcentages de tests positifs et surtout les titres moyens d'anticorps fluorescents sont
en effet bien plus ¢levés pour les sujets chez lesguels on n'a pas pu retrouver de microfi-
laires que chez les malades dont la filariose était confirmée parasitoclogiquement.

Ce régultat rejoint absclument celui qu'ont obtenu Capron, Gentilini et Vernes par
1'étude, en immuno-électrophorése, de sérums de malades ou bien d'animaux d'expérience.® 11
serait dvidemment prématuré d'en déduire que les anticorps eirculants ont un pouvoir specifi-
quement microfilaricide, I1 semble cependant que, en trés grande partie au moins, ces anti-
corps sont dirigés contre les stades larvaires des filaires.

Sur le plan pratique, ces falts montrent bien 1'intérét du diagnostic sérologique
qul a d'auvtant plus de chances d'&tre positif que la recherche des microfilaires est vaine,
Pour 1'ensemble des trois filarioses ceonsidérdes, les examens parasitelegigues n'apportent
d'ailleurs un diagnostic gue dans environ 38 % des cas elors que les tests d'immuncflucrescence
indirecte sont positifs chez prés de 90 % des malades (tableau VIII),

2.3.3 Résultats fournis par 1'emploi d'anti énea spécifiques
4 =P

Au total, la réaction d'immuncflucrescence indirecte permet le diagnostic sérolo-
pique des filarioses avec une marge d'erreurs par défaut de l'ordre de 10 % et un risque
d'erreurs per excds (réactions croisées) inférieur ou égal 4 3,8 %.

Cependant, ce test ne permet que de reconnaitre la présence d'une filaricse sans
gque 1'on puisse préciser la nature exacte de 1l'infecetion. En effet, des parasites non patho-
génes comme Dipetalonema perstans donnent des réactions presgue ausgi souvent positives que
les filaires réellement pathogénes (tableau IV). Ceci est d'autant plus regrettable que le
traitement des filarioses par la diéthylcarbamazine entraine certains troubles. L'indication
thérapeutique ne peut done résulter que de la confrontation des résultats sérologiques et des
données épidémiologiques et cliniques.
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Dans une certaine mesure, la réaction d'immunc-électrophordse assgure une précision
diagnostique plus grande, En effet, méme avec un antigéne de groupe comme Dipetalonema viteas,
1'ape majeur de 1 immuno—é¢lectrophordégramme a une position différente suivant le type de
filariose (Capron et coll., 1963).8 '

En ce qui concerne la réaction d'immunoflucrescence, nous avons tenté d'améliorer
ses possibllités diagnostigques en utilisant des sntigénes filariens spécifiques. Notre expd-
rience enhcore trég limitée ne perte que sur 97 sérums qui ont été paralldlement étudiés face
& 1l'antigdne correspondant et face & l'antlgéne [, viteae (tableau IX). Vingt-neuf de ces
sérums ont été simultanément testés face aux quatre antigénes D. viteae, W. bancrofti, L. loa
et 0. volvulus (tableau X). Pour chague sérum ou groupe de sérums, cette étude comparative a
£té réalisée au cours de 1a méme série de réactions, de fagon & pouvoir apprécier avec plus
de précision des variations méme minimes des titres d'anticorps fluorescents.

L'emploi d'antigénes spécifiques apporto 4 la technique une valeur accerue {pourcem-—
tage de réactions positives et titres moyens d'anticorps fluorescents). Dangs une certaine
mesure, le diagnostic préciz d'un type de filariose peut donc résulter de la comparaison des
résultats obtenus face aux quatre antigénes considérés. Dans le cas des losases, par exemple,
la réaction d'immunofluorescence est plus fortement positive avec 1'antigéne Leoa loa qu'avec
les antigénes D, viteae, W, bancrofti ou 0. volvulus, Ceci n'a cependant rien d'absolu et i1
arrive assez fréquemment que les quatre séries de résultats solent identiques ou trés
comparabhles. Il peut alors s'agir

= d'une infestation mixte;
= ¢d'un parasitisme par des filaires non pathogénes:

-~ ou bien enfin d'authentiques réactions de groupe mettant en évidence des anticorps anti-
némathelminthes. Ceotte dorniére &ventualité est surtout vraisemblable gquand un sérum ne
donne que des réactiens faiblement positives face 4 tous les antigénes filariens,

2.3.4 Application de 1'immunofluorescence indirecte & 1'étude dpidémiologique des filaricses

Pour appréeier le niveau d'endémicité des diverses filarioses humaines et tout
spéeialement de l'onchocercose, les méthodes sérologiques peuvent Btre extrémement précieuses
dans la mesure ofi elles n'exigent sur le terrain gue la récolte d'échantillons sériques, la
réalisation des tests proprement dits pouvant &tre différée.

De fagon préliminaire, nous avons pu étudier 258 sérums provenant de trois lots de
populations d'onchocerquiens africains appartenant i des zones d'hypo-, de mése- ou d'hyper-
endémie.2 Tous ces sérums ont été étudids face & 1'antigéne D. vitese (tablesu XI). Les
résultats de 1'immunofluorescence semblent rendre bien compte du niveau de 1'endémiclté
onchocerquienne. Ceci apparait nettement & propos des pourcentages de résultats pesitifs qui
gont A B9,6 % dans les villages d'hyperendémicité et de 78 % et 66 % respectivement dans
les villages de méso—endémicité et d'hypo-endémicité. Mais c'"est surtout sur le plan quanti-
tatif que ces différences sérologiques sont nettes puisque les titres moyens d'anticorps
fluorescents concernant chacune de ces zones sont de 52,7, 25,9 et enfin 10,3.

Tout ceci lalsse bien augurer de 1'intérét de la technique comme moyen d'enquéte
épidémiologique, ce gue nous espérons vérifier prochainement dans des enquétes réallsées a
plus vaste échelle, 11 faut d'ailieurs souligner que 1'immunoflugrescence présente sur les
autres méthodes d'importants avantages pratiques puisqu'elle peut 8tre effectuée & partir

2 Nous devons ces sérums A 1'amabilité du Professeur André Capron de Lille.
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des micro-prélévements sanguins réalisds aprés pigfire au doigt, Ceci facilite considdrablement
les conditions de récolte des échantillons sanguins, leur stokage, puis leur acheminement
Jusqu'au laboratoire oll sont pratiqués les tests sérologiques,

2.1 Intérét du test d'immunofluorescence dans le contréle post-thérapeutique des filarioses

Nous avons pu effectuer des tests sérologidues cher de nombreux malades traités pour
diverses filaricses. Nous n'envisagerons que 27 observations pour lesquelles nous disposons
d'informations suffisamment complétes et ol les tests d'immunoflucreseence ont pu &tre rdéalisés
4 trois reprises au moins, la premidre fois avant le début du traitement,

Tous ces malades présenteient une filaricse i Loa loa traitée par la dié¢thylcarba-
mazine (Notézine*) administrée & doses trés progressivement eroissantes : 1/4 de comprimé par
Jour pendent deux jours, 1/2 comprimé par jour les deux Jours suivants, puils augmentaticn
régulidre d'un demi-comprimé par jour, cotte dose &tant prescrite pendant 10 jours. Au total,
la cure s'dtend sur une périods de 28 Jours. Chez 23 malades, slle a ¢té unique (tableau XXI,
fig. 2 et 3}, Pour quatre patients, le traitement a dil &tre répété deux fois (cas Nos 20, 32,
43 et 77, fig. 4 et 53,

Pour diminuer 1'intensité des manifestations allergiques lides au traitement par la
diéthylearbamazine, la plupart des malades ont reqgu des antihistaminiques : dichlerhydrate de
buclizine {Aphilan R*), trois comprimés par jour les huit premiers Jours, sirop de prométhazine
{Phénergan*), une ecuillerée & cafd le soir au cougher ou bien des eorticoides ;15 & 20 mg
par Jjour de prednisone (Cortancyls*).

51 1l'on considére dans leur ensemble les résultats sérologiques, le traitement est
suivi d’une nette augmentation des titres d'anticorps fluprescents. Ce n'est qu'entre le
guarantidme et le septantidme jour gque la sérolegie diminue progressivement pour se négativer
aprés un délai plus ou moins long (fig. 2). Ce pie sérologique rappelle tout 4 fait celui que
neous avens pu observer dans d'autres helminthiases traitées et en particulier dans les
bilh:snrzi«:as.@r.-;."1

Cependant, 1'évolution des anticorps aprés traitemepnt est beaucoup moinz univogque
dans les filarioses que dans les autres verminoses. Ches les filariens traités, on peut en
effet observer

= une sérologie immédiatement décroissante aprés traitement (cas N° 3, fig. 3):

- des titres d'anticorps inchangés et qui ne diminuent ensuite que trés progressivement
(eas N° 23, fig. 3);

= ou bien enfin un pic sérologique assez net (cas N° 30, par exemple, fig. 3).
Diversoes raisons nous semblent pouvolr &tre avancées pour expliquer ces différences

a) Il est vraisemblable gque 1'augmentation de la séroleogie dans les helminthiases

traitées est lide & la destruction des vers et 4 la mise en circulation d'antigénes intra-
parasitaires, Comme les helwinthes possédent un volume proporticonnellement impeortant par
rapport & leur surface, ces antigénes intraparasitaires sont blus abondants que les antigbnes
de surface et leur intervention proveoque un phénoméne de rappel sérologique. Or, dans le cas
des filarioses, la diéthylcarbamazine agit esgentiellement au niveau des microfilaires tandis
que les vers adultes ne sont gqu'indirectement atteints.
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Ces microfilaires sont des éléments de petite taille dont le rapport VQlume/surface
est proportionnellement bien meins élevé gu'il ne 1L'est chez des vers comme Schistosoma
mansoni. I1 est donc logique que la destruction des microfilaires et la libération de leurs
antigénes somatiques ne provoquent que des modifications sérologigques mineures. En fait,
cette hypothése est contredite en partie par les manifestations de type allergique qui se
produisent au mament du traitement des Ffilariocses et qui correspondent & la destruction des
microfilaires (test de Mazzoti). I1 nous faut donc envisager deux autres explications
possibles,

b)  Pour éviter précisément les troubles allergiaues liéds & la lyse des microfilajres, le
traitement par la diéthylearbamarine est administré 4 des doses trés progressivement croissantes.
La libération des antigdnes somatiques microfilariens se fait done graduellement, le phénoméne
sérologigue qui en résulte est naturellement masqué en partie. A 1'inverse, le pic sérologique
est trés net si le traitement anti-parasitaire est plus brutal. C'est ¢e dque nous avions

observé il v a quelques années chez 4 malades soumis d'emblée 3 une posologie de 4 comprimés de
diéthylcarbamazine par jour.

c) Enfin, toujours pour diminuer 1'intensité des manifestations allergigues au cours

de la cure, le traitement 3 la diéthylcarbamazine est généralement associé & des anti-histami-
niques et surtout a4 des corticeides qui sont susceptibles de modifier 1'importance des
phénoménes immunologiquas post-thérapeutigues.

Telles sont les hypoth#ses que 1'on peut avancer pour éxpliquer qu’aprés traitement,
1'4lévation des titres d'anticorps fluorescents est moins constante et meing importante dans
les filarioses qu'elle ne l'est dans les autres helminthiases.

Sur le plan pratique, c¢eci est trés facheux. En effet, chez les malades pour
lesquels existent de fortes présomptions cliniques et épidémiologigues de vermineoses, dont
les examens parasitologiques sont négatifs et la sérologie faiblement positive, c'est souvent
1'évolution des titres d'anticorps aprés traitement qui établit définitivement le diagnostic
par i'apparition d'un pic sérologique. Nous utilisons réguli&rement ¢¢ test post-thérapeutigue
dans les bilharzioses. Pour les filarioses au contraire, il ne semble pas que 1'on puisse se
fier & ce moyen de confirmation diagnostidue a posteriori.

Enfin, ce n'est qu'aprés un délai extrémement variable et qui peut dépasger B mois
que les titres d'anticorps fluorescents se négativent totalement. Il est donc impossible,
dans 1'état actuel de notre expérience, d'apprécier exactement la valeur de 1'immunoflucres-
cence indirecte comme contrdle de guérison.

K Conclusion

Réalisée sur des coupes a la congélation de Dipetalonema viteae adultes, la réaction
d'immunoflvorescence indirecte parait présenter une valeur diagnostique é&leveée pour les
filarioses humaines ot elle est positive dans prés de 90 % des cas. Cependant, 1'emplei d'un
antigéne de groupe ne permet qu'un diagnostic global de filarlose sans qu'il soit possible
de déterminer si le malade héberge ou non des filaires pathogénes. Dans de nombreux <as, cette
précision supplémentaire peut étre apportée par 1l'emplei d'antigdnes spéeifiques gui fournissent
des titres d'anticorps fluorescents plus &levés que ceux gui sont observés avec les autres
antigénes filariens, C'est du moins ce qui parait résulter d'une expérience préliminaire
réalisée avec des antigénes D. viteae, W. bancrofti, L. 1oa et Q. volvulus. L'avantage principal
de la technigue est précisément de permettre facilement 1'emploi de tels antigénes, En effet,
la réaction est réalisée sur dos coupes & la congélation de SPd'épaisseur, si bien gue
guelgues parasites adultes Seulement fournissent assez d'antigénes figurdés pour plusieurs
milliers de réactions,
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LYapplication de 1'immun9flﬁo:e$cence indirecte 4 des enguétes épidémiologigues
a2 été envisagée. Les résultats obtenus 4 partir de 250 sérums prélevés en Afrique de 1 'ouest
et dans des villages d'hyper-, de mé504 et d'hypo-endémicité onchocerquienne indiquent que
cette technique rend fiddlement compte des conditions d'infestation filarienne, N'exigeant
que peu de materiel parasitaire pour la préparation des antigénes figuréds et pouvant &tre
effectuée & partir de micro-prélévements sanguins recueillis aprés piqfire ay doigt, la
réaction d'immuncofluorescence indirecte se préte parfaitement & une &tude sur une vaste
échelle gqui est actuellement en cours. ‘

Enfin, le traitement par la diéthylecarbamazine semble provoquer chep les filariens
urie augmentation transiteire et quelgquefois importante des titres d'antjcerps fluorescents.
Ce phénoméne est tout & fait comparable a4 ce qui & été observé & propos d'autres helminthiases,
Cependant, en ce gui concerne les filaricses cotte augmentation est trés inconstante et il
&3t impossible de baser sur l'existence d'un pic sérologique le contrdle d'efficacité 4d'un
médicament ou uhe contirmation diagnostique a posteriori,
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RESUME

La réaction d'immunofluorescence indirecte sur coupes 4 la congélation de filaires
adul tes présente d'importants avantages pratiques. Constituté par des coupes de 5K d'épaisseur
seulement, l'antigéne figuré n'exige que trés peu de matériel parasitaire, Une seule filaire
adulte suffit ainsi & plusieurs milliers de réactions et le test peut &tre réalisé avec des
antigénes spgécifigques constitués par des filaires pathogénes pour 1'homme,

Mis au point en 1968, ce test & été régulidérement utilisé depuis lors et les auteurs
rapportent les résuliats concernant 2611 sérums humains. Au départ, on a utilisé des antigénes
de groupe préparés & partir de Dirofilaria immitis, Les caractéristigues de cet antigéne ont
été comparées & celles de Dipetalonema vitae Gui & ensuite servi d'antigéne de groupe pour
tout le restant du travail,

La spécificité de la réaction a été vérifide en faisant réagir face & cet antigéne
934 sérums de sujets saings ou de malades atteints de diverses affections parasitaires ou non,
Inversement, 67 sérumc de filariens ont été testés face & d'autres antigénes parasitaires,
Ces contrbBles ont montré gque, dans des conditions techniques trés précises, la limite de
spécificité du test correspondait & la dilution de 1/20.

L.a valeur diagnostique de la réaction & &té appréciée & partir de 647 sérums de
filariens parasitologiquement confirmés et de 342 aérums prélevés chez des malades ayant
trés probablement‘unq wuchqreriose, une loasze ou une ohchocercose, Pour les diverses filarioses
le test g été trouvé positif dans 84 4 95 % des cas. Cependant, les résultats obtenus face
4 i'antigéne de groupe ne permettent pas d'apprécier si le malade héberge ou non une filaire
réellement pathogéne, Pour tenter de préciser ce point, 97 sérums de wuchererioss, de loase
cu d'onchocercose ont été paralldlement étudiés fece 4 1l'antigéne spécifique correspondant
et face 4 l'antigéne D, viteae, Dans de nombreux cas, l'antigdne spécifique révdle des titres
d'anticorps fluorescents significativement plus élevés que ceux qui sont observés avec les
autres antigénes. I1 peut en résulter une amélioration importante des conditions de diagnestic
sérologique et surtout une meilleure justification & une décision thérapeutigue,

4




WHO/FIL/72.101
WHO/PD1 /72,5
Page L2

Deux cent cinguante-huit sérums prélevés en Afrigue de'l’ﬁuest dans des régions a
niveasux d'endémicité onchocerguienne différents ont été étudids par immunofluoresuence indirecte.
Lesrésultatsaéralogiquassemblantp&rfaitem@ntrandrecomptedesconditionsépldémlologlqueset
le test pourrait apporter d'intéressantes précisions en matiére épidémiologique. I1 se prdte dTautant
mieux A cette utilisation qu'il eat facilement réalisé sur une vaste échelle gt peut étre
pratiqué A& partir de migro-préldvements sanguins dont la récolte sur le terrain entraine
des difficultés bien moins grandes que les ponctions veineuses.

Enfin, 27 malades atteints de loase ont été sulvig sérologiquement avant et apras
traitement par la diéthylcarbamazine, ¢ de ces patients ayant subi 2 cures. Le traitement
ost dans 1'ensemble suivi d'une élévation transitoire des anticorps flucrescents mals ce
phénomdne est bien plus inconstant que dans les autres helminthiases tissulaires. Ceci tient
sans doute aux conditions dans lesquelles est administrée la diéthylcarbamazine, & doses
trés progrefasivement croissantes, et aussi 4 ltadministration simultanée d' antluh1staminiques

ou de corticoides destinés & diminuer les réactions allergiques gqui accompagnent souvent le
traitement des filarioses,
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TABLEAU I1. SERO=DIAGNOSTIC DES FILAHIOSES PAR [MMUNO-FLUOHFSCENCE TNDIRECTE
CONTROLES PE SPECIFICITE fAntigdne D, vitens)

ORIGINES DES SERUMS TEMOINS

Sérums prilevds en Europe

Sujols sains

NOMEBRE DE

TITRES D'ANTICORPS

SERUMS

FLUORESCENTS

< 1/80

1/20 1/40 1/B0

Agcoridioso

Trivhocdphalose

AnKkylogtomose

An{_{"l,x:i lTuala=ar inltostinale

Trichoslrongeryloge

Fasciolase

HBilharzioss urinnire

Bliharziose intestinale

Cystineronsn

Kyste hydatlquae

Fehinononeose alvdéolalra

Taesnimsia 4 T,Saginats

o dladi ame

Amibinse hdépntigque

Toxeplaameosa

Knln-Azar

Lambilinsa

Candidoses

Aspurrillosze

Eyphilis

Pinn

Séruma prdlevis gutre-Mer

Tunisie

Repualilique Uentra-Arricadne

Soudan

Colomblie

TOTAL

4

& 17
(2 %] (6,7%) (1,5 %)

TOTAL GENERAL

6
(0,6?6(

24 4

2,6?6) (0,4
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TABLEAU LV,

FERC-DIAGNOSTIC DES FILARIOHES PAR IMMUNO-FLUCRESCENCE INDIRECTE

ETUDE DE &47 SKRUMS DE PILARIENS PARASITCOLOGIQUEMENT COMFPIRMES LANTIGENE . VITEAE)

Nature dea séruma

Nombre de

Aut - Sujetm originaires de zones diendimics

filariennes.

Z.b. - Prédldvements réalimés en zones dlendémien.

Titrea d'anticorps flueraacents % de GMRT
sédruma popilifls
1/ /20y 1/80 1/BOy 1/1601 1/320 I/th 1/12R0
DRACUNCULOSE
LB, Aut., [ 0 1% o o 2 2 1 0 - -
WUUHERERIOSE
E. kur, & 1 a 3 o 1 1 Q o] - -
Aut, 3 a 1 a i Q Q 1 0 - -
Z2.E. Aut. ol 1h 14 19 20 5 17 1 2 g5 b1,
Totnl 103 15 17 23 =21 & 18 ) 7 25,4 hz,2
LOASHR
B, Tur. a4 i & 7 g ki 1 1 o 85,3 37,5
Auti, 37 5 & 7 L 9 ) 1 2 86,5 50,k
Z.E, Aut, 10% 12 7 12 28 16 ¥ 3 7 89 BO, 6
Total 1RO T2 1 26 17 32 26 7 9 BY7,8 61,8
ONCHOCERCOSE
E. Tur. 2 0 1 1 0 4] o 0 ] - -
Aut, G 0 1 ) n 1 1 0 4] - ™
Z.E. Aug, 189 18 20 1 35 29 9 8 3 90,5 50,6
Total 197 18 =8 hs 55 30 10 & 3 94,7 g,
LOASE + ONCHOCEROO
I, Aul, 3 4] 1 o 1 1 o] o o - -
£ E. Aut. 19 1 & & 3 1 ] 0 o 9h,8 30,4
Tatal 2z i T & h 2 2 0 Q 95,4 4z,
I.LOASE  FILARIQSE
T 0, perstans
B, Bur, 4 4] 2 1 0 1 1 4] O - -
Aut. v 1 o 3 1 o 1 1 0 - -
Z.%. Aut. 14 1 2 4 1 3 V] b 1 92,8 Tho,
Total 26 2 ) 8 ol 4 2 3 1 Q2.3 65,2
FLILARIOSES &
I, pnrnt&ns
K. Bur. 3 1 o 1 1 0 a O 0 - -
Aut, 7 2 2 1 o 2 0 ¢} a - -
YT, Autl, 103 15 32 30 17 5 3 1 O Br,h a6
Total 113 18 a4 52 15 7 y I o Bh 29,7
TOTAL .
. Eut, 50 T 11 113 3 9 3 1 0 a4 2
Aul, 63 2] 11 14 7 i3 5 k! 2 37,3 7,9
7.k, Aut, 534 63 90 11z | 128 ] &1 53 18 13 88,6 W, 5
TOTAL GENERAL 64T 76 112 | 139 | 137 ] B3 63 22 15 BE,z 40,1
# Filaire calcifide. § = Prilovementsz falts en Furope, Eur - Eurepdans.
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TABLKAU X. SERO-DIAGNOSTIC DES FILARIOSES PAR IMMUNO~FLUORESCENCE INDRIRECTE
ETUDE DE 29 SERUMS DE FILARIOSES CONYIRMEES FACE AUX ANTIGENES
. viteae, W. bancrofti, L. loa et O.
Antigénes D, viteae l W. bancroftil L. loa ‘0. volvulusg
e rums Inverses des titres dfanticorps fluorescents
O 20 0] 0
20 20 20 20
40 80 Lo ho
4O 20 Lo 4o
WUCHERERLOSE &80 320 40 BO
80 160 40 4o
160 160 NP 80
160 640 160 160
160 320 NP 80
20 20 80 40
40 40 20
4o 20 80 20
LOASE 4o ho 640 20
40 4o ho 20
80 80 120 160
80 ho 20 80
O 20 O 20
Lo 20 0 20
40 0 20 4o
40 Lo 20 320
o 20 4O Lo
ONCHOCERCOSE 18 40 NP 160
30 4o NP 160
160 Bo 160 ah40
160 8o 80 320
160 80 NP 320
320 160 160 640
FILARIOSES A 4o 40 80O "0
n, PERSTANS 80 80 80 &80
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TABLEAU XKIL.  EVILOUTION DES TITHES D'ANTICORPS PLUGRESCENTS
ET DE L'EOSINOPHILIK SANGUINE ‘CHIFFRER ENTRE, PARENTHESES)
CHEZ DES FILARIENSG (Los loa) TRAITES PAR TA DIETHYLCAHHAMARINE

Numsros
dea ociam

3

1.3

TOTAL

GMRT




1.

3.

Iy,
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9.

11,
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Fig. 1

Immuno=Fluorescence des Filarioses, Réaction positive., La fluorescence
spécifigque jaune verte — mal vigible sur un eliché en noir et blanc -
est logaligsée dans 1'espace sous—cuticulaire,
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