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Le diagnostic s6rologique de 1'amibiase humaine
par la technique des anticorps fluorescents*

P. AMBROISE-THOMAS 1 & T. KIEN TRUONG 2

Les auteurs ont applique la technique de l'immunofluorescence indirecte au diagnostic de
I'amibiase en utilisant comme antige'ne figure soit des e'talements sur lames d'Entamoeba
histolytica entieres soit des coupes a la conge'lation de foies de hamsters parasites.

Apre's avoir contr6lJ la reproductibilite des resultats et la specificite de la reaction, on a
evalue sa valeur diagnostique par l'examen de 238 serums d'amibiens ou anciens amibiens.
Dans les formes hepatiques, la reaction d'immunofluorescence est positive dans 100 % des
cas. Dans les formes intestinales aigues, le taux de positivite est de 91 %, les titres etant
relativement faibles. Chez les porteurs de formes non pathogenes, la serologie est geneirale-
ment negative. Des titres sequellaires, assez faibles, peuvent e'tre retrouve's chez d'anciens
amibiens. L'immunofluorescence paraft presenter un assez grand interet comme test de
controle de l'efficacite' therapeu,ique dans l'amibiase he'patique.

L'ensemble de ces re'sultats rejoint ce qui a ete obtenu avec d'autres reactions
serologiques. L'avantage principal de l'immunofluorescence est d'etre soumise a des
imperatifs,techniques moins difficilement realisables.

De tres nombreuses reactions serologiques ont ete,
depuis 1914, propos6es pour le diagnostic serolo-
gique de l'amibiase. Certaines de ces techniques
utilisent un antig6ne soluble extrait des amibes: reac-
tions de fixation du complement, d'hemagglutina-
tion passive, de precipitation en tube ou en gelose,
d'immunoelectrophorese. D'autres methodes font
appel 'a un antigene figure constitue par des amibes
elles-memes: technique d'agglutination des tropho-
zoltes ou des kystes et surtout test d'immobilisation
des trophozoltes.
Chacune de ces methodes pr6sente une valeur

indiscutable, mais les resultats d6pendent essentielle-
ment de la qualit6 des reactifs utilises. Ceci explique
les contradictions frNquentes que l'on rel6ve suivant
les auteurs. Par ailleurs, ces reactions sont difficile-
ment utilisables sur une vaste echelle 6tant donnr les
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difficult6s d'obtention et surtout de purification
d'extraits antig6niques de bonne qualite. C'est en
fonction de tous ces el6ments que la s6rologie de
l'amibiase est, jusqu'ici, rest&e l'apanage de quelques
equipes tres specialisees, disposant de l'experience et
des moyens mat6riels necessaires a l'execution des
diverses reactions dans des conditions techniques
parfaites.

II semble que l'immunofluorescence soit suscep-
tible d'une plus large utilisation. Cette technique a
ete employee des 1953 par Goldman et ses collabora-
teurs pour 1'etude immunologique des differentes
especes ou souches d'amibes. Ces travaux ont
debouche sur une 6tude s6rologique de l'amibiase
humaine qui a e egalement realisee, par immuno-
fluorescence, par Jeanes (1964, 1966).

Depuis 1965, nous avons mis au point, avec la
collaboration du Dr J. P. Georget, une technique
d'immunofluorescence indirecte appliqu6e a 1'ami-
biase humaine. Cette methode est regulierement uti-
lisee comme moyen de diagnostic pratique pour les
prelevements qui nous sont adress6s par diff6rents
laboratoires de France ou de 1'etranger. Actuelle-
ment notre experience porte sur plus de 900 serums
dont plusieurs centaines concernent des amibiens ou
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d'anciens amibiens. C'est le bilan de ces r6sultats
que nous pr6sentons. Nous envisagerons successive-
ment:
- un bref rappel de la technique employ6e,
- la reproductibilit6 des r6sultats,
- la specificit6 de la methode,
- enfin sa valeur comme moyen de diagnostic

s6rologique des diff6rentes formes d'amibiase et
comme test de contr6le d'efficacite th6rapeutique ou
m8me de gu6rison.

MATtRIEL ET MiTHODE

La technique employ6e a d6ja et6 decrite dans
plusieurs publications ant6rieures (Coudert et al.,
1967; Georget, 1967). Schematiquement, il s'agit
d'une r6action d'immunofluorescence indirecte avec
contre-coloration par le bleu d'Evans a 1/200 pen-
dant 10 minutes.1 Nous rappelons succinctement les
divers 61ements de cette r6action.

Preparations antigeniques
Elles sont constitu6es d'etalements sur- lames

d'amibes en culture qui, par s6dimentation et centri-
fugation differentielle, ont et6 debarrass6es des 616-
ments non parasitaires. Ces suspensions ainsi puri-
fi6es sont r6parties sur des lames porte-objet, a rai-
son d'une goutte, a l'int6rieur de cercles de 1 cm de
diametre environ, graves au diamant sur une face des
lames.
Ces pr6parations sont s6chees, a l'etuve a 37°C,

sous ventilation.
Nous avons employ6 6galement des coupes a la

congelation, de 5 ,u d'epaisseur, de foies de hamsters
inocul6s par voie hepatique avec une souche d'Enta-
moeba histolytica.
Dans l'ensemble, ces pr6parations pr6sentent deux

avantages principaux:
a) 6conomie de mat6riel parasitaire: il faut une

quantit6 minime de parasites pour chaque reaction
puisque avec 1 rnl d'une suspension contenant
approximativement 100 000 amibes on peut realiser
environ 100 reactions. De meme, pour les coupes ai
la congelation, un foie de hamster parasit6 par
E. histolytica fournit un mat6riel antigenique suffi-
sant pour plusieurs milliers de tests;

b) pr6paration et conservation faciles: ce mat6riel,
facilement pr6pare, peut etre ais6ment conserve par le

' Le bleu d'Evans est employ6 a cette concentration pour
les 6talements sur lames d'amibes entieres. Pour les coupes
i la congelation, le bleu d'Evans est utilis6 au 1/10 000,
6galement pendant 10 minutes.

froid (conservation de quelques semaines a - 200C,
conservation pratiquement indefinie dans l'azote
liquide) ou bien, pour les amibes de culture, sous
forme de suspension saccharosee lyophilis&e (conser-
vation 6galement de tres longue dur6e).

Serums
Les serums sont etudies sans chauffage pr6alable

a 56°C pendant une demi-heure. Jusqu'au moment
de l'examen, ils sont conserves a basse temperature
(azote liquide).

Conjugue
Le conjugu6 fluorescent anti-globulines humaines

est un produit commercial (serum fluorescent de
lapin anti-globulines humaines de l'Institut Pasteur
de Paris, lots No0 70 000 et 70 049) qui, au moment
de la reaction, est utilise a la dilution de 1/20 dans un
tampon a pH 7,2.

Lecture des risultats
L'installation microscopique comprend un

microscope Reichert Zetopan. La lecture des resul-
tats est effectu6e avec un condensateur A fond clair et
un objectif de tres faible grossissement (x 10 ou
x 20). On utilise un filtre BG 12/6mm (filtre d'emis-
sion) et des filtres OG 1 et GG 9 (filtres d'arret).
La lecture ne laisse place A aucune interpr6tation

subjective. Les reactions positives se traduisent par
une fluorescence jaune-verte intense des parasites. Si
le r6sultat est negatif, les amibes sont color&es en
rouge, en lumiere ultraviolette, par le bleu d'Evans
(fig. 1).

REPRODUCTIBILITt

La reproductibilite de la r6action a e appreci6e
de deux fa9ons:

a) examens repet6s de certains serums avec un
type donne d'antigene,

b) comparaison des r6sultats obtenus, pour diffe-
rents lots de serums, avec des 6talements sur lames
de six souches diftfrentes d'E. histolytica ou des
coupes A la congelation de foies de hamsters parasi-
tes par une de ces souches.

1. Plusieurs dizaines de controles effectu6s avec
des s6rums temoins, conserv6s dans de l'azote
liquide, titr6s sur un type donn6 d'antigene (6tale-
ments sur lames d'E. histolytica souche AS) n'ont
montr6 aucune variation significative des titres
d'anticorps fluorescents. En aucun cas, ces diff&
rences n'ont d6pass6 un degr6 de dilution.



FIG. 1
DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DE L'AMIBIASE PAR IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE

A) Etalemnents sur lames d'Entamoeba histolvtica enti6res

R6action positive R6action n6gative

B) Coupes A la cong6Iation cl'Entamnoeba histolytica dans un foie parasit6

Reaction positive Reaction negative
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2. En ce qui conceme l'utilisation de souches
diffrentes d'E. histolytica, en 6talements sur lames
ou dans des coupes i la congelation, la reproductibi-
lite s'est rev6l6e egalement trbs satisfaisante. Les
souches utilisees correspondent toutes i des amibes
entretenues en culture in vitro en presence d'une flore

bacteriologique complexe (souches AS, W, NS et
SF) ou en milieu bact6riologiquement st6rile (sou-
ches HK9 et 200). Les contr5les ont porte au total
sur 30 serums d'amibiens. Les r6sultats, r6sum6s
dans le tableau 1, montrent que, avec les 6talements
sur lames d'amibes enti&res, les titres obtenus sont

TABLEAU I

ACTIVITES ANTIGENIQUES COMPAREES DE SIX SOUCHES D'ENTAMOEBA HISTOLYTICA

Titres d'anticorps fluorescents

en 6talements sur lames sur coupes

Skrums AS W NS HK9 200 SF SF

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

1/50

1/50

1/50

1/50

1/50

1/50

1/100

1/100

1/200

1/200

1/200

1/400

1/400

1/400

1/400

1/400

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/1600

1/1600

1/1600

1/3200

1/3200

1/3200

1/3200

1/50

1/50

1/50

1/50

1/50

1/50

1/100

1/100

1/200

1/200

1/200

1/400

1/400

1/400

1/400

1/400

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/1600

1/1600

1/1600

1/3200

1/3200

1/3200

1/3200

1/50

1/50

1/50

1/50

1/50

1/50

1/100

1/100

1/200

1/200

1/200

1/400

1/400

1/400

1/400

1/400

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/1600

1/1600

1/1600

1/3200

1/3200

1/3200

1/3200

1/100

1/50

1/50

1/50

1/50

1/50

1/200

1/100

1/400

1/200

1/200

1/800

1/400

1/400

1/400

1/400

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/1600

1/1600

1/1600

1/1600

1/3200

1/3200

1/3200

1/3200

1/100

1/50

1/50

1/50

1/100

1/50

1/200

1/100

1/200

1/200

1/200

11400
1/400

1/400

1/400

1/400

1/800

1/800

1/800

1/1600

1/800

1/800

1/1600

1/3200

1/1600

1/1600

1/3200

1/3200

1/3200

1/3200

1/50

1/50

1/50

1/50

1/50

1/50

1/100

1/100

1/200

1/200

1/200

1/400

1/400

1/400

1/400

1/400

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/800

1/1600

1/1600

1/1600

1/3200

1/3200

1/3200

1/3200

1/50

1/50

1/100

1/100

1/200

1/400

1/400

1/400

1/800

1/800

1/800

1/1600

1/1600

1/1600

1/1600

1/3200

1/3200

1/3200

1/3200

1/3200

1/3200

1/6400

1/6400

1/6400

1/6400

1/6400

1/6400

1/12800

1/12800

1112800

8

105



P. AMBROISE-THOMAS & T. KIEN TRUONG

TABLEAU 2
CONTROLES DE SPtCIFICITt SUR DES StRUMS TtMOINS

Nombre Nombre de s6rums
Origine du serum de serums de titre

examines 1/12 1/25 1/50

Sujets normaux 60 44 16 0

Porteurs d'Entamoeba coli 5 3 2 0

Porteurs de Lamblia intestinalis 8 6 2 0

Porteurs de Trichomonas infestinalis 2 1 1 0

Malades atteints de toxoplasmose 30 24 6 0

Malades atteints de schistosomiase (Schistosoma mansoni) 18 11 7 0

Malades atteints de distomatose (Fasciola hepafica) 40 28 12 0

Malades atteints d'hydatidose 20 14 6 0

Malades atteints de syphilis 20 12 8 0

Malades atteints d'h4patite virale 5 3 2 0

Total 208 146 62 0

sensiblement identiques. L'emploi de coupes a la
cong6lation de foies de hamsters inocul6s avec une
de ces souches (souche SF) entraine un gain de
sensibilite assez important et qui concerne surtout les
serums fortement positifs.

Cette difference entre les etalements sur lames et
les coupes d'organe parasite releve sans aucun doute
du mode de conditionnement. En effet:

a) sur les coupes a la congelation, on revele la
totalite des sites antigeniques amibiens y compris les
sites intraparasitaires. Au contraire, avec les etale-
ments sur lames d'amibes entieres, ce sont surtout les
sites antig6niques de surface qui sont mis en 6vidence;

b) la confection des coupes A la congelation fait
subir aux parasites des manipulations moins agres-
sives que les nombreux lavages necessaires A la puri-
fication des suspensions amibiennes employees en
etalements sur lames. I1 est vraisemblable que ces
lavages r6p6t6s alt&rent ou detachent certaines struc-
tures antig6niques qui sont au contraire pr6serv6es
sur des parasites coupes in situ;

c) il semble que l'on puisse rejeter l'hypothese
d'une augmentation de l'activite antigenique des
amibes du fait de leur inoculation it des animaux
d'exp6rience. En effet, les foies sont preleves chez des
hamsters inocules, depuis trois jours au plus, avec
des amibes de culture. Ce d6lai est trop court pour
que d'importantes variations antigeniques puissent
survenir.

SPtCIFICITE

Les contreoles de specificite ont porte d'abord sur
l'examen de 15 serums d'amibiens avec des 6tale-
ments sur lames d'amibes non histolytiques (E. coli
et E. invadens). Ces serums ont ete trouves negatifs A
des dilutions inferieures A 1/50.
Nous avons par ailleurs teste 208 serums t6moins,

preleves chez des sujets sains ou des malades presen-
tant differentes affections parasitaires, bact6riennes
ou virales, vis-a-vis de diff6rents types d'antigenes
E. histolytica. Les re'sultats sont portes dans le
tableau 2. Ils sont identiques pour tous les antigenes
et nous ont conduits 'a retenir comme premiere
dilution significative la dilution de 1150.
A l'issue de ces controles de reproductibilite et de

sp6cificite, on voit que la methode ne risque pas
d'etre mise en defaut si on utilise diverses souches
d'E. histolytica ou des types differents de preparation
antigenique.
Dans tous les cas, le seuil de specificit6 de 1/50

demeure inchange. Ce n'est qu'avec des coupes 'a la
congelation de foies parasites que la sensibilit6 de la
reaction peut etre modifiee, en rev,lant des titres
plus eleves d'anticorps fluorescents sp6cifiques.1

1 Pour assurer l'homog6n6it6 des resultats, nous n'avons
indique, dans la suite de ce travail, que les titres d'anticorps
fluorescents obtenus face a des dtalements sur lames d'amibes
entieres.
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VALEUR DIAGNOSTIQUE

Au total cette 6tude porte sur plus de 550 s6rums

d'amibiens ou d'anciens amibiens. Nous n'avons
retenu que 238 resultats qui concement des malades
pour lesquels nous avons pu disposer de renseigne-
ments suffisamment pr6cis.
Une grande partie de ces serums a ete collectee a

Lyon. Le reste nous a 6t6 adresse par des correspon-
dants de France, d'Afrique du Nord, d'Afrique
noire ou d'Extreme-Orient.

Risultats

Les resultats d'ensemble sont indiques dans le
tableau 3. Nous y avons porte les titres d'anticorps
fluorescents et, pour chaque cat6gorie de malade, la
moyenne g6ometrique de l'inverse de ces titres
(MGIT). Cette moyenne (Waugh, 1952) est donn6e
par:

MGIT = antilog fQog X)/N

ou X represente l'inverse des differents titres
d'anticorps fluorescents, f le nombre de serums qui
ont respectivement donn6 chacun de ces titres et N le
nombre total d'examens.
Pour la calculer, nous avons admis que tous les

r6sultats n6gatifs (a la dilution seuil de 1/50) auraient
et6 positifs a la dilution de 1/1.

Les moyennes permettent d'apprecier les diffe-
rences existant globalement entre les categories de
malades. Par contre, leur comparaison directe n'est
pas correcte sur le plan statistique (absence de
normalite des distributions). Pour effectuer ces

comparaisons, nous avons utilise le test de Fisher en
groupant les r6sultats en quatre categories: nega-
tifs, faiblement positifs (1/50 et 1/100), moyen-
nement positifs (1/200 et 1/400) et fortement positifs
(1/800 et au-dessus).

Analyse

1) Dans les formes h6patiques, la reaction est
constamment positive et g6neralement a des titres
tres 6lev6s.
La moyenne geom6trique de ces titres est plus de

10 fois superieure a celle des formes aigues purement
intestinales.

Enfin l'analyse statistique ne met pas en evidence
de variations significatives en fonction de l'origine
ethnique des malades. Dans l'ensemble pourtant les
Africains, qui sont plus souvent et plus massivement
contamin6s, ont des titres seriques moyens plus 6le-
ves que ceux des Europ6ens.

2) Dans les formes aigues intestinales (avec pr&
sence de formes histolytica), la reaction peut etre
negative dans quelques cas qui concernent tous des
Europeens. Pour le reste, les titres ne depassent que
rarement les 3 premieres dilutions significatives (1/50
it 1/200).

Si on compare les resultats concernant les Euro-
p&ens a ceux qui ont et6 obtenus chez des Nord-
Africains, le test de Fisher r6vele une difference tres
significative (a <0,005). Ceci traduit l'importance
des reinfections qui sont en moyenne moins fre-
quentes chez les Europ&ens.

Par ailleurs, au moins pour les Europ&ens,
l'anciennete de l'infection (formes aigues d'embl6e
ou rechutes aigues d'affections latentes) parait modi-
fier sensiblement la moyenne des resultats.

3) La presence de formes non pathogenes (formes
minuta) s'accompagne d'une serologie toujours
n6gative chez les porteurs sains n'ayant jamais
heberg6 de formes histolytica. Chez d'anciens ami-
biens gueris cliniquement mais non parasitologique-
ment, on peut observer des resultats faiblement
positifs qui correspondent sans doute ai des titres
sequellaires.

4) Dans les amibiases anciennes, gueries depuis
plus de 2 ans, la reaction d'immunofluoresc-nce est,
dans l'ensemble, n6gative. Malheureusement ceci
n'est pas absolu et des resultats faiblement positifs
sont observes dans 16% des cas environ. Il est donc
illusoire d'esperer que l'immunofluorescence puisse
resoudre le difficile probleme diagnostique que pose
la distinction des amibiases purement sequellaires
des affections qui sont peut-etre encore evolutives.
En la matiere, la serologie ne peut apporter qu'un
element de presomption, et c'est 'a l'examen parasi-
tologique de trancher.

5) Dans les examens syst6matiques, pratiqu6s
chez des sujets ayant vecu en pays d'end6mie ami-
bienne mais ne presentant aucun signe clinique ou
parasitologique d'amibiase, la s6rologie est evidem-
ment le plus souvent negative. II est interessant de
noter combien, dans ces cas surtout, les titres
moyens des serums d'Europ&ens sont tres inferieurs i
ceux des serums d'Africains. Cette diftfrence est d'ail-
leurs statistiquement tres significative (a <0,01).

Discussion

Les resultats que nous venons d'envisager de
facon analytique correspondent parfaitement A
diverses donnees parasitologiques et epidemiolo-
giques. Ils d6bouchent en outre sur des conclusions
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TABLEAU 3
VALEUR DIAGNOSTIQUE DE LA REACTION D'IMMUNOFLUORESCENCE

Nombre de s6rums de titre Moyenne
Nombre g6om6-

Cat6gorie de malades de
s6rums N6a 10de
examines tNfa- 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 'inversetif ~~~~~~~~~~~~~~destitres

Amibiase h6patique -

Europ6ens 11 0 0 0 1 2 6 1 1 750

Africains 30 0 0 0 1 4 10 9 6 1130

Asiatiques 1 0 0 0 0 0 0 1 0 -

Total 42 0 0 0 2 6 16 11 7 1020

Amibiase intestinale aigue
(pr6sence de formes histolytica)

Europ6ens:
Formes de primo-invasion 3 1 2 0 0 0 0 0 0 21,5

Rechutes aigues d'amibiase ancienne 9 1 1 7 0 0 0 0 0 49,7

Total 12 2 3 7 0 0 0 0 0 39

Africains 2 0 0 1 0 1 0 0 0 200

Nord-Africains 9 0 4 2 2 1 0 0 0 99,5

Total 23 2 7 10 2 2 0 0 0 64,9

Pr6sence de kystes ou de formes minuta

Europ6ens:

Sans troubles cliniques (porteurs sains) 9 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Chez d'anclens amibiens aigus 7 5 2 0 0 0 0 0 0 3

Total 16 14 2 0 0 0 0 0 0 1,6

Africains 1 0 1 0 0 0 0 0 0 -

Total 17 14 3 0 0 0 0 0 0 1,05

Amlbiase ancienne

Europeens:

Gu6rison clinique et parasitologique 10 9 1 0 0 0 0 0 0 1,47

Gu4rison parasitologique+ colite amibienne 15 12 3 0 0 0 0 0 0 2,18

Total 25 21 4 0 0 0 0 0 0 1,86

Asiatiques 1 1 0 0 0 0 0 0 0 -

Total 26 22 4 0 0 0 0 0 0 1,82

Examens syst4matiques chez des sujets ayant
vecu en pays d'endemie

Europeens 70 64 4 2 0 0 0 0 0 1,4

Africains 60 37 14 9 0 0 0 0 0 4,9

Total 130 101 18 11 0 0 0 0 0 2,5
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pratiques concernant la valeur diagnostique de
l'immunofluorescence.

1) Par rapport aux donnees parasitologiques, les
r6sultats de la s6rologie sont avant tout conditionn6s
par l'intimit6 des relations hote-parasite. Les titres
les plus eleves correspondent en effet aux formes
tissulaires intrahepatiques, les formes purement
intestinales s'accompagnant de serologies moins ele-
v&es. Quiant aux formes non pathogenes, vivant en
simples saprophytes a la surface de la muqueuse
intestinale, elles n'induisent aucune reponse immu-
nologique et si des reactions positives sont parfois
enregistrees, elles correspondent 'a des phenomenes
s6quellaires.

2) Par rapport aux donnees epidemiologiques, il
est frappant de constater les differences qui existent
entre les serologies des Europeens et celles des Nord-
Africains ou des Africains. Ceci rejoint d'ailleurs ce
qui a ete observe par divers auteurs, notamment
Powell et al. (1966), Maddison et al. (1965a-b) et
Elsdon-Dew & Maddison (1952), utilisant d'autres
techniques serologiques.

Il est possible que, dans ces differences, inter-
viennent des facteurs ethniques. Beaucoup plus
important et vraisemblable nous semble le rOle jou6
par les conditions economiques et sociales qui
influencent aussi bien 1'6quilibre alimentaire que la
frequence et l'importance des recontaminations.

3) En ce qui concerne la valeur diagnostique pra-
tique de l'immunofluorescence, il faut distinguer:

a) les amibiases hepatiques, oiu cette valeur
diagnostique est certaine puisque la reaction est
positive dans 100% des cas et generalement A des
titres tr'es e'leve's.

Ceci est d'autant plus pr6cieux que ce sont
precisement les formes h6patiques qui posent de
difficiles problWmes diagnostiques: on trouve rare-
ment les amibes dans le liquide ponctionne ou
dans des fragments biopsiques 1 et le plus souvent
on doit se contenter, en l'absence de donn6es
s6rologiques, d'un diagnostic de probabilite fonde
sur:

-des notions anamnestiques (contage ou ant6-
dents amibiens),

1 Signalons qu'en ce domaine l'immunofluorescence peu
presenter un grand interet pour le diagnostic direct de
I'amibiase. En effet, sur les coupes de foie que nous avons
utilis6es comme antigenes, les parasites n'etaient pratique-
ment pas reconnaissables par les techniques habituelles de
coloration. Au contraire, l'immunofluorescence permettait
leur mise en 6vidence de fagon particulierement d6mons-
trative.

-le fait que le pus prelev6 est bacteriologique-
ment sterile (au moins dans la grande majorit6 des
cas);

b) les amibiases intestinales aigues, o'u la s6rolo-
gie est irregulierement positive (91 % des cas envi-
ron) et quelquefois a des titres bas qui peuvent
egalement correspondre a des affections anciennes.

L'immunofluorescence n'a donc ici qu'une
valeur relative d'autant que l'on dispose d'un
moyen de diagnostic indiscutable avec l'examen
parasitologique des selles;

c) les formes intestinales subaigues, pour les-
quelles le probleme est souvent de savoir s'il s'agit
de manifestations purement s6quellaires ou de
parasitoses qui continuent a 6voluer. II est illusoire
dans ces cas d'attendre de l'immunofluorescence
autre chose qu'une presomption, qu'elle ne four-
nit d'ailleurs que rarement.

INTERET DE L'IMMUNOFLUORESCENCE
COMME TEST D'EFFICACITE THERAPEUTIQUE

OU DE CONTROLE DE GUERISON

Resultats
Dans des cas d'amibiase hepatique, nous avons pu

suivre les malades apres traitement. .es examens
serologiques n'ont certes pas ete effectp6s dans tous
les cas avec la meme regularite, mais l'ensemble
permet neanmoins de degager l'evolution serolo-
gique post-therapeutique.
Pour cela, nous avons regroupe dans le tableau 4

les resultats correspondants 'a differents intervalles
de temps apres le traitement: Ioe jour (du 6e au
15e jour), 20e jour (du 16e au 25e jour), etc.

Commentaires et discussion
Dans la figure 2 nous avons porte, pour chaque

intervalle de temps, la moyenne des titres d'anticorps
ainsi que les valeurs extremes correspondantes.

Cette courbe montre qu'i partir du 20e jour sui-
vant le debut du traitement s'amorce une diminution
rapide des titres d'anticorps fluorescents qui, au
2e mois, sont tombes 'a moins de 1/12 de leur valeur
initiale d'avant le traitement.

Au-deli du 2e mois, la serologie semble se mainte-
nir a un niveau sensiblement constant et qui parait
assez bas.
Ce n'est sans doute qu'apres un recul de plus d'un

an que l'on peut esperer voir se negativer totalement
la r6action, mais notre experience actuelle est encore
beaucoup trop fragmentaire pour que nous puissions
I'affirmer.
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TABLEAU 4
EVOLUTION StROLOGIQUE POST-THIRAPEUTIQUE DES CAS D'AMIBIASE HCPATIQUE

Nombre
Date du titrage desrumes

examin6s

Avant le traltement

Apr&s le traitement

Apres 10 jours

Apres 20 jours

Apres 30 jours

Apres 2 mois

Apres 4 mois

Aprbs 5 mois

Apres 7 mois

Apres 10 mols

Aprbs 16 mois

42

11

4

9

4

2

I

2

1

I

Nombre de s6rums de titre

N6gatif

0

0

0

0

0

0

0

0

0

I

1/50

0

0

0

0

2

0

0

0

0

1/100 | 1/200 1/400 1/800

0

0

0
0

0
1

1

2

0

1

4

I

0

0

1

0

0

6

3

0

0

0

0

0

0

0

16

3

0

3

0

0

0

0

0

0

1/1600 113200 1/64

11

3

0

0

0

0

0

0

0

0

7

2

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

IMoyenne
g6om6-

trique de
l'inverse00 des titres

1020

1028

800

446

84

FIG. 2

EVOLUTION SCROLOGIQUE POST-THtRAPEUTIQUE (AMIBIASE HtPATIQUE)
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rescmnc& coastitu- un boa te3t d'activit6 th6rapeu-
tique ou m,me de contrBle de gu6rison. En effet, la
chute brutale et rapid, des titres d'anticorps fluores-

cents, dans un d6lai de moins de 2 mois, est extreme-
ment 6vocatrice et peut etre facilement appr6ci6e.

Sur un plan plus g6n6ral, cette evolution s6rolo-
gique post-therapeutique doit etre rapproch6e de
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celle de diverses helminthiases (schistosomiase, dis-
tomatose, hydatidose) que nous avons etudiees
6galement par la technique d'immunofluorescence.
Dans ces affections, l'eflfcacite du traitement se tra-
duit par une augmentation, transitoire mais impor-
tante, du titre des anticorps fluorescents qui ne
diminuent qu'ulterieurement. Ceci est indiscutable-
ment lie a la liberation, sous l'effet de la therapeu-
tique, d'antigenes provenant de la destruction des
helminthes.

II ne semble pas que ce phenomene soit observe
pour les protozooses (amibiase, paludisme) otu l'on
ne retrouve pas de clochers serologiques apres traite-
ment. L'explication de cette difference entre proto-
zooses et helminthiases tient sans doute a de mul-
tiples facteurs.

CONCLUSION

Au total, la reaction d'immunofluorescence indi-
recte parait pr6senter une valeur diagnostique tres
grande pour les amibiases hepatiques (out elle est

positive dans tous les cas) et un interet plus relatif
pour les amibiases aigues purement intestinales. Au
moins dans les cas d'abces amibien du foie, cette
m6thode peut constituer un moyen utile de contrOle
du traitement.
Nous avons jusqu'ici assez peu de documents

pr6cis sur la valeur des autres methodes serologiques
comme test de contr6le therapeutique. En ce qui
conceme leur valeur diagnostique, ces diverses reac-
tions (fixation du complement, hemagglutination
conditionn6e, pr6cipitation en gelose ou immobilisa-
tion des trophozoltes) paraissent avoir sensiblement
les memes possibilit6s que l'immunofluorescence.
Cependant, it cause des multiples difficult6s mate-
rielles qu'elles supposent, elles ne donnent vraiment
de bons r6sultats que dans les mains d'un petit
nombre d'equipes tres sp6cialis6es.
Au contraire, l'immunofluorescence nous parait

susceptible d'une plus large utilisation, compte tenu
surtout de la facilite de pr6paration et de conserva-
tion des antigenes figur6s qu'elle utilise. C'est la,
sans doute, que reside sa sup6riorit6.
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SUMMARY

SEROLOGICAL DIAGNOSIS OF HUMAN AMOEBIASIS BY THE FLUORESCENT ANTIBODY
TECHNIQUE

The authors have for some years used an indirect
fluorescent antibody (FA) technique for the serodiagnosis
of human amoebiasis. In the present paper, they review
the results achieved, briefly outlining the method and
discussing the reproducibility of the technique and its
value as a diagnostic tool.
The antigen used is either a smear of Entamoeba

histolytica derived from in vitro cultures or a 5-jL section
cut with a freezing microtome from the liver of a hamster
previously intrahepatically inoculated. Test sera are not
pre-heated, but, on the contrary, maintained in liquid
nitrogen until the moment of testing. A commercial

anti-human globulin fluorescent conjugate is used, and
readings are made with a Reichart Zetopan fluorescence
microscope at x 10 or x 20. Positive reactions show up
as an intense yellow-green fluorescence of the amoebae,
and negative reactions as a red coloration resulting from
the counter-staining with Evan's blue as viewed by ultra-
violet light (Fig. 1).
The reproducibility has been assessed (a) by repeated

tests on the same sera with the same antigen (these have
yielded no significant variation in FA titres), and (b) by
comparison of the results obtained with different sera
tested against 6 antigenic strains of E. histolytica on

ill,
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smears or 1 strain in sections (these, too, have given
closely similar results but with considerably higher titres
in the liver-section material).

Specificity tests on over 200 sera show the lowest
significant dilution to be 1/50.
To assess the diagnostic value of the technique, it has

been tested on 238 sera from known amoebiasis cases,
from cases previously treated and considered cured, or
from persons with no indications of amoebiasis but who
have resided in areas where the disease is endemic. In
hepatic amoebiasis, positive reactions were seen in 100%
of cases, generally at high titres. In acute intestinal
amoebiasis, only 91% of cases gave positive reactions,
mostly at low titres. Among persons with non-pathogenic
forms, the reaction was generally negative, but some low
residual titres were sometimes encountered in cases
considered cured.

These tests reflected the differences between amoebiasis
in Europeans who had lived but a short time in areas
where the disease is endemic and that in Africans and
North Africans, in whom the disease was usually of
considerably longer duration and who were more
frequently re-exposed to infection.
The authors conclude that the greatest value of the

technique is in its use for the diagnosis of hepatic amoe-
biasis and that its greatest advantage lies in the fact that
it is easier to carry out than the more commonly used
serological methods, which require highly purified anti-
genic reagents and, in some cases, more sophisticated
equipment. The method is also useful for evaluating the
treatment of the hepatic form of the disease: there is a
very sharp drop in fluorescent antibody from 20 days to
2 months following treatment (Fig. 2).
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