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Introduction




L'amibiaseest une parasitose liée au péril fécal humain,adue protozoaireEntamoe-
ba histolytica Sa prévalence est tres élevée en milieu troginalaison principalement des
mauvaises conditions d'hygiéne fécale, et danpdgs du tiers-monde ou les déjections hu-
maines servent d'engrais. La transmission est catigé a l'ingestion de kystes présents dans
l'eau ou les aliments contaminés. Durant le pasdage le tractus gastro-intestinal, chaque
kyste libére huit formes végétatives appelées tapites qui vont se loger dans le célon.
Dans certains cas, lI'amibe peut développer desuiectie virulence provoquant des ulcéra-
tions de la paroi colique, c'est I'amibiase inted@. Lorsque l'infection est importante, une
perforation intervient permettant a des parasieemyrer vers le foie en passant par la circu-
lation sanguine. lls peuvent alors former des alxest I'amibiase viscérale. Le diagnostic de
I'affection repose sur la symptomatologie, I'épid#agie (notion de séjour en zone d'endé-
mie), les anomalies biologiques (syndrome inflanminat altération du bilan hépatique) et la
mise en évidence des formes hématophages danaslllss @u le liquide de ponction de I'ab-
cés. Seule l'observation directe de cette formiemadfle diagnostic parasitologique. Toute-
fois, cette recherche se révéle fréquemment négadivssi des techniques sérologiques ont

été développées pour la mise en évidence d'ansigpcifiques.

Différentes techniques sont utilisées : limmunofascence indirecte (IFl), I'hémagglu-
tination indirecte (HAI), I'agglutination de pauies de latex et une technique immunoenzy-
matique l'enzyme linked immunosorbent assay (ELISBétte derniére présente lintérét
d'étre automatisable, reproductible, robuste, gizdive et moins contraignante que I'lFI.

Le réactif évalué au cours de ce travail est baséesprincipe et met en ceuvre des anti-
genes solubles de trophozoiteErdamoeba histolyticalLes objectifs de cette étude sont :
I'étude des performances et de la reproductibilééce nouveau test sur des sérums de la sé-

rothéque du service de Parasitologie de I'hdpéaabenoblelLes résultats seront confrontés a

15



ceux des autres réactifs ELISA présents sur le mgairtternational et a ceux des deux tests
sérologiques utilisés en routine au CHU de Grenolemoeba-Spot IF Biomérie (im-
munofluorescence indirecte) et le Bichro-latex arfiomouz®.

Des ces résultats dépendra la commercialisaticgattif par la société Bordier Affinity

Products (BAP) sous réserve de I'obtention du neayeCE.

Dans le méme temps, les dossiers des patientsé&mntetudiés. L'épidémiologie, la
symptomatologie clinique, la biologie, le diagnostt le traitement des patients seront
confrontés a ce qui est décrit dans la littératumecernant I'amibiase viscéraldahistolyti-

ca

16



Premiere partie : I'amibiase
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1 Le parasite

1.1 La morphologie

Le parasite responsable de la maladie EBgamoeba histolyticdSchaudinn, 1903).
C'est la seule amibe intestinale dont la pathogénitiez 'homme soit certaine (1). Il a long-
temps été considéré que seulement 10% des podéuetoppaient une pathologie amibienne
bien que I'hypothése de deux espéces, morpholagiepteidentiques, dont I'une serait patho-
géene E. histolytica et I'autre non pathogenk.(dispa, ait été évoquée dés 1925 (Brumpt)
(2). Ce n'est que depuis 1993 que l'existence sid@ex especes a été reconnue (44).

Le parasite se présente sous trois formes :

* Une forme kystique (figure 1) qui est la forme deistance et de dissémination
car les kystes sont éliminés dans les selles. Saage traduit 'amibiase infesta-
tion. A ce stade-la, il est impossible de différentmorphologiquemert. histo-

lytica dE. Dispar.

Figure 1: Kyste deE. histolyticaouE. dispard'aprés Fotedar (30) Obj. X100
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» Deux formes végétatives ou trophozoites (figure 2)
» La formeminutg non pathogéne et non hématophage qui traduit-lI'am
biase infection ou portage asymptomatique.
» La formehistolyticg hématophage, pathogene qui traduit I'amibiase ma-
ladie, caractérisée par son potentiel invasif ébtoxique (1, 7, 9). C'est
la présence d'une ou plusieurs hématies dans Bareéh mobilité et sa

taille qui permettent d'affirmer le diagnostic dibiase aE. histolytica

(figure 3) (30).

Figure 3: Trophozoites &. histolyticaphagocytant des hématies d'aprés Fotedar (30)XQ0p
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Les facteurs permettant le passage de la foninetaa la formehistolyticane sont pas
encore tous connus. On sait que le génotype die|'bélui du parasite ainsi que des facteurs
environnementaux semblent étre impliqués. Récemrdestétudes ont démontré que certains
génotypes du parasite entrainent une plus forteghitité d'apparition de la maladie (43). No-
tamment, il a été démontré l'implication de cedaenes dans le passage a la fanetlyti-
ca (29). Ces genes ont été retrouves de fagcon phétée chez les souches les plus virulentes
d’E. histolytica En outre, il existe des polymorphismes pouraiestgénes de I'héte qui sont
corrélés avec une plus forte susceptibilité a ldadie. Par exemple, un déficit en leptine
constitue un facteur favorisant le passage a liasgbmaladie (29). Il semble que l'interaction

avec la flore bactérienne digestive et I'immungd'kdéte jouent également un role.

1.2 L'épidémiologie

On estime qu'environ 500 millions d'individus spotteurs de kystes du compleke
histolyticdE. dispar(2-5), et qu'en moyenne, 10% sont porteurs de &yffe histolytica(Ta-
bleau I). Dans 1% des cas seulement, l'infectioéwaduer vers la formation d'abces, généra-

lement hépatiques, et plus rarement pulmonairegmbraux : c'est I'amibiase viscérale (45).

Sujets asymptoma- Effectif Prévalence du portage Prévalence du portage
tiques de 'étude d'E. dispar d'E. histolica
Afrique du Sud 1381 9% 1%
Bengladesh 1872 12 % 5%
Brésil 564 9% 11 %
Egypte 182 24 % 21 %
Gréce 322 8 % <1%
Philippines 1872 7% 1%

Tableau | : Prévalences respectives du portage disparet dE. histolytica(12)
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La prévalence de la maladie est élevée en mil@idal car elle est principalement liée
aux mauvaises conditions d'hygiéne fécale et dathucsanitaire (6). Dans certaines régions,
comme en Egypte, 20% de la population est port@nr e dépistage et le traitement de ces
individus restent trés difficiles dans ces zonasvpes et surpeuplées. L'homme étant le seul
réservoir du parasite, la transmission inter-huenaia fait de maniére manuportée ou par I'in-
termédiaire des aliments et de I'eau. Ce phénonagsecié avec les conditions sanitaires, ex-
plique que la prévalence de la maladie est plue fens les zones tropicales. En effet, la ré-
partition géographique de lI'amibiase correspondzaunes du globe ou la densité de popula-
tion est la plus forte (figure 4). L'Amérique ceaidy, I'Afrique et I'Asie du sud sont les zones
ou la population croit le plus vite. Les problenadsygiene et d'acces a I'eau salubre, liés a

cette surpopulation, favorisent les infectionsaasmission fécale telle que I'amibiase.

"
Absence de donndes

Exceptionnel fﬁr’
Intermédiaire .

Fréquent / trés fréquent Sobirce: IDEEP

Figure 4 : Répartition géographique de I'amibiase d'apieEEP

De 10 a 25% des personnes porteuses de ky&iehistolyticavont développer une
amibiase intestinale (29), les enfants étant pdidiement concernés. Il a été observé que la

malnutrition et la sous-nutrition sont des factefangorisant le passage de I'amibiase infesta-
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tion a I'amibiase maladie (29). Et dans 1% des léaction va évoluer vers une amibiase
viscérale et cela, plus frequemment chez les honadekes (29). Les homosexuels sont de
méme considérés comme une population a risquegetier maladie.

Dans les pays développés, les cas d'amibiase camtdes immigrants, les touristes re-
venant des pays a forte endémicité et les homokemasculins. On peut d'ailleurs noter que
le nombre de cas d'importation est en augmentationEtats-Unis (31). On peut I'expliquer
par I'accroissement du nombre de migrants du StslleeNord et par la démocratisation des

voyages professionnels et touristiques.

1.3 Le cycle évolutif

Le cycle débute par l'ingestion de kystes préesgams les aliments contaminés (surtout
les crudités), dans le sol et I'eau souillée paeberéta des porteurs sains et sur les mains des
personnes infestées (figure 5). Les mouches pedgaément transporter des kystes des sel-

les sur les aliments.

Ingestion
in contaminated
food and water

Noninvasiveinfection
Cysls exibhosl

in the stool /

Invasive infection
through the bloodstream,
infecting sites such as the
liver, brain, and lungs.

Excystation

One trophozoite with four
nuclei emerges, divides
three limes and each
nuclous divides once to
produce eight trophozoites
from each cyst

Quadrinucleate cyst

TN
C\‘-’ “7" ) — Trophozoites migrate
— / to the large intestine
'@ e
{ / Trophozoites invade
7 =7 the intestinal mucosa -P |
iX<] \ | /
. KDY e
Immature cyst
Trophezoites multiply
by bindry fission
(©
@ I\,_ G)

R
Encystation

Figure 5: Schéma du cycle de vieed'Histolytica

d'aprésThe London School of Hygiene and Tropical Medicine
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L'ingestion d'un kyste entraine, suivant les refetihote-parasite, soit un cycle non pa-
thogene (kyste - trophozoite non hématophage €kysbit un cycle pathogéne (kyste - tro-
phozoite hématophage).

Le kyste de 10 a 1pm de diamétre, trés résistant dans le milieu eedéricontient 4
noyaux. Une fois dans l'intestin, il se divise emdphozoites uninucléés de 2042® de dia-
metre. lls ont la capacité de se déplacer graeera pbseudopodes. lls migrent jusqu'au colon
ou ils s'y multiplient par fission binaire et adéér & la muqueuse par l'intermédiaire de lec-
tines et d'adhésines. lls se nourrissent en phéayutayes particules alimentaires.

Dans le cadre d'un cycle non pathogéne, l'infe@girasymptomatique, certains tropho-
zoites s'enkystent dans une paroi de chitine eéivésent deux fois pour donner des kystes a 4
noyaux qui seront éliminés dans les selles.

Dans le cadre d'un cycle pathogéne (colite amilgiennabcés du foie), il n'y a pas d'ex-
crétion de kystes dans le milieu extérieur. C'emticdune des raisons pour laquelle le
diagnostic direct par examen microscopique deesakt trés souvent mis en défaut. Les
trophotoites évoluent dans ce cas vers la fanmtolytica Ills phagocytent des hématies et
libérent des enzymes protéolytiques, cytotoxiqumsr pépithélium intestinal, a l'origine de
multiples ulcérations de la paroi (il est a notee &. disparne posséde pas ces protéines,

c'est pourquoi elle n'est pas pathogene).

2 La physiopathologie

Elle se manifeste uniguement en présence de lefoistolyticade I'especé&. histolyti-
ca.

La maladie peut étre exclusivement intestinalet ¢&edysenterie amibienneou ami-
biase colique ou colite amibienne ou amibiase imate (10). Elle se manifeste par des diar-
rhées glairo-sanglantes avec douleurs abdomin#éa; général est généralement bien
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conservé. Le nombre de selles est limité au maxirautd par jour. Les complications, fré-
guentes, sont des appendicites, des perforatiothsseabcés de la muqueuse colique. Ce pro-
cessus est rendu possible en raison des adhésides kectines qui permettent I'adhésion de
I'amibe sur I'épithélium intestinal. De rares foenggaves peuvent évoluer en colectasie, péri-
tonite ou choc septique, voire en amoebome colitjigagit d'une pseudotumeur inflamma-
toire du célon, son apparition est rare mais desooa été rapportés en Ameérique Latine et en
Afrique du sud (12).

Ou bien la maladie peut atteindre différents orgao&®st I'amibiase viscérale ou inva-
sive ou encore tissulaire. Elle touche environ Slians de personnes dans le monde et est
responsable de 40 000 a 100 000 déceés par an.l&sstonde cause de mortalité par infec-
tion parasitaire dans le monde apres le paludidma)(

Elle se présente sous trois formes :

» L'amibiase hépatique (11) ou l'abces amibien du foie. On retrouve utéedt
dent de dysenterie amibienne dans un cas sur @#exse traduit cliniguement
par la triade de Fontan : douleur, fievre et hépétgalie. L'état général est alté-
ré. Ce processus est rendu possible grace a désages qui détruisent la mem-
brane de I'entérocyte permettant ainsi le passag@arasites dans la circulation
sanguine et leur localisation dans le foie patdfimédiaire de la veine porte.
C'est le cas le plus fréequent d'amibiase viscéraleniveau biologique, on re-
trouve une augmentation trés nette de la protéineaCtive (CRP) et une hyper-
leucocytose. Le bilan hépatique est perturbé, awclyse marquée par des
ASAT et ALAT trois fois supérieures a la normalesaique la phosphatase alca-
line (PA) et la gamma Glutamyl Transférase (gamma@igmentées. Au ni-

veau de l'imagerie, on observera a I'échographimraimale, une zone hypo-
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dense souvent au niveau du foie droit. Cela jestifune tomodensitométrie ab-
dominale pour caractériser l'abces.

» L'amibiase pleuro-pulmonaire souvent secondaire a une amibiase hépatique
par passage intra-thoracique ou propagation vaseula

» L'amibiase cérébraletransmise par voie hématogéne est rare.

Une autre forme de la maladie ¢amibiase cutanéequi provoque des lésions ulcé-

reuses souvent localisées dans la région ano-@gnita

3 Le diagnostic

3.1 Le diagnostic de I'amibiase viscérale

Dans le contexte de localisation profonde, I'exam@&roscopique des selles est la plu-
part du temps négatif et peu informatif car leskasine s'enkystent pas quand la maladie est
viscérale. La ponction des abcés peut étre recomdeaan cas de risque de rupture ou de
compression de veines ou d'artéres. Cependantogatype de prélévement, on ne retrouve
gue trés rarement la présence d'amibes a l'exairegt, ccar elles restent localisées dans la
paroi de l'abcés. Il est par ailleurs possible é@ater I'antigene Gal/GalNac qui est spéci-
fiqgue dE. histolytica/dispardans le pus d'abces car il existe des anticorpsotenaux diri-
gés contre cet antigéne. Ce test est récent damceefaiblement utilisé bien que sa sensibili-
té soit bonne (12). On a donc recours pour ce dstgn aux techniques sérologiques, souvent
dans un contexte d'urgence.

On peut observer dans le tableau Il les différetgelniques utilisées dans le diagnostic
de I'amibiase viscérale ainsi que leurs sensibiliéspectives. Certaines equipes ont utilisé les

kits de détection d'antigénes dans les sellesdafimettre en évidence des antigénes sériques
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circulants. Les résultats indiquent que ceux-civpat étre présents dans la phase précoce de

la maladie (18, 19). Cependant, a I'heure actuedie tests ne sont pas validés pour cette utili-

sation.
Technique Sensibilité

Sérum

- sérologie 94 %

- recherche d'antigenes circulants 75 % en phase tardive

100 % en phase précoce avant traitement

Selles

- microscopie optique 10 %

- coproantigenes habituellement négatif
Pus d'abces

- microscopie optique <25%

- antigenes Gal/GalNac 97,6 %

= PCR 100 %

Tableau Il : Sensibilité des examens biologiques dans lendistic de I'amibiase viscérale (12)

La sérologie reste en effet le test le plus fiablexiste des différences de performances
entre les techniques utilisées. On peut observetagsement en fonction de leur spécificité et
sensibilité dans le tableau Il (22, 32, 40, 41pdPes ce classement on va privilégier I'asso-
ciation d'un test rapide et tres spécifique (lakdkl) avec un test plus long mais plus sensible

(ELISA, IFI).

Techniques  Sensibilité (%) Spécificité (%)

IFI 100 90
ELISA 100 90
HAI 95 97
Latex 91 97

Tableau Il : Spécificité et sensibilité des techniques dgmlistic sérologique de I'amibiase
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D'aprés l'algorithme décisionnel devant une sugpidiamibiase viscérale donnée dans
la méta-analyse de Merens (figure 6), la sérologgée le diagnostic de certitude. Le plus sou-
vent, une recherche d'anticorps spécifiques padutugation de particule de latex est deman-

dée en urgence, elle sera ensuite complétée paELUBA (39) et/ou une HAI (1).

Suspicion clinico-radiologique
d'amibiase hépatique

!

POSITTE — En u|1_1un_|.'c :_ lesl .\'-C:|I|.1IT.'!"__".i|.||.|L? rapide par e NILE].‘\'[']l]'cI_ IL]J.‘-_L-E .
applutination de particules de latex el Hémaeolulinalion nécalives

l

Recherche d antigénes circulants Gal/iGalNac
par ELISA sur s&mm (non validd)

Mise en roule - .
s - Confirmation
du traitement

dans les 12 heures

ar lechniques Ag circulants posilifs ) —
P Li i ane Ag circulants posilifs Ap circolants népatifs
de dépistage - “
(ELIS A, HA) *

*
Confirmation Mise en roule
par technigque du fraitement

specialisde

Ponclion d'abeids
.l {examen direct,
bactériologie.
Deuxidme sérologe i J7 0o techerche dantigénes
GaléGalNac ou PCR

Figure 6 : Proposition d'algorithme décisionnel devant sumgpicion d'amibiase hépatique
d'aprés Merens et al (2005)

En résumé, les patients concernés par une demaneelterche d'anticorps spécifiques

anti E. histolyticadans le sérum ont le profil suivant :

voyageur ou immigré revenant d'une zone d'endémie

- ayant eu un épisode de diarrhée sur place danasusuc deux

- avec au moins deux des symptémes de la triade mkarf-ofiévre, douleur, hépato-
mégalie

- le bilan hépatique est perturbé
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- les marqueurs de l'inflammation sont présents
- suite aux douleurs et a I'hépatomégalie, une éapbgr abdominale montre une

zone hypodense dans le foie.

Dans tous les cas, les résultats biologiques somfrantés aux données épidémiolo-
giques, cliniques et a lI'imagerie. Etant donné lgygarasite responsable de la maladie est ra-
rement observé directement dans les selles etldgmss d'abceés, le diagnostic est basé sur
ces indices que sont : I'épidémiologie, la symptoingie clinique, la biologie et I'imagerie.
On ne peut affirmer un diagnostic d'amibiase vieleeque si toutes ces données sont concor-

dantes.

3.2 Les techniques utilisées

D'apres la nomenclature des actes de biologie mkedicersion mars 2011).

. Microscopie : la recherche de kystes dans les selles ne pgaseat'affirmer que&. his-
tolytica est la cause de la maladie. Pour affirmer le diatin d'amibiase &. histolytica
il faut mettre en évidence des trophozoites hénhaiggs mobiles dans les selles. Cette
mobilité particuliére, unidirectionnelle, s'effeetpar émission de pseudopodes. La pré-
sence d'hématies dans le cytoplasme des amibeslsigaractére hématophage.

. Culture : elle nécessite 4 jours sur un milieu diphasi@ssensibilité est supérieure a
I'examen direct (13, 14). Son principal avantagedegouvoir effectuer une analyse de
la mobilité électrophorétique des isoenzymes (Bdeghérese). Ceci permet de distin-
guer E. histolyticadE. disparen identifiant leur différents zymodéemes (46). jia-
tique, elle est rarement effectuée car la technegtiéres longue et nécessite un matériel

tres spécialisé.
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Anatomopathologie : la coloscopie permet d'observer les lésionsqtygs en coup
d'ongles (15) ¢&. histolyticaet de faire une biopsie pour rechercher les formégeta-
tives.

Recherche d'antigenes: les kits ELISA pour la recherche de coproantagemper-
mettent de détecter spécifiguemeénthistolyticagrace a l'utilisation d'anticorps mono-
clonaux anti-adhésines (16). Ces tests ont unddriessensibilité et une bonne spécifi-
cité (17, 18). lls sont utilisés en cas de suspid@mibiase intestinale. Cependant, ils
ne sont pas utilisables dans les amibiases viesecalk il n'y a pas ou peu d'émission de
parasites dans les selles (tableau lI1).

L'utilisation de ces tests n'est pas validée pauetherche d'antigenes dans le sérum ou
le pus de drainage en cas d'amibiase hépatiquen@apt des études montrent de fortes
sensibilités et spécificités (18, 19).

PCR : elle apparait plus sensible que la rechercheogeantigénes par méthode ELI-
SA (92% vs 80%) dans le diagnostic de I'amibiasestinale. Selon certains auteurs, la
PCR en temps réel serait méme plus sensible goudtlare (20, 21). Il apparait cepen-
dant plusieurs probléemes comme la qualité de #ekibn de I'ADN, le codt, les
contraintes d'utilisation et l'inexistence de lstandardisés. Le principal avantage est la
possibilité de différentier les espedeshistolyticaet E. dispar

Sérologie: c'est la recherche d'anticorps dans le sérumafticmer une amibiase tissu-
laire. La nomenclature des actes de biologie mé&liremommande un dépistage a l'aide
de deux des techniques suivantes : IFI, ELISA, Eiddgglutination de particules de la-
tex. Si le résultat est positif, la confirmationupse faire par électrosynérese mais elle
n'est pas mise en ceuvre souvent car c'est uneigaehlongue et contraignante. Ces
meéthodes de dépistage, disponibles sous formetsledinmercialisés, sont considérées

comme tres sensibles dans les amibiases invasiyey @2, 26) (tableau 1l). Le test
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d'agglutination de particules de latex sensibiksgar I'antigéne totdt. histolyticaest
utile dans le diagnostic d'urgence des amibiaspatiggies. C'est un test simple et trés
rapide (5 minutes).

Le portage de kystesHl'disparn‘entraine pas d'apparition d'anticorps sérique2)(le
portage asymptomatiqueEd' histolyticaserait responsable d'une séroconversion dans
25 a 45 % des cas, alors gu'en cas d'amibiaséimates un taux significatif d'anticorps
circulants est détecté dans 70% des cas (5, 15% IMdaerprétation de la sérologie se
révéele parfois difficile car les cicatrices sératpges sont fréquentes et persistantes en

pays de haute endémicité.

3.3 Les tests commerciaux existants

L'éventail et le nombre de tests disponibles peudibgnostic sérologique des parasi-
toses sont beaucoup plus restreints que ceuxéstitisur la bactériologie ou la virologie. Les
sociétés qui commercialisent des tests de diagnostritro ne voient pas toujours d'intérét
economique (faible rentabilité car petit marchésdes pays développés, difficulté d'obten-
tion des antigenes et pays concernés pas toujoluabtes) a rechercher et proposer de nou-
veaux tests dans ce domaine. Ce sont donc des RiM&egeloppent de nouveaux produits
pour ce secteur d'activite.

Concernant les techniques pour le diagnoskc dfiistolytica on s'intéresse uniquement
aux tests détectant les anticorps dans le sérummasma. Ces techniques sont utilisées pour
le diagnostic de I'amibiase viscérale, il n'estadpas nécessaire de distingkerhistolyticade
E. dispar

Il existe plusieurs techniques capables de déteeteanticorps :

- IFI (immunofluorescence indirecte)

- ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
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- HAI (hémagglutination indirecte)

- agglutination de particules de latex

Concernant les tests de détection d'anticorps fapées dE. histolyticadans le sérum
par ELISA, 5 sociétés commercialisent un kit présraploi :

- Diagnostic automation

- IBL International : Novalis&"

- Millipore

- R-Biopharm : Ridascreé!

- Cypress diagnostics

Un tableau récapitulatif des caractéristiques @ssstconcurrents est disponible dans

'annexe 1.

4 Les traitements (27, 28)

* Pour les porteurs de kystes ou de trophozoitesheamatophages ' histolytica,un
amoebicide de contact est préféré, d'une part @ater le passage a une forme inva-
sive, et d'autre part pour prévenir la contamimatle I'entourage par transmission fé-
co-orale. La classe thérapeutique utilisée edtydsoxyquinoléines méthylées comme
'INTETRIX®, a raison de 4 gélules par jour en %ps pendant 10 jours.

* Pour I'amibiase intestinale en phase aigué, cedamamoebicides diffusibles qui sont
utilisés. Les 5-nitro-imidazolés sont utilisés peren premiére intention : FLAGYL®,
1,5 g/j en 3 prises pendant 10 jours, FLAGENTYL® #/j en une prise pendant 5
jours ou SECNOL® 2 g en prise unique. En cas deptication, ils peuvent étre ad-
ministrés en injectable pour augmenter leur effiéac
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* En cas d'amibiase viscérale, la prise seule dér6-imidazolés pendant 5 a 10 jours
permet une guérison dans 50% des cas. Une pordditiabcés peut étre envisagée si
le patient est dans un état grave. Il convient aeguivre le traitement par une cure
d'amoebicide de contact (Intétrix 10 a 20 jourg)rpaiminer les kystes présents dans
l'intestin. Cela permet de diminuer le risque dehuge mais aussi la dissémination de

kystes contaminants dans la nature.

De nombreuses études concernant la recherche abem\pour prévenir I'amibiase ont
été meneées. A ce jour, il n'y a pas de résultatseegdent vers la découverte d'un vaccin effi-

cace dans les prochaines années.

5 La prophylaxie

Etant donné qu'il n'y a pas d'héte intermédiaimesda cycle du parasite, et que I'homme
est le seul réservoir du parasite, il est diffidke penser a une éradication de la maladie. Ce-
pendant il est possible de limiter sa propagationigeau général :

- en dépistant et traitant les porteurs sains qeédisnent des kystes

- en mettant a disposition de la population desrnasripour une meilleure gestion des

déchets humains

- en facilitant I'accés a I'eau potable

- en faisant des campagnes d'éducation de la papulatncernant I'hygiene des

mains, de la nourriture et de I'eau

- en contrélant I'épandage de matieres fécales hasaiour I'agriculture. Cette pra-

tique est interdite mais pas toujours respectée.
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L'éducation de la population est un enjeu importamtde simples mesures d'hygiéne
pourraient permettre de diminuer le nombre d'ind@st pour cette maladie qui cause jusqu'a
100 000 déces par an.

Au niveau individuel, on préconise de boire deu'bauillie, traitée ou en bouteille, ain-

si que de nettoyer correctement ses crudités.

La mortalité de cette maladie est surprenante goarshit que le traitement est trés ef-
ficace et bien toléré. Etant donné que les zoresldmies correspondent aux pays en voie de
développement, l'accés aux médicaments est fraindappauvreté. Il faudrait améliorer le

systeme de distribution de ces médicaments powesags milliers de vie.

33



Deuxieme partie : matériels et

méthodes
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Les trousses commerciales ont été gracieusemeas midisposition par la société Bor-

dier Affinity Products.

1 Le matériel biologique

1.1 Antigéne

Une souche provenant d'une culture axénigbe hustolyticaa été utilisée (34). L'anti-
géene a été obtenu a partir de trophozoites cultivés 10% de sérum de veau foetal.

Les trophozoites ont été récoltés puis centrifuigésont subi 5 cycles de congélation-
décongélation avec de la neige carbonique. Apmasifteyation d'une heure a 9000 tours par
minute, le surnageant est récupéré puis consei2@°g.

L'antigene est donc une solution composée de pestgde sucres et de tous les compo-

sants cellulaires solubles contenus dans ce suanage

1.2 Sérums de contrbles

Le sérum contrble positif est un pool de trois s&ule lapins immunisés par la solution
antigénique. Une société privée a procédé aux insatians et aux sacrifices des lapins.

Le sérum contrdle négatif est un pool de sérumkpies d'élevage destinés a la bou-
cherie.

Le sérum seuil (ou faible positif) est un mélangesdrums positifs et de négatifs dans
des proportions qui sont déterminées expérimentiésur une petite population de patients
sains et malades. Il est fabriqué de maniére arraagc I'antigene pour donner une densité

optique (DO) qui va permettre la discrimination désums positifs et négatifs. On considére
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gue les échantillons dont les valeurs de DO coesggbnt supérieures a la valeur du témoin
seuil sont positifs et inversement.

lls sont conservés a 4°C avec 0.02% d'azide deisoei 0.02% de tiomersal.

1.3 Sérums sélectionnés

Les sérums de 269 personnes ont été sélectionnesgive etude. Le critére de sélec-
tion des sérums au CHU de Grenoble, est une dendmdecherche d'anticorps spécifiques
dE. histolyticadans le sérum. Les techniques utilisées au CHWI$Bhet le latex. Les sé-
rums sont groupés en fonction de leurs résultailervoici la liste des sérums sélectionnés
pour I'étude :

Positifs IFI : 63

Négatifs IFI : 67

Autres parasitoses : 40

Donneurs de sang : 99

Les positifs IFI sont tous les sérums conserves tlasérotheque du CHU de Grenoble
depuis 15 ans. On peut donc estimer que le diaigmlatibiase viscérale concerne entre 4 et
5 patients par an a ‘hopital de Grenoble.

Les négatifs IFI sont tous les patients ayant @melsgie négative en 2011 au CHU de
Grenoble. Toutes ces personnes ont été suspetéabidse sur des points d'appels cliniques
et biologiques. Cette population est considéréencermoins saine que la population de don-
neurs de sang car ces personnes sont atteintéed'maladies. L'analyse des dossiers de ces
patients sera trés instructive car on pourra olesequelles maladies possedent des signes
d'appels proches de ceux de I'amibiase. Il seraitensitéressant de savoir si ces maladies

causent des réactions croisées avec le test ELtSldea
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Le groupe des autres parasitoses est composé idatpatont la sérologie est positive

pour une autre maladie parasitaire (tableau IV)gfoeipe permettra de déceler d'éventuelles

réactions croisées.

_ o Nombre de
Affections parasitaires

sérums testés

Anguillulose 3
Bilharziose 10
Echinococcose alvéolaire 1
Filariose 8
Hydatidose 8
Leishmaniose 2
Paludisme 6
Toxocarose 2

Tableau IV : Liste des sérums testés avec la trousse ELISBeam

positifs en sérologie pour d'autres parasitoses

Les sérums des donneurs de sang proviennent deeG@kenTransfusion Sanguine (CTS)
de Genéve (99 sérums). Cette population corresporghersonnes non malades. Elles ne ma-

nifestent pas les signes d'appels cliniques owgiglies qui font suspecter une amibiase.

1.4 Conjugué

Le conjugué utilisé est la protéine A couplée aeephosphatase alcaline (PA) (42). I

est conservé a 4°C dans une solution de glycérol.
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Le substrat utilisé est le para-nitro phényle phase (PNPP). Il se présente sous forme
de comprimés conservés a 4°C. Il est utilisé dsstans une solution a pH 9,7 pour une

concentration finale de 2 mg/ml.

2 La méthode ELISA

2.1 Principe

La composition exacte de la trousse peut étre ¢tE@esdans la notice technique du pro-
duit (annexe 2). Une plague contenant 96 micrometssibilisés avec I'antigéne, est fournie
dans chaque trousse. Le schéma de la méthode HitiB®&e dans les produits de la gamme
BAP est retrouvé dans la figure 7.

Lorsque le sérum est mis en contact avec l'antigéaanticorps spécifiqgues de cet an-
tigéne vont s'y lier. Un premier lavage va perneettéliminer les anticorps non spécifiques.
Ensuite, une solution de conjugué est dispensée ldarpuits. Il est composé de protéine A,
qui posséde la propriété de se fixer sur les padimstantes des immunoglobulines de type
G, gu'elles soient d'origine humaine ou lapinetéCptotéine est couplée a une enzyme, la
phosphatase alcaline. En présence d'un substmoiacle pNPP, elle donne un produit colo-
ré en jaune. Aprés un second lavage pour élimaeohjugué non fixé, une solution de pNPP
est dispensée dans les puits. On pourra obsereetalaration jaune dont l'intensité sera pro-
portionnelle a la quantité de conjugué présent tapsiits et donc, indirectement proportion-
nelle a la quantité d'anticorps spécifiques quemsd fixés a l'antigéne.

La réaction est arrétée avec une solution de pHai@alin pour inhiber la PA. On peut
ensuite mesurer la densité optique a 405 nm poantdier I'intensité de la coloration. C'est

donc une technique quantitative.
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Figure 7 : Méthode ELISA utilisée dans les produits dedengie Bordier Affinity Products
2.2 Protocole

Le protocole décrit dans la notice technique dulpito)lannexe 2) est respecte.

Etape 1 Blocage

Les puits sont remplis avec 250uL de solution TB&@&n et incubés 15 minutes a tem-
pérature ambiante.

Etape 2 Incubation des sérums

Une fois le TBS-Tween éliming, les puits sont remphec 100puL de sérum dilué au
200 dans du TBS-Tween. Le premier puits ne contieetdju TBS-Tween pour mesurer le
blanc. Trois témoins (négatif, seuil et positifpsmclus dans chaque série et dilués al?00
avec du TBS-Tween. La plaque est incubée a 37°GgmerB0 minutes puis lavée 3 fois avec

la solution de lavage.
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Etape 3 Incubation du conjugué

Les puits sont remplis avec 100uL de conjugué ca@pmie protéine A couplée a la
phosphatase alcaline diluée dans du TBS-Tween.ldgue est incubée a 37°C pendant 30
minutes puis lavée 3 fois avec la solution de lavag

Etape 4 Incubation avec le substrat

Les puits sont remplis avec 100uL de substrat (JNHBE dans un tampon NaHGO
La plaque est incubée a 37°C pendant 30 minutas.l®wvéaction est arrétée avec 100uL de
solution de KPO, a pH 13,5.

Etape 5 Mesure de la densité optiquéDO) a 405nm

La valeur de la DO du blanc est soustraite de sola¢t® valeurs des DO lues. On consi-
dere que les échantillons dont les valeurs de D@igées sont supérieures a la valeur du té-
moin seuil sont positifs et inversement.

Pour chaque essai, les sérums témoins sont testigoéicat. Un échantillon est consi-
déré comme positif si sa DO est supérieure a dellseuil de son essai. En effet, il y a une
variation de la valeur des DO des sérums conteié® les essais. Elles sont dues aux varia-
tions de température et de durées d'incubatiomxeeaeurs de pipetage.

Chaque sérum est testé en duplicat et avec les|deurifférents. Les résultats seront

exprimeés en calculant la moyenne sur ces 4 essais.

3 L'immunofluorescence indirecte

Le test Amoeba-Spot IF Biomérie®x(43) est utilisé en routine au CHU de Grenoble
pour la sérologie amibe. Il s'agit d'une réactramunologique en deux étapes (33) :
- Incubation du sérum avec un antig&nenhistolyticaobtenu a partir de cultures axé-
niques inactivées et fixées sur lames (34). Lesanps spécifiques s'y fixent, un la-
vage élimine les éléments non spécifiques.
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- La révélation se fait par un conjugué anti-immupobgline humaine couplée avec
de la fluorescéine. La lecture est ensuite effectuaide d'un microscope a fluores-
cence.

Le mode opératoire décrit dans la notice techniegterespecté (35). Les échantillons

sont dilués au 1/%50°puis successivement de 2 en 2 & partir de cegtaipre dilution.

La dilution au 56™ correspond au seuil de positivité et celle au®1dau seuil de spé-
cificité. Une réaction positive pour une dilutiorférieure ou égale a 50 exclut la maladie. Si
une fluorescence est observée pour une dilutiodriypre ou égale a 100, alors le patient est
suspect d'amibiase viscérale (36).

Les sérums positifs sélectionnés pour I'étude nneaultat positif pour une dilution su-

périeure ou égale a 100, les négatifs pour unéatlinférieure ou égale a 50.

4 L'agglutination sur particule de latex

Le test Bichro-latex amibe Fumowesst utilisé au CHU de Grenoble en association de
I'lF1 pour la sérologie amibe. C'est un test d'atightion au latex sur lame (37).

Le réactif latex de couleur marron, est constitedodrticules de latex colorées en rouge
en suspension dans un contre colorant vert. Céisydas sont sensibilisées par I'antigéne to-
tal mixte dE. histolytica(34). La présence d'anticorps anti amibiens sésigewitraine I'appa-
rition d'agglutinats colorés en rouge se répanispeogressivement a la périphérie pour for-
mer un lissé rouge autour d'une plage centraleev&r I'absence d'anticorps spécifiques, la

suspension reste homogéne et marron (38).
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5 Les paramétres évalués

Les patients seront groupés en fonction du diagnokstique et du résultat du test selon

le tableau V.
Maladie présente Maladie absente
y A B
Test positif Vrai positif Faux positif
. C D
Test négatif Faux négatif Vrai négatif

Tableau V : Répartition des patients

La sensibilité (Se) est la probabilité que le sst positif chez les individus atteints par
la maladie : Se = A/(A+C)

La spécificité (Sp) est la probabilité que le tesit négatif chez les individus non at-
teints par la maladie : Sp = D/(B+D)

La valeur prédictive positive (VPP) est la probiabit'étre malade quand le test est po-
sitif : VPP = A/(A+B)

La valeur prédictive négative (VPN) est la probigbitle ne pas étre malade quand le
test est négatif : VPN =D/(D+C)

L'efficacité (Eff) est la probabilité d'identifieorrectement un patient comme étant ma-
lade ou non malade : (A+D)/(A+B+C+D)

Aprés consultation des dossiers, les 269 patiestes pour I'amibiase qui sont inclus
dans cette étude sont classés en 5 groupes :

- Patients atteints d'amibiase viscérale : 52 individgroupe A

- Patients atteints d'amibiase intestinale : 7 imtligi: groupe B
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- Patients non atteints d'amibiases : 71 individy®upe C
- Patients atteints d'autres parasitoses : 40 ingsvidjroupe D

- Donneurs de sang : 99 individus : groupe E

Nous disposons de plusieurs populations différetiéemalades et de non malades. Les
formules données ci-dessus sont applicables a opelaiion de malades et une de non ma-
lades. On pourra donc différentier les performarocesme suit :

- Groupe A versus groupe C
- Groupe A versus groupe D
- Groupe A versus groupe E

Le groupe B ne comptant pas assez d'individus, doaserons uniquement la sensibili-

On dispose des résultats sérologiques (IFI et)atenr les patients des groupes A, B et
C. Les performances de ces techniques seront céagpavec celles de L'ELISA.

Les dossiers des patients discordants (faux mostiffaux négatifs) seront étudiés en
détail. Des éléments qui pourraient expliquer éssiltats seront recherchés (réactions croi-
sées, amibes non pathogénes dans les selles...).

Il faut noter que la spécificité calculée avec teupe C sera plus pertinente que celle
calculée avec le groupe E car l'analyse sera fiteegmur ces patients. Les donneurs de sang

n'ont aucune raison d'étre testés.

Pour les patients des groupes A et B, les donnéeandes seront analysées :
- L'age
- Lesexe

- Lanotion de voyage
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- Les symptdmes a I'hospitalisation

- La prise en charge

- Le traitement

- Les niveaux des marqueurs de l'inflammation
- Le bilan hépatique

- L'examen microscopique des selles

- Les autres sérologies prescrites

Les reproductibilités inter et intra lots seronaléées statistiquement par une analyse de
Bland-Altman. Cette analyse se base sur la diftates DO d'un méme échantillon testé
deux fois. A partir des différences des DO de teagchantillons nous calculerons :

- La moyenne des différences (M)

L'écart type des différences (SD)

L'intervalle de confiance a 95% (#1.96 x SD)

Le nombre d'échantillons dont la différence surxdessais est hors de cet

intervalle
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Troisieme partie : réesultats
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1 La sérologie amibiase

1.1 L'ELISA

Les résultats obtenus par ELISA pour les 269 édiard testés sont listés dans le ta-

bleau VI.
oupetess  NOTEENONE Nombre (9 e ()
Amibiase viscérale (A) 52 52 (100) 0 (0)
Amibiase intestinale (B) 7 7 (100) 0 (0)
Non amibiens (C) 71 8 (11.3) 63 (88.7)
Autres parasitoses (D) 40 8 (20) 32 (80)
Donneurs de sang (E) 99 4 (4) 95 (96)

Tableau VI : Résultats obtenus en ELISA pour la détection

d'anticorps ant. histolyticapour les 269 patients

Sur les 99 sérums du groupe E (donneurs de saidffpddonnent une réaction positive
au test (tableau VI). Les DO des ces quatre édlmargtine sont pas trés éloignées de la DO du
seuil, respectivement 0.858, 0.588, 0.483 et 0@@d un seuil a 0.450. On peut estimer
gu'un individu sain a une faible probabilité degiéavec ce test. Cet antigene posséde une

bonne spécificité. Elle est calculée a 96% poueqabpulation.

Dans le groupe A (amibiase viscérale), une réagtasitive est obtenue pour 100% des

patients. On obtient une sensibilité de 100% awdd$A.
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La totalité des individus du groupe B (amibiasestinale) donne un résultat positif en
ELISA. On obtient une sensibilité 100% en ELISA ptei diagnostic de I'amibiase intesti-

nale.

Parmi les 71 patients du groupe C (non amibier8)868,7%) sont négatifs en ELISA.
Il y a donc 8 faux positifs soit une spécificité &% 7%.

Le dossier clinique de ces patients est étudié déaeler d'éventuelles réactions croi-
sées (tableau VII). On note que pour deux de ctenps, leurs pathologies affectent le foie
tout comme I'amibiase viscérale. L'une des étiamgist I'hydatidose, une helminthiase pro-
voguée par un teni&g¢hinococcus granulospsesponsable de kystes le plus souvent hépa-
tiques. L'autre patient est atteint d'hépatite B dwn virus (VHB) qui provoque une inflam-
mation du foie.

Pour 2 autres patients faux positifs en ELISA, etnauve une giardiase et un acces pa-
lustre aPlasmoduim falciparumCes deux derniéres pathologies sont causéesepgurdto-
zoaires tout comme les amibes. Il pourrait y adess similarités structurales et antigéniques
avecE. histolytica Concernant les autres patients, le diagnostiigeie n'est pas formel mais
'amibiase a été écartée avec certitude.

Une cause de résultats faussement positifs peutide réaction croisée avec une amibe
non pathogéne. On observe que le patient atteigtadldiase est également porteur de kystes
dEntamoeba hartmaniMais aucun des autres patients n'est porteur dammbneures. Au-

cune cause n'a pu étre trouvée pour expliquerésestats.
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Identifiant patient Diagnostic Examen microsco-

clinique pique des selles

1 Hépatite B N

6 Hydatidose N

8 ? N

9 Giardiase Kystes oEntamoeba

hartmanii

10 ? N

11 ? N

14 ? N

15 Acces palustre N

Tableau VIl : Contexte clinique des patients faux positifs

pour la recherche d'anticorps spécifique Bntiistolytica

Parmi les 40 patients du groupe D (autres parasijpsne réaction positive est obtenue
pour 8 (20%) individus (tableau VI). La spécificabtenue avec cette population est de 80 %.
On retrouve avec intérét une réaction positive danesas sur deux de leishmaniose et de pa-
ludisme (tableau VIII). Cette information va darsskens de I'hypothese émise ci-dessus avec
le groupe C. On retrouve aussi d'autres patholagiasées par des helminthes (comme I'hy-
datidose citée ci-dessus également) comme l'antpsgé (2 cas sur 3) et la filariose (1 cas sur
4).

La différence entre une réaction positive spécdigt une réaction croisée se fera en
fonction du contexte clinique et épidémiologique,ld présence d'un abceés a l'imagerie et de

l'altération du bilan hépatique.
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. . Nombre de Nombre de sérums positifs
Affections parasitaires

sérums testés avec I'ELISA E. histolytica
Anguillulose 3 2
Bilharziose 10 0
Echinococcose alvéolaire 1 0
Filariose 8 2
Hydatidose 8 0
Leishmaniose 2 1
Paludisme 6 3
Toxocarose 2 0

Tableau VIII : Réactions croisées avec le test ELEB#&amoeba histolytica

Les performances obtenues avec les 262 patientgrdepes A, C, D et E pour le dia-
gnostic de I'amibiase viscérale par ELISA sont@agées dans le tableau IX.
Le test est plus spécifique si on sélectionne cormpopellation de non malade des don-

neurs de sang (96%) plutot que les non amibieng¢88

L'efficacité du test est meilleure avec la popolatdes donneurs de sang (97.4%) par

rapport a celle des patients non amibiens (9398 &%).

Groupe de o
patients non Spécificité Sensibilité VPP (%) VPN (%) Efficacité
(%) (%) (%)
malades
C 88.7 100 86.7 100 93.5
D 80 100 86.7 100 91.3
E 96 100 92.9 100 97.4

Tableau IX : Performances du test ELISA pour le diagnostiolsgique de I'amibiase viscérale
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1.2 LK

Les résultats obtenus par IFI pour les 130 échansiltestés sont listés dans le tableau X.

Groupe testé Nombre d'individus Nc?em:))(;(;it(i:/;) Ndoemnbérga(t?s)
Amibiase viscérale (A) 52 52 (100) 0 (0)
Amibiase intestinale (B) 7 5(71.4) 2 (28.6)

Non amibiens (C) 71 6 (8.5) 65 (91.5)

Tableau X : Résultats obtenus en IFI pour la détection

d'anticorps ant. histolyticapour 130 patients (groupes A, B et C)

On obtient une sensibilité de 100% pour le diagoode I'amibiase viscérale, et de
71.4% pour le diagnostic de I'amibiase intestiniadespécificité obtenue est de 91.5%.
Parmi les 6 patients faux positifs, 3 sont concotslavec I'ELISA (patients 1,6 et 8 ta-

bleau VII).

1.3 Le latex

Les résultats obtenus avec le test au latex psuk3dé échantillons sont listés dans le ta-

bleau XI.
Groupe testé Nombre d'individus chl)em;?(;(:it(i(;/so) N dc;mnbérga(t?g
Amibiase viscérale (A) 52 50 (96.1) 2 (3.9)
Amibiase intestinale (B) 7 4 (57.1) 3 (42.9)
Non amibiens (C) 71 5(7) 66 (93)

Tableau Xl : Résultats obtenus par test au latex pour lactiéte

d'anticorps ant. histolyticapour 130 patients (groupes A, B et C)
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On obtient une sensibilité de 96.1% pour le diajoade I'amibiase viscérale, et de
57.1% pour le diagnostic de lI'amibiase intestinadespécificité obtenue est de 93%.

Parmi les 5 patients faux positifs, il y en a un @st concordant pour les trois tech-
nigues (patient 1 du tableau VIl atteint d'hépadite

Concernant les échantillons discordants (faux fi®st faux négatifs), les valeurs sont
souvent proches de celle du seuil (toutes techesigo@fondues). Il est donc trés difficile
d'analyser les résultats sérologiques de ce genpatients. L'interprétation du résultat rendu
pourra étre : « résultat sans réelle valeur diagess a confronter aux données cliniques et
épidémiologiques et a compléter par une rechertdmildes dans les selles. Ou encore, pos-

sible réaction croisée avec une amibiase non patteog.

1.4 Bilan

Les performances obtenues pour les 123 patientgrdepes A et C pour le diagnostic
de I'amibiase viscérale par les trois techniques iemroupées dans le tableau XII.

L'IFI et I'ELISA possedent les meilleures sensiédi(100%). Le latex possede la meil-
leure spécificité (93%) devant I'lFI (91.5%) etllIEA (88.7%).

L'IFI possede la meilleure efficacité (95.5%) davém latex (94.3%) et I'ELISA

(93.5%).
Test Spécificité Sensibilité VPP VPN Efficacité
(%) (%) (%) (%) (%)
ELISA 88.7 100 86.7 100 93.5
IFI 91.5 100 89.7 100 95.1
Latex 93 96.1 91 97 94.3

Tableau Xll : Performances des différents tests de diagnsétalogique de I'amibiase viscérale
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Les performances obtenues pour les 78 patientgrdapes B et C pour le diagnostic de
I'amibiase intestinale par les trois techniqued ssgroupées dans le tableau XiIlI.

L'ELISA posséde la meilleure sensibilité (100%) algvI'lFI (71.4%) et le latex
(57.1%). Les spécificités sont sensiblement les e¥m

L'efficacité est la méme pour les trois techniq@sa vient du fait que la population de
patients atteints d'amibiase intestinale est tailpld par rapport a la population des non ami-

biens. Les formules statistiques sont biaisées.

Test Spécificité Sensibilité VPP VPN Efficacité
(%) (%) (%) (%) (%)

ELISA 88.7 100 46.7 100 89.7

IFI 91.5 714 45.5 97 89.7

Latex 93 57.1 44.4 95.6 89.7

Tableau XllI : Performances des différents tests

de diagnostic sérologique de I'amibiase intestinale

2 Les données épidémiologiques

Les patients testés lors de cette étude qui steihiat d'amibiase viscérale ont en majo-
rité entre 30 et 40 ans pour une moyenne de 4Qansau XIV).
L'amibiase intestinale touche plutét les individuka fois jeunes (avant 40 ans) et ceux

plus agés (au-dela de 60 ans).
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Ces résultats correspondent a ce qui est décrit ldditérature (29). L'amibiase intesti-
nale touche plus fréquemment les jeunes, et I'asébiiscérale atteint les personnes aux

alentours des 40 ans.

Tranches d'age Amibiase viscérale  Amibiase intestibe
<20 ans 1 2
20-30 ans 10 1
30-40 ans 15 1
40-50 ans 12 0
50-60 ans 4 0
> 60 ans 8 3
Total 50 7

Tableau XIV : Tranches d'age des patients atteints d'amibiases
On observe que I'amibiase viscérale touche plugiédment les hommes (sexe-ratio
5.5) que les femmes (tableau XV).
Cela correspond a ce qui est décrit dans la litieGga29), qui présente que 6 hommes

sont atteints pour une femme, soit dans 83% des cas

Sexe Amibiase viscérale Amibiase intestinale
Homme 44 5
Femme 8 2

Total 52 7

Tableau XV : Sexe des patients atteints d'amibiase
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On retrouve une notion de voyage en zone endéndigng 96% des cas d'amibiase vis-
cérale (tableau XVI). Ces résultats sont calculg26 patients car cette information n'est pas

toujours indiquée dans le dossier des patients.

Zone geographique  Amibiase viscérale Amibiase intésale

Afrique 18 1

Asie 4 2
Ameérique du Sud 3 0
Pas de voyage 1 0

Total 26 3

Tableau XVI : Zones d'endémies fréquentées par les patigetatatd'amibiase

3 Les données cliniques

On note la présence d'un abcés amibien dans 108%aded'amibiase viscérale. A cha-
gue fois, il a été observé une zone hypodenselddng a I'échographie abdominale, et I'ab-
ces a été caractérisé dans la moitié des cas ranner abdominal et dans l'autre moitié par
une tomodensitométrie abdominale.

Parmi les 52 patients ayant développé un abce§}428) ont subi une ponction. Dans
tous les cas le pus drainé avait une couleur chbetlétait tres visqueux. L'examen micro-

scopique de ces pus n'a jamais permis de metégidance des amibes.

Les symptbmes des patients sont regroupés daabléati XVII. Pour I'amibiase viscé-
rale, les symptémes les plus fréquemment retroseas une douleur a I'nypochondre doit et

de la fievre. Dans 50% des cas il y a des diarfhg&gesésultat est intrigant car il est décrit
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dans la littérature (4) qu'il n'y a généralemerst g diarrhées quand la maladie est viscérale.
De plus, il est décrit que I'hépatomégalie est &m siymptdmes les plus fréquemment retrou-
vés alors qu'on ne le retrouve que dans 16% dedarescette population.

Concernant l'amibiase intestinale, il est normateteouver une diarrhée ans 100% des

cas, mais il n'y a normalement pas de fievre, ¢@'gst pas le cas ici.

Symptomes Amibiase viscérale Amibiase intestinale
Douleur hypochondre 87,5% 60%

Fievre 84% 80%
Diarrhées 50% 100%
Asthénie 25% 40%
Anorexie 19% 40%

Hépatomégalie 16% 0%
Total (patients) 32 5

Tableau XVII : Symptdémes des patients atteints d'amibiase

Tous les patients atteints d'amibiase viscéraleétitiraités par un amoebicide diffu-
sible, le Flagy®. Pour les patients dont la maladie est surventesa#05, le traitement a été
complété par une cure d'IntétRix un amoebicide de contact. Dans tous les caat tét pa-
tient s'est amélioré en 48 heures. Seulement 8matont fait une rechute dans les 6 mois et
ils ont de nouveau éte traités efficacement. Desréles échographiques ont été réalisés pour
la plupart des patients. Trois mois apres I'hobgéton, I'abces était toujours détectable mais
avait diminué de taille. En effet il est retrouveind la littérature qu'un abces amibien reste dé-

tectable a I'échographie de 6 mois a un an (6).
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4 Les données biologiques

L'infection viscérale provoque une importante riéacinflammatoire. Il est possible de
détecter cette réaction par le dosage de la CRfusést la numération des leucocytes.

La CRP est augmentée pour 31 des 39 patientstatamibiase viscérale, soit dans
80% des cas. La moyenne de la valeur de la CRglpatients est de 216 mg/l (normale en-
tre 1 et 10 mg/l). La notion d'augmentation de RPCassociée a des éléments épidémiolo-
giques et cliniques concordants est un bon marquewmostic de I'amibiase viscérale. Dans le
cas de I'amibiase intestinale, seulement 3 (43%)deatients ont une CRP augmentée.

Une hyperleucocytose est retrouvée dans 59% ded'arashiase viscérale (groupe A),
alors qu'elle est toujours normale dans I'amibilaiestinale.

Le bilan hépatique est souvent perturbé en casabadu foie, cela traduit une cytolyse
hépatique. Les marqueurs qui permettent d'apprégisanté du foie sont les ALAT, les
ASAT, la PA et la gammaGT. On observe que toushtagjueurs sont augmentés dans plus
d'un cas d'amibiase viscérale sur deux (tableadlX\s ont en moyenne plus de deux fois

les valeurs normales maximales.

gam-
ASAT ALAT PA maGT
Patients dont ces marqueurs sont augmentés (%) 51 4 5565 61
Moyenne pour ces patients (Ul/l) 84 89 188 166
Valeurs normales (Ul/l) 10-42 8-48 39-83 12-42

Tableau XVIII : Etude des marqueurs de cytolyse hépatique denfsa

atteints d'amibiase viscérale
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Lorsque ces patients arrivent au CHU, la sérolagiéiase n'est pas la seule qui est de-
mandée. La fievre, dans le cadre d'un retour dag®en zone d'endémie, fait suspecter, en-
tre autre, un acces palustre. Or, les patientmtttd'amibiase correspondent pour la plupart a
ce profil. Nous allons donc étudier quelles sontdatres parasitoses qui ont été recherchées
chez les patients atteints d'amibiase viscérabide@a XIX).

On observe que les signes cliniques et les donggiegmiologiques des patients at-
teints d'amibiase viscérale font suspecter dandréadécroissant : une échinococcose, un pa-
ludisme, une bilharziose et une anguillulose.

Pour l'amibiase intestinale, les mémes étiologies eecherchées sauf I'échinococcose.

Cela est compréhensible car c'est une pathologi®uache les visceres.

Parasitose (%) Amibiase viscérale  Amibiase intestale
Echinococcose 44 0
Paludisme 34 28
Cysticercose 8 14
Trichinellose 8 0
Distomatose 6 0
Toxocarose 8 0
Anguillulose 19 14
Filariose 6 0
Bilharziose 30 43
Total 52 7

Tableau XIX : Pourcentage des autres sérologies parasitameartiées

chez les patients atteints d'amibiase
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L'examen microscopique des selles est réalisé emnedroubles digestifs, de douleurs
abdominales ou bien, lorsque la sérologie amibéssgoositive. C'est un argument important
pour le diagnostic de I'amibiase méme si les perdmices de cet examen ne sont pas idéales.
Il est retrouvé des kystes ou des formes végésatuecomplexd. histolytica/dispapour 7
patients du groupe A (13.5%), 5 patients du graBi§é1,4%). On observe que I'on retrouve
plus fregquemment des amibes dans les selles desgaatteints d'amibiase intestinale, ces

données correspondent aux informations de laditiée (6).

5 La reproductibilité

Les 4 essais effectués sont comparés entres euabt@mt ainsi 4 comparaisons inter-

lots et 2 comparaisons intra-lot.

5.1 Intra-lot

La moyenne des différences des deux essais dudst in peu en dessous de zéro (fi-
gure 7). On en conclut que les DO obtenues duiesgdi 2 sont en moyenne plus fortes que
durant l'essai 1. L'écart type calculé est de Q.tdE montre que les différences ne sont pas
trop dispersées. On observe d'ailleurs qu'il yudeseent 4 points qui sont en dehors de I'in-

tervalle de confiance a 95%. On peut considérercgaaleux essais sont reproductibles.
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répartition des différences lot 1
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Figure 8 : Différences des DO des essais 1 et 2 du lotut pBO patients testés avec le test
ELISA E. histolytica — moyenne des différences. --- intervalle de iemtke a 95%

La moyenne des différences des deux essais dudst @n peu au-dessus de 0 (figure
8). Cette fois ce sont les DO obtenues durantidsgui sont en moyenne plus fortes que du-
rant I'essai 2. Ces variations sont expliguéedgsadurées d'incubation qui peuvent varier de
guelgues minutes.

On observe en revanche qu'l y a 10 points qui santdehors de lintervalle de
confiance a 95%. L'écart type calculé est de 0.283jui est plus faible que pour le lot 1. II
faut noter que les valeurs concernées sont lesibhias positifs. Méme s'il existe une varia-

tion, ils sont toujours bien au-dessus du seuil.
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répartition des différences lot 2
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Figure 9: Différences des DO des essais 1 et 2 du lot 2 p8i patients testés avec le test

ELISA E. histolytica— moyenne des différences: - intervalle de confiance a 95%

5.2 Inter-lots

Les moyennes des différences sont proches de ledqtalxX). L'écart type de la pre-
miere colonne est de 0.170 mais les autres sarétsséutour de 0.100. Ces valeurs nous per-
mettent de dire qu'il n'y a pas de valeurs de wdiffées trop extrémes. Il y a en moyenne 8
points qui sont en dehors de l'intervalle de caorti@ga 95%. Il y a une moins bonne reproduc-

tibilité inter qu'intra-lot, mais elle reste accaipie.

Lot 1 essai 1 vsLot 1 essai 1 vsLot 1 essai 2 vsLot 1 essai 2 vs
ot 2 essai 1 lot 2 essai 2 lot 2 essai 1 lot 2 essai 2

Moyenne -0,076 0,018 0,006 0,063
Ecart-type 0,170 0,108 0,075 0,088

Nombre de points en
dehors de l'intervalle 7 10 9 7
de confiance a 5%

Tableau XX : Différences des DO de 4 essais pour 130 patiestiss avec le test ELISA histolytica
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Quatrieme partie : discussion
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L’amibiase viscérale est une parasitose liée all figéal humain, due a un protozoaire,
Entamoeba histolyticeElle se manifeste par un abces hépatique, uretdr@ggalie, des dou-
leurs abdominales et de la fievre. Elle peut engkgeronostic vital dans certains cas compli-
gués. Sa prévalence est trés élevée en miliewctiopn raison principalement des mauvaises
conditions d'hygiene fécale. Dans les pays ou déaglence est faible (Europe, Amérique du
nord, Australie), les personnes concernées paraladie sont les immigrants, les voyageurs
de retour de zone d’endémie et les homosexuels.

Au niveau mondial, 500 millions d’individus sontrpeurs de kystes du complexe E.
histolytica/E. dispa(2-5). Parmi eux, 10% hébergent des kysteslstolytica.Dans 1% des
cas (500 000 personnes), il y a une atteinte hymatiCette manifestation est responsable de
la mort de 100 000 personnes par an.

De part son mode de transmission oro-fécale, leems de kystes asymptomatiques
représentent le réservoir du parasite. Le dépistadge traitement de ces individus sont donc
des enjeux de santé publique dans les pays adiotémicité.

Seule la mise en évidence de la forme hématophdgendtolyticadans les selles par
microscopie permet d’'affirmer le diagnostic. Cepaarigdcet examen est fréquemment mis en
défaut, c’est pourquoi les techniques sérologiquesin réle trés important dans le diagnos-
tic de I'amibiase viscérale. Des tests commerciaart disponibles pour I'lFI, 'ELISA,
I'HAI et I'agglutination de particules de latex. €&ests sont sensibles et spécifiques (47, 48).
lls sont utilisés aussi bien dans les zones d’emeque dans les pays a faible prévalence.

Le développement de ce nouveau kit ELISA par laé&édordier présente l'intérét de
compléter la gamme des kits de sérologie parasipisents sur le marché. Il existe 5 autres
tests de détection d'anticorps spécifiques &nthistolyticacommercialisés dans le monde
(annexe 1). Les performances du réactif évalué datie étude sont comparées a celles de

ces cing autres tests.
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La sensibilité obtenue est de 100% en ELISA (tabkl), celle des tests commerciaux
est comprise entre 90 et 100% pour une moyenné#e @e nouveau réactif est donc plus
sensible que la plupart des tests déja présents marché.

Avec la population des donneurs de sang, la sp#ééifest de 96%. Celle des tests com-
merciaux est de 95% en moyenne. Les performancgé€gaivalentes a celles des kits actuel-
lement présents sur le marché.

Avec la population de non amibiens du CHU de GrénfHhl patients), la spécificité est
de 88,7%. Elle est moins bonne que celle calculée ks donneurs de sang. Cela est expli-
gué par le fait que ce sont des patients qui safdades. La plupart ont des infections, ce qui
provogue une augmentation des immunoglobulinesusaes; Il existe donc une probabilité
plus forte que certains anticorps se fixent a ig@rte non spécifiquement. Il faut aussi noter
gue les cicatrices sérologiques sont retrouvées 4a% des cas d’amibiase viscérale pendant

plusieurs années apres l'infection.

Les performances de I'lFI sont meilleures que sefle 'ELISA. Sa sensibilité est de
100% et sa spécificité de 93% (données conformes lavnotice du produit). L'ELISA n’est
pas aussi spécifique que I'lFl mais elle posses@antages suivants :

- Un résultat quantitatif
- Une lecture indépendante de I'opérateur
- Une méthode automatisable

J'ai pu observer moi-méme que dans certains cas,dlfficile d’apprécier la fluores-
cence au microscope. Cette lecture, souvent deliceicessite I'interprétation de deux lec-
teurs entrainés.

C’est pourquoi, les résultats proches de la liditeseuil de spécificité sont difficiles a

interpréter en IFl. En ELISA, c’est une DO qui ks, il ne peut donc pas y avoir d’erreurs
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d’appréciation. De plus, la présence d'un sérunil g8 de chaque essai, traité dans les mé-
mes conditions que les échantillons, nous fournit imformation qualitative.

L'IFI est une méthode contraignante, réservée taiosrspécialistes. Pour la technique
ELISA, 'automatisation peut étre envisagée degmar format, commun aux autres kits de sé-
rologie parasitaire de la gamme Bordier. |l essigpossible de tester plusieurs sérums vis-a-

vis de différents parasites avec le méme programme.

La VPP et la VPN sont des indicateurs qui aideihgerprétation et a la validation des
résultats d’un test. La VPP du test ELISA évaluédes92.9% avec la population de CTS.
C’est-a-dire que quand le résultat est positidéent a 92.9% de chance d’étre porteur de la
maladie. Cet indicateur est de 86.7% avec lesmiatdu CHU. Cette valeur est assez faible,
mais c’est le résultat d’un choix qui a été faitsladu développement et la mise au point du
test. Le positionnement du seuil de positivité faitier la VPP et la VPN. Dans ce test, le
seuil est composé d’une faible quantité de sérusitipdilué dans du sérum négatif. Il a été
choisi de diluer fortement le témoin positif powrede seuil corresponde a une DO assez fai-
ble. C’est ce facteur qui explique le faible nomiiesfaux négatifs (zéro), et le fort nombre de
faux positifs (huit). Ce choix entraine égalemené wiminution de la VPP et une augmen-
tation de la VPN. On observe dailleurs que la VER0%) est beaucoup plus forte que la
VPP (92.9%).

Ces résultats correspondent aux attentes desiefisic)’ai réalisé une interview de plu-
sieurs cliniciens du service d’Infectiologie du CHlg Grenoble. Lorsqu’ils prescrivent une
sérologie amibiase, c’est le plus souvent pouruggctette maladie. C’est-a-dire qu’ils ac-
ceptent d’avoir de nombreux faux positifs car #gsipent aisément les déceler graces aux don-
nées épidémiologiques et cliniques. Autrementalignd ils recoivent un résultat négatif, ils

veulent étre sdrs de pouvoir exclure I'amibiaserpmieux chercher une autre cause aux
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symptémes. C’est la définition d’'une forte VPN. fitalonné l'importance de la sérologie
dans le diagnostic de I'amibiase viscérale, unltéstaux négatif peut avoir des conséquen-
ces néfastes pour le patient (traitement inefficagamens inutiles).

Les 40 sérums testés pour les autres parasitogepmdsentent pas une population suf-
fisante pour avoir des données statistiguemenbéaples. Par ailleurs, il n’existe pas dans la
littérature d'études sur les réactions croiséesénlogie amibienne. On a pu observer que
certaines pathologies entrainent une réactioné@easec ce test. L’hydatidose, I'anguillulose
et la filariose sont des helminthiases qui sonhaes pour provoquer fréquemment des réac-
tions non spécifiques. La leishmaniose, le paludiginla giardiase sont des parasitoses cau-
sées par des protozoaires. Dans une étude de A00H v&alidation d’'un test ELISA concur-
rent, ce sont les mémes organismes qui ont entdasdééactions croisées (32). Bien que ces
protozoaires se soient séparés tres tét des awhiivast I'évolution, ils pourraient avoir gardé
certains antigenes communs.

Ce fait peut poser probleme car toutes ces patledat les mémes signes d’appels
cliniques et épidémiologiques que I'amibiase. (xem vu qu’une sérologie paludisme et hy-
datique sont également prescrites dans 40% detaraghiase viscérale. Il faudra donc men-
tionner ce probléme dans la notice du produit.

Il aurait été intéressant de tester des patietagtst d’abces hépatiques a germes pyro-
géene du foie, de cancer du foie, de cirrhose efpilites, en fait, de toutes les pathologies qui
entrainent des symptémes hépatiques (douleurdgiedchondre droit, hépatomégalie, altéra-
tion du bilan hépatique).

Lors de I'étude, nous avons trouvé une sensikplitér ce test est de 100% pour le pour
les patients atteints d’amibiase intestinale. @#laune population de 7 patients n’est pas suf-
fisante pour affirmer que ce test est pertinensiapsur le diagnostic de cette maladie. De

plus, les DO obtenues avec les sérums de ces fgasi@nt proches de la valeur seuil rendant
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l'interprétation difficile. Dans ce cas, I'examericnoscopique des selles (positif dans 6 cas
sur 7) et la détection des coproantigénes sersmlles appropriés.

Peu de données sont actuellement disponibles dditi®tature, et la plupart d’entre el-
les remontent souvent a plusieurs dizaines d’anf&gzendant, malgré tout, ces données res-
tent d’actualité. J’ai pu observer que les symp®des patients évalués correspondent a ceux
qui sont décrits. Il en est de méme pour les dangpalémiologiques et biologiques.

La prise en charge de cette maladie est inégabe $&$ pays concernés (développés et
en développement). Dans les pays ou I'amibiase demendémique, I'accés aux tests dia-
gnostiques et aux traitements reste difficile. €psurquoi de nombreux habitants suc-
combent encore a cette maladie.

Son diagnostic délicat, nécessite des techniquedogé&ues spécialisées et souvent
onéreuses. Il est a espérer que dans un proche,desrpays concernés puissent avoir acces
a ces outils diagnostiques fiables et robustesetieévalué au cours de ce travail peut s’'ins-

crire dans ce contexte.
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THESE SOUTENUE PAR Nicolas BEYLS

TITRE : DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DE L'AMIBIASE VISCERALE &ANTAMOEBA

HISTOLYTICA VALIDATION D'UN NOUVEAU TEST ELISA AU CHU DE GRENOBLE

CONCLUSION

L'amibiase viscérale &ntamoeba histolytica&st une protozoose pouvant engager le
pronostic vital. Sa prévalence est élevée en miligpical en raison principalement des mau-
vaises conditions d'hygiene fécale. Dans les payppérés, les patients concernés sont les im-
migrés et les touristes revenant des zones d'eedémlile se manifeste par un abces, le plus
souvent hépatique. Les symptdomes sont des dowdbd@aminales, de la fievre et une hépato-
mégalie. Contrairement a lI'amibiase intestinaley paquelle le diagnostic de certitude repose
sur la mise en évidence d'amibes hématophageslesrselles, pour I'amibiase viscérale,
I'examen direct des selles et du pus d'abcéséegidmment négatif. Aussi, des techniques sé-
rologiques ont été développées pour la mise ereaeald'anticorps spécifiques.

Le test évalué dans cette étude rétrospectivenestachnique immunoenzymatique, au-
tomatisable et quantitative, 'ELISA.

Cent soixante-dix sérums de patients sélectionnd3HlU de Grenoble appartenant a 4
groupes : amibiase viscérale (n=52), amibiase tineds (n=7), non amibiens (n=71), autres
parasitoses (n=40), et un cinquiéme groupe coighiam des donneurs de sang (n=99), ont été
étudiés. Les performances de cette trousse orbaféontées a celles des autres réactifs ELI-
SA présents actuellement sur le marché interndtieba celles des deux techniques sérolo-

giques utilisées en routine au CHU de Grenoblemdeba-Spot IF Biomérie® (immuno-

fluorescence indirecte) et Richro-latex amibe Fumou®e
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Pour le diagnostic sérologique de I'amibiase vadeéna sensibilité de ce test est de
100%, les spécificités respectives sont de 88.1#fge de patients non amibiens) et de 96%
(groupe des donneurs de sang). Les tests commermigcurrents possedent une sensibilité
Iégerement plus faible (95% en moyenne) et uneifspéE équivalente (95% en moyenne
chez les donneurs de sang). En pratique, les ieiicconfrontés a cette hypothése diagnos-
tiqgue prescrivent une sérologie amibiase le plus/aot pour exclure cette infection. Or, la
valeur prédictive négative (VPN) du test évaluédesi00%, ce qui correspond parfaitement
aux attentes des praticiens.

En conclusion, ce test est tout aussi performaatoguix disponibles actuellement sur le
marché. Son excellente VPN lui permettra de trotwete sa place dans la stratégie diagnos-

tique actuelle de I'amibiase viscérale.
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Annexe 1 : Tableau comparatif des 5 principauxstesiiSA concurrents.

Société Test Souche d"”:homn €71 vol. ech. Contrbles Conjugué| Substrat Durée | lecture | Sensib. Spéci.
Lapin positif
Novatec Novalisa ENTG0140 100éme | 10Qul | Humain négatif HRP-prot A| TMB 2H 450 nm >95% >95%
Seuil lapin
Diagnostic | E. histolytica IgG Lapin positif
gnos ' Healg NIH-200 64eme 10Qul | Humain négatif HRP-prot Al TMB | 30 min | 450 nm 92% 100%
Automation Amebiasis .
pas de seuil
- Amebiasis serology Lapir_1 positif : .
Milliopore . 37 HK-9 64éme 10Qul | Humain négatif HRP-prot Al TMB | 30 min | 450 nm 95% 97%
microplate ELISA . .
Seuil lapin
. Ridascreen i N Humain, i . 0 0
R-Biopharm E. histolytica IgG 50eme 1o0ul pas de seuil HRP-prot Al TMB | 50 min| 450 nm 100% 95.6%
Cypress Amebiasis Ag i 5 Humain, i : 1000 1000
diagnostics | E. histolytica IgG 100eme | 50l pas de seuil HRP-prot A| TMB | 50 min| 450 nm| 90-100 90-100%

Annexe 2 : Notice technique du proddititamoeba histolyticekousse compléete de réactifs ELISA, 96 tests
en barrettes sécables (pages suivantes).
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ENTAMOEBA HISTOLYTICA

Test immunoenzymatique pour le diagnostic de I'amib iase invasive a E. histolytica

96 tests sur barrettes sécables destinés a un usage in vitro

Notice technique pour l'article N°9550, N°CE: xxx XxX

Utilisations prévues du produit:

Dépistage sérologique (IgG) de lI'amibiase invasive chez les patients ayants séjournés dans des
zones d'endémies et qui développent des symptomes tels que douleurs abdominales, fievre et
hépatomégalie, parfois plusieurs années apres le voyage. Contrble post thérapeutique.

Principe du test et présentation:

La trousse contient le matériel nécessaire pour effectuer 96 tests immuno-enzymatiques (tests
ELISA) sur des barrettes sécables sensibilisées avec les antigenes solubles de trophozoites de
Entamoeba histolytica . La présence d'anticorps sériques spécifiques vis-a-vis de l'antigene
parasitaire est détectée avec une protéine A conjuguée a la phosphatase alcaline. Les bar-
rettes sécables en puits individuels permettent de tester économiquement de petites séries
d'échantillons.

Matériel contenu dans la trousse (96 tests):

9550-1 Barrettes sécables sensibilisées avec les antigenes

solubles de trophozoites d'Entamoeba histolytica 96 puits
9550-2 TBS-Tween (concentré 10 x) 50 mi
9550-3 Solution de lavage (concentrée 10 x) 50 ml
9550-4 Tampon de lI'enzyme 50 mi
9550-5 Solution d'arrét (K3POy) 25 mi
9550-6  Sérum de contrble négatif 200
9550-7 Sérum de contréle faiblement positif (seuil) 200 I
9550-8  Sérum de controle positif 200
9550-9 Protéine A conjuguée a la phosphatase alcaline 300 I
9550-10 Substrat de la phosphatase 20 tablettes

[EEN

9550-11 Réservoir de réactifs pour multipipettes, 25 ml piece
9550-12 Cadre pour les supports de puits 1 cadre
9550-13 Notice technique

Conservation:

Conserver la trousse entre 2°et 8°C. La date de p éremption et le numéro de lot sont imprimeés
sur le coté de la boite.
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Equipement nécessaire ne se trouvant pas dans latr  ousse:

Pipettes (ul et ml). Récipients. Tubes pour la dilution des sérums. Bande adhésive pour cou-
vrir les puits pendant les incubations. Eau distillée. Incubateur & 37°C. Lecteur ELISA ajusté a
une longueur d'onde de 405 nm.

Préparation des réactifs avant I'usage:

Barrettes sensibilisées: ouvrir le c6té du sachet d'aluminium N°1 et retir er le nombre de puits
nécessaires. Placer les puits dans un support. Si nécessaire, compléter les positions inutili-
sées du support avec des puits usagés. Placer le support dans un cadre en respectant son
orientation. Conserver les barrettes inutilisées scellées dans le sachet avec le dessicatif.

TBS-Tween (TBS-Tw): diluer le TBS-Tw concentré 10 x N°2, 1/ 10 dans de I'eau distillée.
Solution de lavage: diluer la solution de lavage concentrée 10 x N°3, 1/10 dans de I'eau distil-
lée. Si vous désirez utiliser votre propre solution de lavage, évitez les tampons contenant du

phosphate qui pourrait inhiber par la suite I'activité enzymatique de la phosphatase alcaline.

Sérums de contrbles négatif, faiblement positif (seuil) et positif: diluer 10 ul de chaque sérum
de contréle N°6 a 8 dans 190 pl de la solution TBS -Tw (dilution finale: 1/20).

Sérums a tester: diluer 10 pl de sérum dans 2.0 ml de la solution TBS-Tw (dilution finale:
1/201).

Conjugué protéine A-phosphatase : diluer le conjugué N°9, 1/51 dans le TBS-Tw.

Solution de substrat:  équilibrer le tampon de I'enzyme N°4 a température ambiante. Avant
I'addition du substrat de la phosphatase aux puits ELISA, dissoudre le nombre nécessaire de
tablettes de substrat N°10 dans le tampon de I'enz yme N°4 non dilué (une tablette dans 2.5 ml
de tampon). Bien mélanger apreés la dissolution de la tablette.

Solution d'arrét: utiliser le réactif N°5 non dilué.

Précautions pour les manipulations: Les solutions 9550-02, 9550-03, 9550-04 et 9550-09
contiennent respectivement 0.1%, 0.02%, 0.01% et 0.1% d'azide de sodium (NaN3), cette sub-
stance est toxique. La solution d'arrét 9550-05 (0.5 M K3PQ,) est irritante.

Les sérums de contrbles négatif, faiblement positif et positif (N°6 a 8) proviennent de lapins.

Volumes a préparer:

Nombre de puits a utiliser
3-4 5-6 7-8 9-10
TBS-Tween (10 x) N2 +H,0 ml + ml 1+9 2+18 3+27 4 + 36
Sol. de lavage (10 x) N3 +H,0 ml + ml 1+9 2+18 3+27 4 + 36
Conjugué anti-IgG N9 + TBS-Tw ul + pl 10 + 500 15+750 20+1000 25+ 1250
Sérums de contrbles N°6-8 +TBS-Tw pl+ 10 + 190 10 + 190 10 + 190 10 + 190
Sérums a tester Sérum + TBS-Tw il + pl 10 +2000 10 +2000 10+2000 10 + 2000
Solution de substrat N20 + N4 tabl. + ml 1+25 1+25 1+25 1+2 5
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Méthode:

Etape 1: Blocage:

Remplir complétement les puits avec la solution TBS-Tw.

Incuber 5 a 15 minutes a température ambiante (blocage des puits).

Eliminer le TBS-Tw par aspiration ou en secouant les barrettes au-dessus d'un évier.

Etape 2: Incubation avec les échantillons de sérum:

Remplir le premier puits de la premiére barrettecal00 ul de TBS-Tw (blanc en absence de sérum).

Remplir les trois puits suivants avec 100 pl des sérums contrbles dilués (sérum négatif, faible-
ment positif (seuil) et positif).

Remplir les autres puits avec les sérums a tester dilués (100 pl).
Couvrir les puits avec de la bande adhésive et incuber 30 minutes a 37°C.

Eliminer les sérums et laver 4 x avec la solution de lavage.

Etape 3: Incubation avec le conjugué:

Distribuer 100 pl du conjugué protéine A- phosphatase dilué dans chaque puits.
Couvrir les puits avec de la bande adhésive et incuber 30 minutes a 37°C.

Eliminer le conjugué et laver 4 x avec la solutitnlavage.

Etape 4: Incubation avec le substrat:

Distribuer 100 pl de la solution de substrat dans chaque puits.
Couvrir les puits avec de la bande adhésive et incuber a 37°C. pendant 30_minutes.

Arréter la réaction en ajoutant 100 ul de la solution d'arrét a chaque puits.

Etape 5: Mesure de la densité optique:

Essuyer le dessous des puits, éliminer les bulles éventuelles et mesurer la densité optique (Ab-
sorbance) a une longueur d'onde de 405 nm.
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Interprétation:

Soustraire la valeur mesurée dans le puits ayant contenu le TBS-Tw seul (blanc en absence de
sérum) de toutes les autres valeurs. Le test est valable si les trois criteres suivants sont rem-
plis : DO contrble positif > 1.200, DO contrdle négatif < 14% du contrdle positif, DO du blanc
contre l'air < 0.350.

Le titre du sérum seuil (N°7) a été ajusté de maniére a permettre une distinction optimale entre
les sérums de cas cliniques d'amibiase et les sérums de sujets sains.

Le résultat est négatif lorsque la densité optique du sérum a tester est plus basse que celle du
sérum seuil. Dans ce cas, le titre d'anticorps IgG dirigés contre les antigénes solubles de E.
histolytica n'est pas significatif cliniquement.

Le résultat est positif lorsque la densité optique du sérum a tester est plus élevée que celle du
sérum seuil. Dans ce cas, le titre d'anticorps IgG dirigés contre les antigenes solubles d'E. histo-
lytica est généralement considéré comme cliniguement significatif. Ce résultat oriente vers une
amibiase.

Sensibilité et spécificité du test:

Une sensibilité de 100% a été observée avec 52 sérums provenant de patients présentant une
amibiase viscérale.

Une spécificité de 96% a été observée avec 99 sérums de donneurs de sang (Suisses).

Sur 7 sérums de patient atteints d'amibiase intestinale, tous ont été trouvés positifs avec ce
test.

Une spécificité de 80% est observée avec 40 sérums de patients atteints d'autres parasitoses.
Les principales réactions croisées concernent la leishmaniose, le paludisme et I'anguillulose.
Une étude interne a montré que les sérums lipémiques, ictériques ou hémolysés ne présen-
taient pas de problemes pour la réalisation de ce test.

Dans tous les cas, il est nécessaire d'intégrer I'ensemble des données cliniques, épidémiolo-
giques et biologiques avant d'établir le diagnostic final.
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NICOLAS BEYLS

Titre de la thése :

DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DE L'AMIBIASE VISCERALE AENTAMOEBA
HISTOLYTICA VALIDATION D'UN NOUVEAU TEST ELISA AU CHU DE

GRENOBLE
esume .

L’amibiase viscérale &ntamoeba histolyticaest une protozoose dont la prévalence
élevée en milieu tropical en raison des mauvaisaditions d'hygiene fécale. Dans les p
tempérés, les patients concernés sont les immigréles touristes revenant des zo
d’endémies. Elle se manifeste par un abces, leg@usent hépatique. Les symptémes S
des douleurs abdominales, de la fievre et une bepgalie.

Pour le diagnostic, il faut intégrer les donnéemmpmatologiques, épidémiologiques
biologiques des patients. La sérologie représem¢eguande part de cette équation. Le
évalué dans cette étude rétrospective est uneitgeEhimmunoenzymatique, 'ELISA.
Cent soixante dix sérums de patients du CHU de dhtenappartenant a 4 groupe
amibiase viscérale (n=52), amibiase intestinale 7Yn=non amibiens (n=71), autr
parasitoses (n=40), et un cinquiéme groupe coBsfitu des donneurs de sang (n=99),
Eresandligdite de ce test est de 100%, les spéésisont de 88.7% (non amibiens) et de 9
(donneurs de sang). Les autres réactifs ELISA ptésactuellement sur le marc
international possédent une sensibilité légerenptut faible (95% en moyenne) et u
spécificité équivalente (95% en moyenne chez leméors de sang). Les efficacités (
deux techniques sérologiques utilisées en routinérdU de Grenoble : immunofluorescer
(95.1%) etlatex (94.3%), sont sensiblement les mémes que deltest évalué (93.5%).
Cette nouvelle trousse diagnostiqgue est tout apssiormante que celles disponib
actuellement disponibles sur le marché. Elle troavioute sa place dans la straté
diagnostique actuelle de I'amibiase viscérale.

est
ays
nes
ont

et
test

S:
RS
ont
6%
hé
ne
les
ce

es
gie

Mots clés :

Sérologie Diagnostic in vitro
Amibiase Spécificité

ELISA Sensibilité
Entamoeba histolytica Valeur prédictive

Thése soutenue le 1 Décembre 2011 devant le jurynqoosé de :

- Le Président : Madame le Docteur Claudine PINEL
-  Membres : Madame le Docteur Odile FAURE
Monsieur le Professeur Jean-Paul STAHL
Madame le DactRenée GRILLOT
Monsieur le Professeur Clément BORDIER

Adresse de l'auteur :
33, avenue Alsace Lorraine, 38000 GRENOBLE

nicolas.beyls@yahoo.fr

82



