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LA REACTION D'IMMUNO-FLUORESCENCE
SUR COUPES DE FASCIOLA HEPATICA :
UNE NOUVELLE TECHNIQUE
POUR LE SERO-DIAGNOSTIC
DE LA DISTOMATOSE

(Premiers résultats ).

Far J. COUDERT, J. F. GARIN, P, AMBROISE-THOMAS
KIEN TRUDNG THAL J. DESPEIGNES - M. A. POTHIER (%)

La distomatose i Fasciola hepatica a été jusqu'ici trés peu étudide
par limmuno-fluorescence, Cela s'explique sans doute par la facilité
avee laquelle on peut préparer de Pantigéne distomien et mettre
en muvre diverses reactions sérologiques épronvées. 1l était pourtant
intéressant de préciser la valeur de l'immuno-fluorescence el nous
devons it Fraca pe Azevepo et Coerno Rompent (1065) la premibre
application de cette méthode au dingnostic de la distomatose.

Suivant une technique assez proche de celle de Sapvx et Axpen-
son, pour la bilharziose, Fraca pe Azevepo et coll. ont proposé
une réaction effectuée sur des miracidiums de Fasciola hepatica.
Plus de 200 sérums humains et animaux ont pu dtre ainsi étudiés
dans des conditions de spécificité satisfaisantes encore que quelques
rénetions croisées aient é1é observées avee des sérums d'ovins indem-
nes de distomatose ou dans des cas humains de kvstes hydatiques
et de hilharzioses.

Malgré son intérdt, le travail princeps de Fraca ve Azevepo
nous semble justifier quelques réserves concernant la commodité

{*l Béance du 8 lévrier 1967,
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d'emploi de la réaction proposée. En effet lobtention des miracidiums,
i partie d'weuls de grandes douves, exige de 12 & 20 jours et suppose
de nombreuses manipulations, Par ailleurs la réaction proprement
dite est relativement longue car elle doit s'effectuer dans des tubes
i centrifuger, les miracidinms ne pouvant dtre fixés sur lame. Enfin
la lecture des résultats est rendue deélicate par le fait que tous les
miracidivms ne sont pas Huorescents en cas de réaction positive.
1 faut done compler les Ilﬂﬂi!itﬁ brillants et ne considérer un résultat
comme posilil que =i plus de 50 0/0 des miracidinums ont réag.

{:u:nplv tenu de ces inconvénienls nous avons mis au pnin'l e
nouvelle technique dimmuno-lluorescence pour le diagnostic séro
logique de la distomatose. Cette réaction est effectuée sur des coupes
hla t:\lphgﬂulinh de douves adiiltes e, dans son pl‘int‘ipf. cnm:pcmtl
i la méthode que nous utilisons pour I'échinococcose alvéolaire on
la bilharziose. Nous avons appliqué eette réaction & étude de
190 sérums prélevés chez des malades atteintz de distomatose
(700 sérums) o de diverses autres parasitoses,

. — MaTERiELS ET METHODES

a) Antigene.

Les douves vivanles sont prelevées dans des foies de baeufs,
quelques heures aprés labattage. Elles sont lavées i plusieurs reprises
dans du sérum physiologique puis séchées superficiellement entre
des feutlles de papier-filtre.

Les parasites sont enroulés sur eux-mémes, introduits dans des
petits tubes de verre de 6 mm. de diamétre puis congelés & — 20° C.
Par la suite ces tubes sont trés légérement réchaufés (il sullit de les
garder en main pendant quelques instants) de maniére i ce que l'on
puisse démouler les cylindres formés par les douves, Ces blocs sont
montés sur le porte-objet d'un appareil de coupes & la congélation
(Bright's eryostat) et on réalise des coupes de 5 p d'épaisseur qui
sont directement fixées sur lames par simple contact.

Une autre méthode, qui nous semble préférable, consiste & utiliser
non pas des douves entiéres mais un fragment parasilaire qui est
enrobé dans du musele strié de cobaye. Un découpe, dans une douve,
une bandelette de quelques millimétres de largeur qui est enswite
enroulée dans un fragment de musele de la paroi abdommale de
cobaye. L'ensemble est congelé et coupeé comme précédenument.

Cette deuxiéme solution offre 'avantage de permetire, sur chague
préparation, de juger la valeur de la contre-coloration qui teinte en
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rouge le muscle strié tandis que la coupe d'helminthe est jaune-vert
%1 la réaction est positive, ou de la mdme couleur rouge que le muscle,
si lo résultat est négatif,

Dans tous les eas les coupes adhérent parfaitement aux lames
microscopiques et ne se décollent pas, méme aprés les diverses manipu-
lations de la réaction d'immunoe-fluorescence,

Ces préparations peuvent #tre conservées plusienrs mois au conge-
lateur & — 200 C ce qui permet de confectionner en une fois le matériel
necessaire i de nombrenses réactions,

b) Maode opératoire.

La reaction comprend les temps suivants ;

19 Apris séchage i air, les coupes sont fixées et délipidées, pendant
10 minutes, dans un bain d*acétone.

29 Action des diverses dilutions des sérums étudies, pendant
1/2 heure & I'étuve i 372 C, en atmosphére humide.

3 Lavages dans deux bains différents de tampon i pH 7,2 (5 minu-
tes chaque fois),

4% Action du conjugué fluorescent (anti-globulines humaines conju-
guees i de Piso-thioeyanate de lluorescéine, de I'Institut Pasteur,
diluées au 1/20) dans les mémes conditions qu'au 29 ; 1/2 heure
i 370 C.

5% Lavages comme an 3%

6% Contre-colorntion de 10 minutes dans un bain de blen d’Evans
(bleu d'Evans R, A, L.) & /10,000 dans de Pean distillée.

7% Nouveaux lavages des préparations qui sont montées dans une
goutte de glyveérine tamponnée & pHl 7,2,

5 Examen en lumiére ultra-violette (microscope Reichert « Zeto-
pan »avee un condensateur b fond elair. Filtre d'émission BG12/3 mm.
Filtres d'arrét CG 0/1 mm. et OG 1/1,5 mm.).

Il. — RESULTATE ET COMMENTAIRES

1? Facilité dexécution el lecture des réultats.

~ La réaction d'immuno-fluorescence se déroulant sur lame, sa réa-
lisation est assez rapide pour que, dans chaque série dexamens,
on puisse étudier une vingtaine de sérums pris chacun i 3 dilutions.

La lecture des résultats est également trés rapide car, étant donné
leur taille, les coupes de douves sont aistment observées. Comme
nous P'avons déji indiqué, ces coupes présentent une fluorescence
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jaune-vert ou rouge suivant gue la réaclion est |l1-.-iln ¢ ou negative,
Vuant au muscle stmé il est coloré en rouge dans tous les cas et permet
tll;a|-|m'|'n-| la -1||z||i!1" de la contre-coloration

Danz de nombreuses Fll'i'll:irll.l.tun'- NS Avons pu observer des

seclhions IJIlI'HE.‘- I.il' "Iﬂlr fqurar P‘H'-l'.lir.rl.lrJ. i!.IJ IIJ.'l'l'iILJ |jl ll'ilr l'lli.l L H L

arufs !'lrl-"-l‘llll"lll e j|n|rllrts|r!ll' Nunrescence Janne, IIHII-‘\i“.l'!.'.l'I!"P'q
|1||r- II' |r||~|;| l.1.1".:'-illl"= H.ill'l"\i' ir.n- H | II|:1--11II|'I‘. l1.1'|1l' .lltlll-||ulr!'l"~|'l-'li1'l'
est nbsolument comparable & celle que nous avons notée, pour la
bilharziose, sur des coupes & la congélation ' wuls de Sehistosoma
mansoni. Par ailleurs une auto-lluorescence de méme teinte ot d'inten
sité identigque est retrouvée, au nivean des granules vitellins, sur
des coupes de grandes douves. En aucun cas cependant cette anto-

fliuorescence ne peut géner la lecture des résultats,

0 .’fr'j‘rrrarl’u: falvidite

La r|-!1r|ni|n-1i|-i||1-'- de la réaction a ete venlice Jrar I'étude répétée
de !-|||-||-1L|:- seruns [Ill?-I|I'.‘- Lt |1|'gill|[--. CONSErves i 200 T, Sur
le plan qualitatf les résultats sont demeures inchangés d'un examen
i 'autre et, du |11-ir|I de vue |||||||:1Iil:|lif, les différences de titre ne
|w1'1.ui|-nl que sur un tube de dilution au maximum

Par ailleurs il ne semble pas que cetie |--|-rm|m'1ii+i||h' }-lu'.l---' dtre
mise en défant par des variations concernant les dimensions des
COupes ulilisées comme anligéne figure. Nous avons en effet étudié
|:IJ'lI'=I1'I.H"- EEFUIME aveo |11'- I.'IIHFII".‘- 11I.|l!1:|lll'r':~ £l i-.u'lir |1| E!'.1;_'1||1'r||-\
!r;n.u.-il.llrr- de dilférentes ].LF;_'I'IIT'\- ou avee des sections de douves

u'||lii-|'1'-_ _"|_1||'|.|r||' |l|!T4-'I'|'||L'r' ||.|- e n'a #lé mhil e,
3° ."i;.lr'i'llﬂl'r .

Etant donné le nombre e I'importance des [ractions antigémques
GO unes :-l 'Iilfl'l'l""‘!"\ i"'llllilllhl"‘-. IaiE  TEls SOmmmes !hll'rll HJ“‘"
rement attachés & venfier In "-|H'1'I|Il|‘ih' de notre réaction,

Au total 120 examens de contrile ont été effectues

Bilharzioses : 66 ; kystes hvdatiques : 20 ; bemasis : 4 (Twenia

saginala ) ; filarioses : 4 ; anguilluloses : 10 : ascandioses
R 4

Tous ces sérmms ont été trouves negatifs déz la didotion imtale
de 1,/10,

{ : amibin-

La technique d'immuno-lluorescence parait done trés spécilique
Cette L L ificité est particulierement n-rn:lrr]l:;ll-h* eI OF quil concerne
la mlharziose avee laguelle de fn--[l.l--rll--a reachions crosees sont olser-

Yiers '|li|T' I'|.I.1II'|I'I"- IIIl'rhlIl‘i'l“- HI"1"||-III',:H'|I|".
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tanes
4 Sensbilité,

La sensibilitée parait satisfaisanle puisque certains SErums ont
été encore positifs & la dilution de 1/160, la-premiére dilution sigm-

ficative étant de 1,/10

30 Comparaison de Uimmuno-fluorescence

4 d'autres lechnigues s« rologugiies.

Mos résultats sontl encore trop particls pour gue nous puissIoNs
apprécier la valeur de notre méthode par rapport aux donneées de
la clinique ou des divers examens biologigues --u-'-mulrhiliu sanguine,
recherche des cenls), Nous nous sommes par sonire elforcés de com-
parer notre technigue @ « aulres methodes sérologiques. Pour cela
nous avons eétudié 70 sérums de digtonuens qui ont ele eXAMINEs en
immuno-fluorescence et en ixalion du complément. 55 de ces serums
ont été, en outre, analysés par Furwrl]ni!nltuh en pelose el immuno

e l'l'll'-lplh-ri'wl'

. I

i a' Résultals comparés de " v r.--l-lfhmn'u e
ol de lax Iff rulf.l'un i « |r.lrr|r-|r|'rru'rir.
Huorescener. Mbacthim nigaliv

rmestie o Ja distomalese pal TLIAELTIEET
des pomgues ales oruls le gramnles dinives

Qualitativement les deox reactions donnent done des résultats
identiques puisqu’en aucun cas un gérum irouvé positif par I'une
die ces h'l'lllllllllr‘-' n'a donne des resultals ||-'=_;.|1i[~ avee | autre
el ol

Par contre on est frappé par les différences qui, sur le plan quanti-
tatif, séparent ces deux sénes de résultats. Le taux moyven est en
effer de 1748 en immuno-lluorescence et de 1/91 en fixation du
complément

Dans nos conditions expérimentales I'immuno-lluorescence parail
moins sensible que la fixation du 1'nl||||h-|||--||l. Cette différence est
due, sans doute, & la trés forte concentralion des antigénes qui sont

utilisés pour eetle dermiére reaction.
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b) Comparaizon entre Uimmuno-flusrescence (1. F. ),
la réaction de fixation du complément (F. C.),
la précipitation en gélose (Ouchterlony )
el Uimmuno-électrophorése (1. E._ g ).

En ce qui concerne les méthodes d'immuno-précipitation, les
55 sérums considérés ont d'abord été analysés par la réaction d'Ouch-
terlony puis soumis & 'immuno-électrophorése suwivant la technique
indiquée par Brcuer et Carron,

En immuno-électrophorése ont été considérés comme positifs tous
les sérums pour lesquels on a observé soit l'are 2 spécifique soit
4 arcs de précipitations au moins. Tous ces sérums Staient fortement
positifs en réaction d'Ouchterlony,

Dans les 12 cas oi 'immuno-électrophorése a été négative, la
precipitation simple en gélose était négative (3 cas) ou faiblement
positive (G sérums).

Les résultats obtenus par les 4 méthodes considérées sonl résumés
dans les tableaux ci-aprés ;

Par rapport aux résultats de l'immuno-élecirophorése, il existe
done un parallélisme étroit entre les résultats de 'immuno-fluores-
cenee ot ceux de la fixation du complément.

Tanreav |

Hésultats de Timmuno-fluorescence (I, F.)

et de la firation du complément (F. C.)
dans Fanalyse de 70 sérums de distomiens.

o
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Tasreavx 11 er 11

Comparaisona entre I'immuno-fluorescence (1. F. ),
Fimmuno-électrophorése (1. E. 3)
et la fizxation du complément (F. C.).

e e —— —

| L E. g Positive 1 43 sérums | L E. g. Négative : 12 sbrams |‘
It e -
|\ rc " 1S\ I“'.i..| [
fi- .2 LB Lo iy 106y 1jrak| 1 fagh R feh nfge e ffy 1f1a8 ]| 5 ek
A i e e G
_| _F_I_'_l___'_.
110 i 3 | 1fio | L &\ |
| 1f2a L1 ] ! ] ‘_|_ _J_’ 2 |J
| 1/a40 . In (] . 1[40 |_ R _l_:_ I
| afka [rrexy = | 1/8a ! | o] B _I y #li |
tuha 1 || 1fibo I I_ _l_ | I
] | il . E e o | | I

Si 'on compare les taux moyens obtenus, dans chaque cas, avec
ces deux réactions on obtient en effet -

I.E. - Etl'ﬂlil‘r I. E. - Pllli!ln.'f l'l.n:pj:ml'l
Immuno-fluorescence . 1/20 I f;n a5
. - e
Fixation du complément. 1f70 1/123 0,56
a L]

E:f.' résultats confirment bien que, en contrepartie de sa trés grande
spécificité, I'immuno-électrophorése ne permet de détecter que les
sérums fortement positifs, du moins dans nos conditions expérimen-

tales,

ConcrLusions

Sl nous est encore impossible de préciser sa précocité et sa valeur
comme test de guénison, la réaction d'immuno-fluorescence sur coupes
de f:mciola- hepatica nous parait constituer un intéressant moven
de diagnostic sérologique de la distomatose,

Sur le plan matériel cette méthode fait appel & un antigine qui
est facilement préparé et conservé. La réaction proprement dite
est de réalisation rapide et sa lecture est particuliérement aisée,

Douée d’une sensibilité satisfaisante, I'immuno-fluorescence pre-
sente des qualités de reproductibilité et surtout de spécificite élevips.
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Hesvme

Dans le cadre des diverses techniques applicabics au séro-dingnostic
de la distomatose, les auteurs ont mis au point une nouvelle méthods
d'immuno-flucrescence sur coupes i la congélation de Fasciola
hepatica,

Cette réaction est elfectuée cur lames et olfre dimportants avan-
tages pratiques (obtention et conservation faciles des préparations
nntigéui.quen. rupidit{'*. d'cxl'-l'ulinlll el de lecture de la réaction).

La sensibilité et la valeur diagnostique de eette méthode ont éié
appreciees par 'étude de 7o sérums de distomiens qui ont #1¢ ana-
Ivsés paralltlement en fixation du complément o, pour 53 de ces
seruins, en immuno-électrophorése,

La reproductibilité semble trés satisfaisante de méme que la spéei-
ficité qui a éte verifice au cours de 120 examens sérologiques portant
sur diverses parasitoses et en particulier sur 66 eas de bilharzioses.

SuMMARY

Immunolluorescence test on histologic sections in hepatic disto-
matosis,

An immunological dingnostic of hepatic diastomatosis is very
important before the third month of the disease, 1. ». before appea-
rance of Huke eggs in stools; complement fixation test and intradermeo
reaction may be used. A new technique for serodiagnostic by
means of immunofluorescence on frozen sections of Fasciola hepatica
has been recently deseribed.  The responses are rapid and accurate,
but the sensitivity is lower than that of complement fixation.

Laboratoire de Parasitelogie
et de Pathologie Exotique
de la Faculté de Médecine de Lyan.
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ETUDE DES POPULATIONS

DE SIMULIUM DAMNOSUM THEOBALD, 1go3
(DIPTERA : SIMULIIDAE)

EN ZONES DE GITES NON PERMANENTS

IIl. — Corrélation possible

entre certains phénoménes météorologiques
et la réapparition des femelles en début de saison des pluies.

Par M. OVAZZA [*1, J. RENARD [**) et G. BALAY {*=*] [**=%)

Dans des publications antérieures (Ovazza et coll. 1065, 1066 1 et
1966 11) nous avons relaté les résultats d'études effectuées sur des
populations de S. damnosum vivant en zone soudanienne séche,

Rappelons que deux zones d'observation avaient é1é choisies ;
la vallée de la Volta rouge dans 'est de la Haute-Volta et celle de la
Bougouri-Ba dans I'ouest. La premiére est de climat beancoup plus
sec que la seconde et Uinterruption de courant v dure plus longtemps,

Nous avions montré que :

a) les femelles du vecteur cessent de venir sur appidt humain dis
que l'eau ne coule plus, on peu de jours aprés eette date: ceci se

(*) luspectear (éneral de Recherches de 170, K, =5, T, 0, M.

(**) Chel du Service Méttoraligique, A, 5. E, . X, A, Haute-Volin,
(***] Technicien de I'0), R. 5. T. (0. M.

(*oee) Séance du 11 janvier 1967,



