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L’application de I'immuno-fluorescence

au diagnostic de la Fasciolase hépatique *

Par J. FRAGA de AZEVEDO et Palmira COELHO ROMBERT

La fasciolase hépatique constitue I'une des plus anciennes parasitoses connues,
car on peut supposer que Moise en faisait déja référence quand, en 1500 av. J.-C.
environ, il divisa les animaux en non propres et propres, selon qu’ils présentaient ou
ne présentaient pas de parasites macroscopiquement visibles.

A coté de cette particularité, un autre aspect, de nature historique aussi, rehausse
I'importance de la maladie, car son agent causal, la Fasciola hepatica, fut le premier
des Trématodes, pour lequel le réle des Mollusques dans le cycle évolutif Trématodes
a été décrit dans les études de Jean de Brie en 1379 ; c’est aussi pour cet Helminthe
que, en 1779, Weinland signale que, dans sa transmission, intervient la Limnea
truncatula.

Par conséquent, ce parasite est certainement connu depuis des milliers d’années
et on peut supposer que, tout en se livrant & ses propres et naturelles conditions
d’expansion, il ait acquis une large dispersion dans le monde entier, ce qui, en réalité,
se vérifie.

Il s'agit d’'un parasite attaquant essentiellement les herbivores, et ayant pour hotes
intermédiaires des Mollusques qu'on peut trouver partout sans que son cycle évolutif
rencontre de fortes limitations en ce qui concerne les conditions climatiques du milieu
ambiant. On comprend ainsi aisément les raisons pour lesquelles la maladie acquiert les
proportions d’une zoonose cosmopolite pesant trés fort sur 1'économie générale.

En effet, on peut dire que la parasitose existe sous toutes latitudes, allant de la Sibérie,
au Nord, a I'Afrique australe et a I'Argentine, au Sud, aprés avoir passé par les climats
tempérés et chauds.

Les taux élevés d’infestation des animaux causent de grands dommages, car ils
réduisent leur capacité de travail, la production du lait et de la laine, sans parler de
la diminution de la production de la viande et de la prédisposition a d’autres maladies.
C’est ainsi, par exemple, qu'on a évalué en Angleterre en 1945 & plus de 200.000 livres
par an les dommages consécutifs a l'existence de cette maladie chez les animaux.

Chez nous et d’aprés un calcul approximatif que nous avons eu I'occasion d’effectuer
I'an dernier, on peut évaluer a peu prés a 80.000 kg les viscéres d’animaux infestés retirés a
la consommation en 1954, et de cette fagon, on peut estimer la valeur de la perte annuelle
résultant de ce parasitisme a 1.600.000 Esc. environ.

* Communication présentée le 2 avril 1964 a la Section de Sciences de 1'’Académie des Sciences
de Lisbonne.
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Si I'on ajoute & ce dommage les pertes se référant aux autres facteurs indiqués, la
perte annuelle due a la distomatose hépatique dépasse 3.000.000 d’Esc.

Quoique largement connue, et en dépit de sa vaste distribution chez les animaux, la
maladie est rarement diagnostiquée chez 'Homme, probablement parce que le terrain lui
sst ici un peu défavorable et que les probabilités d'infection sont plus réduites. En
vérité 'Homme, pour étre atteint, doit ingérer des plantes aquatiques contenant des méta-
cercaires infestantes ou de l'eau oll ces larves se sont par hasard libérées; ce qui, en
général ne se produit que chez les populations rurales ou chez les personnes qui font usage
de ces plantes dans leur alimentation.

D’autre part, si I'on considére la vaste dispersion et la fréquence de la maladie chez
les herbivores et la rareté de l'infection humaine, nous croyons pouvoir conclure que notre

OCEAN PACIFIQUE

F16. 1. — Territoires sur lesquels on a identifié des cas humains de fasciolase hépatique

organisme doit étre atteint plus souvent que le nombre des cas enregistrés ne le laisse
pressentir. A I'appui de I'idée que l'organisme humain ne doit pas étre trés favorable
a cette maladie, on peut invoquer I'éosinophilie intense que déclenche le parasite: la
disproportion entre la quantité de vers qui pénétrent dans I'organisme et les foyers de
nécrose A réaction éosinophile observés d'une part, le nombre de vers qui arrivent a I'état
adulte (2 linverse de ce qui se passe chez les animaux) et l'absence ou linsignifiance des
pontes (Bailenguer et coll., 1961), d’autre part.

Cependant, soit parce que le parasite présente une distribution et une incidence de
plus en plus importantes en s’adaptant progressivement a I'Homme, soit parce que celui-ci
consomme de plus en plus de plantes aquatiques, soit encore parce que la pratique du
camping permet 2 'Homme de vivre plus intimement avec la nature, ou bien méme parce
que les moyens de diagnostic ont subi des perfectionnements successifs, le fait est que,
depuis quelques années, on constate un accroissement incessant et remarquable de cas
humains enregistrés.
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Ainsi, jusqu’en 1950, la littérature médicale mondiale a mentionné simplement 250 cas
de distomatose humaine a Fasciola hepatica dont le premier fut décrit par Pallas en 1760.
Mais depuis 1950, c'est par centaines, sinon par milliers, qu’il faut compter les cas connus
de ce parasitisme.

En France seulement, on a signalé au nord de Lyon, en 1956-57, une épidémie qui
a atteint 500 personnes; 128 cas ont été enregistrés dans les Pyrénées-Atlantiques de
1957 a 1958, et 200, chiffre trés élevé, dans le département du Lot-et-Garonne en 1958,
alors que cing cas seulement avaient été constatés dans ce pays jusqu'en 1956. D’autres
foyers importants de distomatose humaine ont été observés (fig. 1) dans d’autres territoires,
Cuba et I'Uruguay étant, outre la France, les pays les plus atteints.

Notre pays n'a pu résister a ce nouveau courant de la zoonose, laquelle mérite de plus
en plus la désignation d’anthropozoonose ; en effet, depuis 1948 et 1949, ou I'un de nous eut
T'occasion de collaborer avec le Professeur Fernando Fonseca dans le diagnostic des deux
premiers cas humains confirmés, respectivement originaires de Madére et de Santa Comba
Dio, le nombre des cas connus s'éléve a quelques dizaines sur le Continent, parmi lesquels
28 sont mentionnés sur des registres bibliographiques.

11 va sans dire que ce chiffre devra certainement étre augmenté d’autres cas non enre-
gistrés ou publiés dont nous-mémes avons pu observer quelques-uns.

Des cas humains ont été décrits sur presque tout le territoire continental et a Madere,
mais surtout au Minho (nord du pays), et on a raison de supposer que la maladie peut se
manifester en n’importe quelle autre région, étant donné que la distomatose des animaux
couvre tout le territoire, quoiqu’avec une incidence spéciale dans certains districts (fig. 2).

Cependant, comme il s’agit, malgré tout, d'une maladie qu'on peut considérer comme
relativement rare, les médecins ne sont pas encore diiment familiarisés avec son cadre noso-
logique, et ce, également en raison du polymorphisme de sa symptomatologie ; on comprend
qu'on soit arrivé ainsi aux diagnostics les plus différents. En effet, dans le deuxiéme groupe
de malades du Professeur Fernando Fonseca se référant a 1955, a I'étude duquel l'un de
nous a eu aussi 'opportunité de collaborer, les diagnostics suscités par la maladie ont été
les plus divers; parmi ceux-ci, il faut indiquer les suivants: paludisme, grippe, fievre de
Malte, cholécystite, fievre tyhpoide, angio-cholite, hépatite, néoplasie du foie, appendicite
aigué, colite, processus pleuropulmonaire, affection gastrique, etc.

Dans d’autres exégéses, en particulier celles qui concernent les épidémies en France, on
signale des confusions analogues, quelques malades ayant méme subi par erreur des appen-
dicectomies.

11 faut dire encore que chez nous, quoique le parasite puisse &étre trouvé erratiquement
en quelque point que ce soit de l'organisme, on n'a signalé que des cas a localisation hépa-
tique. :

Le diagnostic de distomatose hépatique est basé sur la recherche des ceufs dans le suc
duodénal ou dans les féces, vers lesquelles ils sont acheminés a partir des canaux biliaires
ol Joge habituellement le parasite. Cette recherche n’est réalisée cependant que lorsque les
présomptions cliniques ou une éosinophilie élevée, atteignant 25 % et plus (I'un des signes
les plus importants, évident surtout dans la phase d'invasion), nous font admettre I’hypothése
d’une telle affection. L’éosinophilie peut étre absente, elle aussi, principalement dans la
phase avancée de la maladie, ainsi que nous I'avons vérifié dans quelques-uns de nos cas.

Les données épidémiologiques constituent aussi un fil conducteur du diagnostic qu'il
faut bien considérer, et ainsi nous avons noté que tous nos malades étaient grands consom-
mateurs de cresson cru, la principale plante responsable de la transmission 2 I'Homme de
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la douve hépatique, le caractére familial que la maladie prend maintes fois étant par consé-
quent compréhensible.

H
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F16. 2. — Prévalence de la distomatose clez les herbivores au Portugal (Silva Leitdo, 1960) et
référence des points oll on a constaté des cas humains

Nous avons cependant eu l'occasion de suivre plusieurs patients chez lesquels une éosi-
nophilie élevée et divers symptomes cliniques nous faisaient soupgonner des cas de disto-
matose, mais ot les recherches des ceufs du parasite dans le suc duodénal et dans les féces
se révélaient systématiquement négatives. Le traitement institué pour ce genre de parasitose
a alors permis la guérison de beaucoup de malades, ce qui constitue un élément de plus en



DIAGNOSTIC DE LA FASCIOLASE PAR IMMUNO-FLUORESCENCE 533

faveur de ce diagnostic. Des résultats identiques ont été d'ailleurs indiqués par d’autres
auteurs, en particulier par ceux qui décrivirent I’épidémie de France, au nord de Lyon, ol,
parmi 45 malades diiment examinés, 22 seulement ont présenté des ceufs dans les féces.

11 faut mentionner aussi 'existence de plusieurs cas enregistrés dans la littérature médi-
cale ol la recherche des ceufs dans les matiéres fécales a été constamment négative, la cho-
lécystectomie révélant pourtant la présence de parasites.

Il se peut que la négativité de ces examens (I’éosinophilie et les symptdmes cliniques
postulant par ailleurs en faveur de la distomatose) soit la conséquence de divers facteurs:
1) localisation erratique du parasite ; 2) absence de pontes; 3) impossibilité d'élimination
des ceufs par la bile en raison de I'obstruction fortuite du canal biliaire ol la Fasciola est
logée ; 4) petite quantité d'ceufs pondus, lesquels peuvent par conséquent passer inapergus
dans les feces ou le suc duodénal ; 5) phase initiale du développement du parasite, avant la
ponte, car la période prépatente de I'infection dure de deux & quatre mois; 6) localisation
du Trématode, non dans les voies biliaires, mais dans le parenchyme hépatique, d’ott I'im-
possibilité d’élimination des ceufs vers lextérieur ; 7) élimination intermittente des ceufs,
d’oll la possibilité d’effectuer la recherche lors d’une phase d’inhibition de la ponte.

Les circonstances ci-dessus exposées justifient la nécessité de recourir a d’autres
moyens de diagnostic que la recherche des ceufs dans les selles, et dans ce but des
intradermo-réactions (I.D.R.), ainsi que d’autres réactions sérologiques ont été effec-
tuées, en particulier la réaction de fixation du complément (R.F.C.).

La réaction des précipitines a été utilisée dans quelques cas, la cuti-réaction éga-
lement, laquelle s’est révélée, d’aprés Mazzoti (1942), inférieure a I'LLD.R.

Selon les données fournies par les différents auteurs, la R.F.C. s’est montrée posi-
tive dans la plupart des cas (Minning et Vogel : trois cas, 1950 ; Lavier et Stefanopoulo :
cing cas, 1944) et rarement négative (Mohr et coll. : un cas, 1951), la positivité per-
sistant plus de six mois aprés la disparition du parasite d’aprés Minning et Vogel. Dans
nos cas, la réaction a toujours été positive chez les sujets atteints ; c’est la raison pour
laquelle nous la considérons comme trés valable pour le diagnostic, d’autant plus qu’elle
a été systématiquement négative chez quelques individus normaux.

L’ILD.R. s’est montrée positive dans les cinq cas de Lavier et Stefanopoulo et dans
quatre cas de Mohr et coll. Pour nous, la réaction réalisée a I'aide d’un extrait total de
Fasciola hepatica s’est révélée positive chez quelques individus normaux ; aussi, nous
ne la considérons pas comme suffisamment spécifique ; d’autres auteurs sont arrivés
d’ailleurs a la méme conclusion : Biagi et coll. (1958) par exemple.

Parmi les différents extraits de douve que nous avons utilisés dans nos essais
d’LD.R., lextrait total, I'extrait hydrocarboné et I’extrait lipidique, le premier nous
a apporté des réactions plus nettes et nous le considérons par conséquent comme supé-
rieur aux autres. Minning et Fuhrmann (1955) ont obtenu aussi de meilleurs résultats
dans la R.F.C. a l'aide de I'extrait total qu’avec les autres extraits.

La R.F.C. autant que 'LLD.R. ont donné, pour la plupart des auteurs, des résultats
parfois divers (tableau I), car elles se montrérent dans quelques cas positives chez des
animaux non infectés et négatives chez des spécimens infectés ; certains auteurs ont
trouvé par ailleurs des réactions positives chez des porteurs de Dicrocoelium dendri-
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ticum. Cependant, pour d’autres auteurs (Lavier et Stefanopoulo, 1944), les deux réac-
tions indiquées se sont révélées suffisamment spécifiques dans les cas humains ; les
divergences constatées dans les infections des animaux étaient attribuées a leur poly-
parasitisme oscillant, ces infections pouvant guérir spontanément et conserver quand
méme leurs anticorps dans le sérum, ce quon a d’ailleurs constaté également chez
I’homme.

On peut conclure, par conséquent, de ce qui précéde, qu’on a besoin encore de
nouvelles méthodes d’immuno-diagnostic a spécificité suffisante pour garantir a elles
seules I'identification de la maladie. )

A titre de contribution a la solution de ce probléme, nous avons eu I'idée de recou-
rir a la méthode de I'immuno-fluorescence, selon la technique décrite ci-apres, car la
réaction est pratiquée depuis déja quelque temps avantageusement dans le diagnostic
d’autres helminthiases, la bilharziose et la trichinose notamment.

Matériel et Méthodes

Nous avons effectué la réaction par la méthode indirecte et nous avons a cet effet
utilisé des antisérums marqués a Pisothiocyanate de fluorescéine obtenus de la Maison
Difco, une solution tampon de phosphates de la méme Maison et des sérums d’indi-
vidus normaux, d’individus présumés atteints par Fasciola hepatica et de porteurs
d’autres parasitoses (bilharziose et kyste hydatique).

Etant donné que les sérums des cas humains supposés parasités étaient peu nom-
breux, nous avons essayé aussi des sérums de moutons douvés et non douvés, ainsi que
d’animaux atteints de kyste hydatique.

Nous avons utilisé comme antigéne les miracidia du parasite obtenus a partir des
ceufs éliminés par la bile des moutons infectés. Dans la préparation de ces antigénes,
nous avons suivi la technique décrite ci-apres.

La bile a été recueillie, avec les conditions habituelles d’asepsie, dans des éprou-
vettes, a partir de la vésicule biliaire d’animaux récemment abattus et parasités. On
laisse se former le sédiment pendant quelques minutes, puis on décante le liquide sur-
nageant, remplacé ensuite par du sérum physiologique ; celui-ci est & son tour remplacé
plusieurs fois jusqu’a ce que le sédiment soit exclusivement constitué par des ceufs de
Fasciola exempts d’impuretés.

Les produits de lavage des divers lots sont maintenus séparément dans des petits
cristallisoirs de 7,5 cm de diamétre et de 3 cm de haut, remplis d’eau a un niveau de
2 cm; ils sont conservés a diverses températures en vue d’apprécier la durée de for-
mation des miracidia et le début de leur éclosion par ’observation quotidienne des ceufs
et la détermination des pourcentages d’éclosion.

On a constaté ainsi que I’éclosion s’effectuait plus précocement et plus rapidement
a la température de 28°, car elle se manifestait entre le 12° et le 20° jour, qu’a la
température de 18° ol I'éclosion se manifestait approximativement vers la fin du pre-
mier mois et se prolongeait pendant huit a quinze jours.
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A une température supérieure, le nombre des ceufs dégénérés était plus grand,
raison pour laquelle il est a conseiller de faire éclore les miracidia & la température
ambiante.

Les miracidia formés se concentrent, griace a leur phototropisme positif, surtout
a la surface de I'eau et tout particuliérement contre les parois du cristallisoir, d’oll nous
les avons retirés avec une pipette Pasteur a l'aide d’une loupe de 10 diameétres et
déposés dans un tube a centrifuger au fur et & mesure de leur formation. Une fois
rassemblés, nous y avons ajouté du formol jusqu’a concentration finale 2 10 % et les
avons ensuite conservés dans une glaciére a 4°.

Nous avons constaté, pourtant, que les miracidia ainsi conservés révélaient, au
bout d’une semaine, une fois soumis a la réaction, une fluorescence interne, non spéci-
fique, laquelle altérait I'interprétation des réactions. Nous avons alors décidé de les
soumettre a l’action préalable de I'albumine bovine avec rodamine que nous avons
ajoutée a I'eau contenant les miracidia 4 une concentration finale de 1/300 ; au bout
d’une heure, une addition de formol était pratiquée a la concentration déja indiquée.

La technique utilisant la rodamine s'est montrée plus efficiente, car elle semble
bloquer la coloration non spécifique constatée avec les miracidia maintenus dans le
formol simple, qui leur conférait en outre une nuance rougeétre contrastant avec la
couleur jaune verditre du fluorochrome utilisé. De plus, elle maintient leurs propriétés
antigéniques pendant au moins quatre mois, & condition de les conserver dans la gla-
ciére a 4°.

La réaction est réalisée dans des tubes de centrifugeuse de 15 ml de la fagon
suivante : les miracidia sont lavés d’abord dans une solution tampon de phosphates a
pH 7,2, par deux fois, tout en laissant se former le dépdt pendant 15 a 20 minutes
chaque fois.

Les miracidia étaient alors soumis & I'action des sérums a tester et comparés a des
témoins avec un sérum normal et un sérum dont la positivité était certaine. Les sérums
étaient employés immédiatement a la dilution de 1/4 et agissaient pendant une demi-
heure ; d’autres essais avec d’autres dilutions étaient alors réalisés quand les premiers
résultats étaient positifs.

Lavés deux fois de suite a I'aide de la solution tampon, les miracidia étaient ensuite
incubés a la température ambiante, pendant 15 minutes, avec de la globuline anti-
humaine ou anti-mouton, selon I'origine du sérum initialement utilisé, marquée a I'aide
du fluorochrome déja mentionné et a la dilution la plus favorable, c’est-a-dire celle ne
permettant la fluorescence que sous I’action des sérums des sujets parasités et non des
sérums normaux. Cette dilution, dans la plupart des cas, était de 1/6.

Deux nouveaux lavages étaient ensuite effectués avec soin a I'aide de la solution
tampon de phosphates, afin d’enlever tout colorant non fixé.

Une goutte de sédiment était alors placée sur lame, montée a 'aide d’une solution
tampon de glycérol et couverte d’une lamelle pour I’examen au microscope a fluores-
cence Zeiss a rayons ultraviolets, utilisant comme filtres d’excitation les BG 12 (I et II)
pour une excitation intense en bleu violet correspondant i une longueur d’onde de
5.500 et 8.000 A et, comme fiitres d'arrét, e 50 et 41 ou OGy et GGy.
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Résultats

A T'occasion de I'observation des lames, nous avons constaté que les miracidia ne
présentaient pas tous de la fluorescence dans les réactions considérées comme positives,
et nous avons attribué cette différence de comportement aux différences dans les valeurs
antigéniques qu'ils pouvaient présenter. En effet, il faut considérer que quelques mira-
cidia peuvent dégénérer et présenter par conséquent une structure anormale, d’ol la
possibilité dans ces cas de I'absence de la réaction antigéne-anticorps.

Avec les sérums normaux, nous avons parfois constaté de la fluorescence sur quel-
ques miracidia ; mais, en effectuant la dilution des sérums, on constata que cela ne se
produisait pas pour des dilutions au-dela de 1/4, a I'inverse de ce qui se passait avec
les sérums positifs, c’est-a-dire des sérums d’individus ou d’animaux infectés ol la
réaction était enregistrée toujours pour des dilutions supérieures a celle-1a, au moins
a 1/8 et, dans quelques cas, méme 1/64.

TABLEAU II
Mir. de Fasc. hépatica Mir. de Sch. mansoni
Origine iy T o
o e T, Caractéristiques Niciibivs Positifs Nofiitie Positifs
deices | ape | w | el Ge | %
Distomatose (a). 53 39 73.6
®)
Mouton Kyste hydatique. 10 1 10,0
Normal. 30 3 10,0
Dismatose (2). 15 12 80,0 3 0 0
Kyste hydatique. 3 0 0,0
Homme | gy arziose vési-| 8 1| 125 8 8 | 100
cale. )
Normal. 100 0 0,0 5 0 0
|

(a) Diagnostic clinique avec éosinophilie, réactions sérologiques et 1.LR.D. positives, mais recher-
che d’ceufs dans les féces et le suc duodénal négative.

(b) 12 faiblement positifs.

(c) Faiblement positive.

Par conséquent, et & 'occasion de I'interprétation de la réaction, nous avons consi-
déré comme positive la fluorescence des miracidia (fig. 3), en définissant le degré de
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positivité par le nombre de ceux accusant la réaction et par la dilution du sérum a
laquelle la réaction avait eu lieu.

Clest ainsi qu'une réaction est fortement positive lorsque plus de 50 % de mira-
cidia présentent de la fluorescence et que celle-ci se maintient pour des dilutions supé-
rieures & 1/8 ; elle est faiblement positive si I'on constate une quantité de miracidia
inférieure & 50 % dont la fluorescence, dailleurs, ne résiste pas a des dilutions supé-
rieures 4 1/8. Nous attribuons, par conséquent, une valeur diagnostique a toutes les
réactions réalisées dans ces conditions.

La négativité des réactions dans les cas de distomatose est due, a notre avis, soit
a la non formation d’anticorps, pour des raisons individuelles qui nous échappent et
possibles d’ailleurs dans toutes les infections, soit au fait que Iindividu ou I’animal

Fi6. 3. — Miracidia de Fasciola hepatica avec fluorescence (& gauche)
et sans fluorescence (a droite)

parasité présentait un tel état de déficience organique que la formation des anticorps
n’était pas possible.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau II, sur lequel on peut voir que
sur les moutons infectés on a obtenu un pourcentage de positivité de 1'ordre de 75 %,
et que les réactions positives sur des animaux sans fasciolase ont été rares.

La fausse positivité constatée avec quelques-uns des sérums de moutons peut &tre
expliquée soit parce que les animaux étaient porteurs de I'infection sans que celle-ci
ait été diagnostiquée, soit parce qu’ils étaient infectés par d’autres vers apparentés, tels
que, en particulier, le Dicrocoelium dendriticum, trés fréquent chez nous.

Dans les cas humains, la réaction s’est révélée plus spécifique que chez les mou-
tons, étant donné qu'elle ne s’est montrée faiblement positive que dans un cas de
bilharziose, ce qu’on peut attribuer au degré de parenté des agents étiologiques. Toute-
fois, comme la bilharziose est une affection limitée a certaines aires du globe, la réaction
conserve sa valeur pour la plupart des territoires. D'ailleurs, le nombre de sérums
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d’individus porteurs d’autres parasites testés est trop faible pour qu'on puisse en tirer
des conclusions définitives.

D’autre part, la réaction a été négative dans 95 % des cas pour des sérums d’indi-
vidus normaux, et positive dans cinq cas a la dilution de 1/4 du sérum. Pourtant,
I'augmentation de la dilution a entrainé la disparition de la positivité. Tous les cas
s’étaient négativés a la dilution de 1/8, ce qui donne a la réaction une grande valeur
spécifique.

La réaction effectuée sur onze sérums obtenus en France, par 'aimable entremise
de Mlle Jacqueline Bénex, de I'Institut Pasteur de Paris, et appartenant & des individus
a diagnostic de fasciolase en raison de leurs signes cliniques, R.F.C. positive et séro-
agglutination par latex positive, nous a donné des résultats positifs dans 72,7 % des cas
et négatifs dans 27,3 %, ce qui est en accord avec les résultats obtenus sur les moutons.
Ces réactions ont maintenu leur positivité avec des dilutions supérieures a 1/8, quel-
ques-unes méme jusqu’a 1/64.

Dans un de nos cas, observé postérieurement, la positivité s’est maintenue jusqu’a
une dilution de 1/100.

Nous pratiquons aussi la réaction croisée, en utilisant des miracidia de Schistosoma
mansoni, que nous maintenons en culture au laboratoire, en présence de sérums de
sujets atteints de fasciolase, la réaction étant dans ce cas toujours négative.

Conclusions

Etant donné les premiers résultats obtenus, nous croyons que I'immuno-fluorescence
appliquée au diagnostic de la fasciolase hépatique constitue un test intéressant aussi bien
en médecine humaine qu’en médecine vétérinaire. La méthode souléve encore bien des
inconnues qu'il faudra élucider, en particulier I'influence des miracidia sur les résultats
de la réaction, suivant I'espéce d’animal parasité d’ou ils proviennent, d’autre part en
ce qui concerne la meilleure fagon d’interpréter le test d’aprés le nombre des miracidia
présentant de la fluorescence et la dilution du sérum. En outre, il est nécessaire de
réaliser un plus grand nombre de réactions avec des sérums correspondant & d’autres
parasitoses afin de préciser leur spécificité ; enfin, il faudrait pouvoir comparer la valeur
de cette réaction a celle d’autres tests sérologiques pour juger de leur signification dans
I'orientation de la thérapeutique.

Voila, par conséquent, une ligne de recherches a orientation intéressante, d’ailleurs
en voie de réalisation dans notre laboratoire, et que nous nous permettons de recom-
mander a tous ceux qui s’intéressent a ce genre de travaux.

Résumé

La distomatose & Fasciola hepatica est une parasitose cosmopolite, essentiellement
- des herbivores, chez lesquels elle donne lieu a des manifestations graves qui se tradui-
sent par un dommage économique considérable. Récemment, tout particuliérement, on
a décrit de nombreux cas humains partout dans le monde et au Portugal aussi, sur le
continent, a Madeére et dans quelques provinces d’outre-mer.
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Bien que le diagnostic ait pour base la recherche des ceufs du parasite dans le suc
duodénal et dans les féces, on constate souvent, dans des cas ou la maladie semble
prouvée cliniquement, la négativité de ces examens, d’ol le recours a différents tests
sérologiques qui sont aussi parfois sujets a caution.

Afin de contribuer au perfectionnement de ces méthodes de diagnostic, les auteurs
ont eu l'idée de recourir a des essais sur I'immuno-fluorescence, utilisant, comme anti-
géne, des miracidia du parasite, faciles a obtenir au laboratoire, en partant de la bile
d’animaux infectés.

Les essais ont porté sur des sérums humains normaux, des sérums de porteurs
d’autres parasitoses et ceux d’individus probablement parasités par Fasciola hepatica,
ou bien encore sur des sérums de moutons normaux et de moutons atteints de kyste
hydatique et de distomatose.

Etant donné les résultats obtenus, la réaction présente de I'intérét pour le diagnostic
de la fasciolase hépatique, soit par sa spécificité, soit parce qu’elle s’est révélée positive
dans 74 a 80 % des cas d’infection.

(Travail du Centre d’Etudes de Médecine Tropicale de I'Instituto de Alta Cultura
et de la Division des Affaires Scientifiques de la N.A.T.0.)
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