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LCA 4


"Lecture critique d'un article évaluant l’intérêt de nouveaux tests à visée diagnostique"

Les documents distribués en cours seront disponibles normalement sur le site du campus virtuel.

PLAN :

I. Méthodes à utiliser pour faire une étude à visée diagnostique 

a. Conception de l’étude

b. Choix de la méthode de référence

c. Sensibilité et spécificité

d. Valeurs prédictives

II. Article à critiquer

NB : le jour de l’épreuve (examen de D1 et ECN) on aura 8 à 10 questions portant sur un article. Le professeur attend des réponses rédactionnelles courtes.

Cette épreuve de l’ECN dure 3h, elle comptera pour 5% de la note la première année, et 10% de la note finale pour la deuxième année.

Les articles donnés sont des revues scientifiques en français, de bonne qualité et les questions posées sont proches de celles que l’on trouve dans la grille de lecture en fin de ronéo

Il y a différents types d’articles. Par ex: 

       -étude épidémiologique (incidence, prévalence, facteurs de risque, facteurs pronostique…)

        -études à visée diagnostique

I. Méthodes à utiliser pour faire une étude à visée diagnostique 

Quel est la méthodologie à utiliser pour être un bon physicien chercheur ?

Si on invente une nouvelle méthode de dosage plasmatique d’une substance, on pense que ça peut avoir un intérêt pour le diagnostique d’une maladie M. Mais il faut alors le prouver. 

A. Conception de l’étude

Tout d’abord on choisit une population de suspects de la maladie M.

On définit bien la maladie. Pour déterminer si les personnes ont bien la maladie, on utilise une technique de référence : un "gold standard". 

Il est crucial de bien s'en tenir à une seule procédure diagnostique de référence.

Grâce a cette technique de référence, on classe les sujets en malades et non-malades, et on test la nouvelle méthode de dosage que l’on compare avec les résultats de la méthode de référence, pour identifier les vrais négatifs, les vrais positifs, les faux positifs, et faux négatifs.

Pour caractériser notre nouvelle méthode, il faut se servir des index de performances. On parle alors de sensibilité, et de spécificité, exprimés en pourcentages.

Pour avoir des résultats plus précis, on prend un grand nombre de patients.

Dans les études, c’est fondamental d’avoir une référence pour classer les patients en atteints ou non-atteints.

B. Choix de la méthode de référence

Il faut choisir ce qui est admis comme méthode de référence, c'est à dire communément admis dans la communauté scientifique: de préférence, une méthode qui a été publiée et est considérée comme référence (le gold standard), afin de pouvoir justifier notre choix dans les articles. Cette méthode de référence est considéré comme parfaite (postulat) pour classer les patients en malades ou non-malades. 

Ainsi, on a un "diagnostique de certitude", mais qui en réalité ne repose que sur les résultats d'une méthode considérée comme faisant office de référence pour la comparaison.

C. Sensibilité et spécificité

· Sensibilité : probabilité qu’un test soit positif chez les patients atteints de la maladie (PT+/M+).

PT est la probabilité que le test soit positif si on a la maladie.

· Spécificité : concerne les sujets normaux, pas atteints. C’est la probabilité qu’un test soit négatif chez les sujets normaux.

En réalité, il faut savoir qu'il est très rare d’avoir des tests positifs chez TOUS les patients atteints et, inversement, d'avoir des test négatifs chez TOUS les patients sains. Sinon, ces tests seraient parfaits, et ça n'existe pas. 

Par ex, une sensibilité de 80% signifie qu'en théorie sur une très grande population, 80% des patients qui sont porteurs de la maladie ont le test positif. (et donc que 20% des malades auront eux un test négatif). 

Comment estimer la sensibilité et la spécificité ?
Une sensibilité se mesure chez les patients atteints de la maladie. La spécificité se mesure chez les sujets non-atteints.

Grâce à la méthode de référence, on va diviser l’échantillon de sujets en 2 groupes : ceux sont porteurs de la maladie, et les sains. On les soumet au nouveau test qu'on cherche à comparer au gold standard; puis on regarde les résultats : parmi les sujets qu'on sait malades, le nouveau test en marquera certains comme positifs, et d’autres comme négatifs: ces derniers sont alors des "faux-négatifs" puisqu'on sait qu'ils sont positifs!. Dans l’échantillon de sujets sains (selon le gold standard), on mesure de même le nombre de vrais-négatifs (VN) et de faux-positifs (FP).

Avec les grandeurs qu’on a ainsi obtenues, on va pouvoir calculer la sensibilité (Se) et la spécificité (Sp) du nouveau test.

Se= VP/(VP+FN)

Sp=VN/(VN+FP)

 Si on prend beaucoup de patients, on aura une estimation de sensibilité et de spécificité avec un intervalle de confiance étroit (précision dans l’estimation). Si on ne prend pas assez de patients, on aura des intervalles de confiance trop larges qui ne permettront pas des conclusions intéressantes sur la valeur diagnostique du nouvel examen.

On peut également exprimer les résultats en "rapport de vraisemblance positif" et "rapport de vraisemblance négatif". Le rapport de vraisemblance positif est un rapport de 2 probabilités : 

L= P(T+/M+)/ P(T+/M-)= Se/ (1-Sp)

Le rapport de vraisemblance négatif est : l= P(T-/M+)/ P(T-/M-)= (1-Se)/Sp

Si on un rapport de vraisemblance négatif de 1/10, le test est négatif 10 fois plus fréquemment chez les non-malades que les malades.

· Ces rapports de vraisemblance peuvent s’exprimer en fonction des spécificités et des sensibilités. Si on donne M  on peut alors calculer Se et Sp et l’inverse.

 Le principe général est le suivant:

· travailler sur une population de patients suspectés d’avoir  la maladie, en se basant pour ce diagnostic de référence sur la méthode du gold standard. 

· Puis, on soumet cette population un nouveau test. Il faut donc avoir, indépendamment de ce nouveau test, un moyen éthique de savoir que les patients avaient la maladie. On peut donc :

· faire des examens complémentaires  parfois combinés (si l’un vient renforcer l’autre) 

· tenir compte de l’évolution de la maladie ex : maladie infectieuse au bout d’un certain donne plus d infos sur les symptômes.

Les résultats fournis par la méthode de référence sont  assimilés à  la vérité +++

Certains travaillent en termes de rapport de vraisemblance: cela permet de connaître les patients atteint de la maladie (M+) et ceux non atteint (M-).Car la sensibilité ne concerne que les M+ et la spécificité que les M -.

Exemple  de valeurs de sensibilités et de spécificité et rapports de vraisemblance : 

Autrefois on dosait les phosphatases acides pour dépister les cancers de la prostate :

· Patients étudiés : les hommes souffrant de dysurie obstructive ?

· Diagnostic recherché : cancer prostate

· Test 1 : taux plasmatiques de phosphatases acides

· performances : Se1=0.56   ; Sp1=0.94 ; L1=9.33 : sensibilité 56% (faible) ;  spécificité 94% (bonne) c’est-à-dire : chez 94 sujets qui n’ont pas de cancer de la prostate (sujets sains), leur taux de phosphatase est normal (test négatif).

· Test 2 : toucher rectal

· performances : Se2=0.68 ; Sp2=0.89 ; L2=6.3. On voit que ce test 2 a une meilleure sensibilité que le précédent, au détriment d'une spécificité plus faible.

D. les valeurs prédictives :

· La valeur prédictive positive 

C’est la "probabilité d’avoir la maladie si le test est positif ": (P+/T-) estimé par VP/(VP+FP)

 Elle dépend de :

· la fréquence de la maladie

· la spécificité et la sensibilité. 

 Elle est estimée par le rapport des vrais positifs parmi tous ceux qui sont positifs.

· Valeur prédictive négative 

C’ est la  probabilité de ne pas avoir la maladie si le test est négatif.

Elle est estimée par :( P-/T-) estimé par VN/(VN/FN) 

VN :vrai négatif et FN : faux négatif.

Donc en résumé, il y a 3 notions importantes à retenir: sensibilité/spécificité ; valeurs prédictives ; rapports de vraisemblance. 

Quand on fait des tests de dépistages, on se pose la question de savoir s'il vaut mieux privilégier la sensibilité ou la spécificité ?

En fait, cela dépend de plusieurs caractéristiques de la maladie :

La gravité ; et le caractère curable ou non.

En effet, si un test fait apparaître trop de faux positifs (faible spécificité), il y  aura des conséquences psychologiques et économiques importantes (choc psychologique, frais de prise en charge…), car on va alors dire à  un sujet en réalité sain qu'il a sans doute la maladie (parce que son test de dépistage a été positif). On doit donc privilégier la spécificité pour une malade grave et incurable, car on ne peut pas se permettre d'annoncer ce genre de mauvaise nouvelle à une personne qui est saine en réalité. 

Inversement, un test pas assez sensible fera passer de vrais malades pour des sujets sains. On risque alors de ne pas prendre en charge ces malades à cause de l'erreur commise par le test.  Il faut donc privilégier la sensibilité s'il existe un traitement à la maladie grave (car dans  ce cas là, on ne peut pas se permettre de passer à coté d'une chance de soigner le malade, même si on prend le risque qu'il ne le soit pas vraiment). Dit autrement : mieux vaut prendre le risque de soigner un non malade (test trop sensible) que de ne pas soigner un vrai malade (test pas assez sensible)! 

· Les tests sensibles :

· Pour les maladies graves et curables

· Si peu de conséquences médicales, psychologiques ou économiques en cas de faux positifs.

· Les tests spécifiques :

· Maladies graves et incurables

· Conséquences psychologiques  et économiques  importantes en cas de faux positifs.

Quand on a mis au point l’étude, on s’intéresse alors au choix de la population à  étudier :

· Calcul du nombre de sujet nécessaire :

*A partir de l’intervalle de confiance fixé par exemple à 95%, on cherche à obtenir une sensibilité du test à 80%. Donc combien faut-il de sujets ? Cela se calcule très bien. On le fait également  pour la sensibilité et la spécificité, on  obtient alors une réponse (ex : il nous faut 350 patients).

Comment les recruter ? :

Cela peut être monocentrique (recrutement dans un seul centre) en ce qui concerne les pathologies fréquentes. Par exemple :

 il y a eu beaucoup d'études sur les modalités de diagnostic des embolies pulmonaires ou beaucoup de patients sont suspectés d’embolies pulmonaires dans les services d’urgences. Au final il n’y a que 30% qui vont réellement en avoir une et 70% qui ont autre chose. C’est avec ce type de considération que l’on va pouvoir décider, connaissant le recrutement du nombre de patient dans un service, si l'on va travailler avec un centre, deux centres, et combien de temps va durer l’étude pour recruter ces 350 patients.

· Modalité de recrutement :

*études prospectives (études systématiques)  versus rétrospectives.

Les études prospectives ont beaucoup plus de valeur que les études rétrospectives.

Les études prospectives sont celles ou on se dit par exemple: «  à partir du 1er janvier, systématiquement je vais inclure dans mon étude tous les patients  suspectés d’embolie pulmonaire ». 

*choix de la population cible :  

On ne  sélectionne pas le même type de patients selon le service.

Par exemple les patients suspectés d'embolie pulmonaire se retrouvent dans plusieurs services. Cependant on ne recrute pas le même type de patients dans un service d’urgence cardiologique que dans un service d’urgence générale.

*choix des centres pour l’inclusion des patients :

On choisit de recruter les sujets  dans le centre qui reçoit le même  type de patients que celui sur lequel on veut appliquer le test par la suite. Attention car des biais peuvent être introduit par de mauvais choix de la population cible.

*Critères d’inclusion et d’exclusion :

Critères d’inclusion : il faut bien définir ce que l’on va entendre par "patient suspecté d‘embolie pulmonaire" (critères biologiques précis, sens sur le plan international…).

Critères d’exclusion :

· l’âge. Par ex : les patients suspectés ont  entre 40 et 80 ans pour l’embolie pulmonaire.

· La femme enceinte (car cet examen  peut poser problème chez une femme enceinte)

Quand on a des méthodes de dosages plasmatiques dans l’étude, il faut justifier le choix des valeurs normales et pathologiques :

Cette plage de normalité a une forte influence sur les valeurs de spécificité et de sensibilité.

Si on prend une grande plage de normalité, on perd en sensibilité et on gagne en spécificité.

Certains vont être classés en non atteints alors qu’ils seraient classés en atteint si on avait pris  une plage de données plus serrée.

On parle d’examen normal ou anormal. Un examen quantitatif a une gamme de valeurs. On va les rendre quantitatives en fixant une plage de valeurs normales et anormales.

 Par exemple pour les examens d’imagerie, on aura des images normales ou anormales (un signe pathologique va être présent ou absent).

Le problème  se pose quand  on utilise une nouvelle méthode issue de l’imagerie. Il y aura une certaine variabilité de réponses due :

· à  l’expérience de ceux qui interprètent les images 

· aux différents avis de chacun des radiologues.

Donc il est  important d’étudier et de donner de résultats de concordance d’interprétation des images entre experts.

Ces images doivent être interprétées sans dossier à l’appui. Le radiologue risquerait d’être influencé par les signes cliniques évoqués dans le dossier qu’il lit.

Réalisation des tests et calculs des index de performance :

· Réalisation des tests :

· Il faut les réaliser chez tous les patients

· Interpréter les tests indépendamment du contexte clinique et des résultats des autres tests.

· Analyse des données :

· Calcul des sensibilités et spécificités et leurs intervalles de confiances :

Quand on calcule les index de performance il faut également donner  leurs intervalles de confiance (à calculer).

II. Article à critiquer :

 Il s’agit d’un article de 3 pages qui traite de la comparaison de plusieurs méthodes de diagnostics concernant la trichinellose. Est également fournie une grille d évaluation comportant une série de questions qui nous sert à vérifier la bonne compréhension du texte ainsi qu'à le "critiquer" constructivement.

· Conseils : lecture rapide puis approfondie afin de  connaître les objectifs (que l’on retrouve dans l’introduction) et les résultats de l'étude.

1) Introduction  

2) Matériel et méthode : lecture rapide (savoir si l’étude est prospective…)

3) résultats

1)   Introduction :

Les auteurs s’intéressent au diagnostic de la trichinellose et veulent étudier plusieurs méthodes de diagnostic.

             2)  Partie méthode : étude rétrospective 

             3) Résultats

On remarque des  valeurs élevées  de sensibilité et une spécificité moins bonne.

· Au cours d’une épreuve, il faut tout d’abord faire une 1ere lecture rapide, 

· Puis lire la grille de lecture (avant la lecture approfondie). De cette façon on saura à quel endroit on doit trouver la réponse.

· Puis  il est intéressant de résumer l’article (obligatoire à l'ECN). Ceci nous impose une lecture  encore plus approfondie de l’article. Le résumé ne doit surtout pas être critique !

· En fin, on répond aux questions posées

· Question 1 :

Il s’agit de savoir si les comparaisons des performances des 4 méthodes de diagnostic de la trichinellose humaine se font par rapport à une procédure de référence. 

· Réponse : NON.

 C’est une étude rétrospective

Les diagnostics ont été faits sur l’évolution : 

l.25 « nous disposions […] immunofluorescence »l.26

Dans cette étude ils restent très évasifs quant à la façon de déclarer qu’un patient est atteint ou non de la maladie. Le gold standard n'est pas clairement décrit. 

Normalement on aurait du dire : d’une part, il y a plusieurs méthodes que l’on veut tester et d’autre part, pour classer les patients atteint de trichinellose et non atteint, on a suivi telle procédure en se basant sur tel signe clinique, telle évolution…

Ici ils prennent une position intermédiaire où il n’y a pas d’examen de référence clairement choisi. 

· Question 2 :

 Concernant le choix des sujets :

on devrait prendre des sujets suspectés de trichinellose normalement .En énonçant les conditions  comme tels signes cliniques : fièvre, œdème de la face...

Ils auraient du dire : on s’intéresse à la comparaison de plusieurs méthodes et notre méthode de référence pour arriver au diagnostic va être (par exemple) la méthode ELISA, ainsi que l’évolution clinique  avec une bonne documentation (dans quel cas  le sujet est  atteint ou non) et en faisant référence à des méthodes classiques.

Cette méthode de référence sur les patients suspectés aurait permis de faire 2 lots :

· ceux qui ont la maladie  

· ceux qui ne l’ont pas

Or, pour avoir des patients qui n’avaient pas de diagnostic de trichinellose, ils ont été cherché d’autre patients considérés comme « normaux » mais pour des raisons très variées les unes des autres (c’est-à-dire qu'ils ont constitué 1 échantillon très hétérogène de sujets considérés comme sains)

L'autre problème de cette étude  est que les auteurs n’ont pas pratiqué les 4 méthodes de dosages comparées sur absolument TOUS  les sujets !

Donc les chiffres de sensibilité et de spécificité qu’ils présentent ne sont en réalité pas comparables entre eux puisqu’ils ne portent  pas sur les mêmes patients.

La situation dans laquelle a été fait le diagnostic de trichinellose c’est devant un certain tableau clinique assez flou. 

En réalité, les sujets sont tous suspects au départ et c’est la méthode de référence qui doit nous permettre d'identifier les suspects non-atteints et ceux atteints de la trichinellose.

Ex : scintigraphie pulmonaire dans le diagnostique de l’embolie pulmonaire : on prend des patients suspectés d’embolie pulmonaire, et on prend divers scanners d’embolies létales pour déterminer s’il y a ou pas embolie pulmonaire. Là, on découvre les vrais-positifs et les faux-positifs.

La référence ne devrait pas être uniquement la clinique, 

Il faut prendre une méthode dans laquelle on peut avoir confiance à près de 100% pour arriver à classer les atteints de trichinellose et les non-atteints.

Il faut que tous les tests soit faits en même temps, au même stade d’évolution.

· L’étude de validation a-t-elle inclus un échantillon adapté de patients ?

Non, l'échantillon n’était pas adapté: pour ceux qui avaient la trichinellose le problème est qu’il y a plusieurs stades d’évolution ; pour les normaux, c’est un pot pourri de patients qui n’avaient pas la trichinellose, d’autres qui avaient d’autres maladies, ce qui donne des relations croisées.

Il aurait fallu travailler sur une seule population de suspects de la maladie, bien homogène.

· L’examen testé et l’examen de référence ont-ils été effectués chez tous les sujets ? Les résultats du test évalué ont-ils eu une influence sur la décision de réaliser le test de référence ?

Les populations ne sont pas les mêmes pour les différents examens => c'est une mauvaise chose 

Les examens ont été interprétés indépendamment les uns des autres car => c'est une bonne chose

· Les erreurs de mesure ont-elles été quantifiées ?

On a peu de données sur les erreurs de mesure.  C'est une mauvaise chose. 

· Les méthodes de réalisation du test ont-elles été décrites avec suffisamment de précision pour permettre sa reproduction ?

Il y a pas mal de détails sur chaque test avec les références qui sont précisées. C'est une bonne chose. 

· Les intervalles de confiance ont-ils été calculés pour des critères de sensibilités, de spécificités et pour les autres caractéristiques du test ?

Oui, ils sont donnés.

· Un intervalle de valeurs normales a-t-il été définit ?

On trouve les valeurs normales pour les différents tests. C'est une bonne chose.

· Les résultats sont-ils applicables à certains de mes patients ?

L'étude ne montre pas clairement en quoi ses résultats vont influer sur le choix de la méthode de dépistage par le prescripteur, ce qui était pourtant a priori son objectif. 

ARTICLE :

Evaluation comparative d'un test d'agglutination au latex, de deux tests Elisa et d'un test western blot pour le diagnostic

sérologique de la trichinellose humaine

La trichinellose est une parasitose provoquée par l'ingestion, en Europe, de viande insuffisamment cuite de porc ou de cheval, contenant des larves encapsulées du nématode Trichinella sp. L'affection est en recrudescence en France où, depuis 1975, plus de 2 400 cas de trichinellose ont été rapportés, notamment lors d'épidémies communautaires de grande ampleur survenues chez des consommateurs de viande de cheval en 1975, 1985, 1993 et 1998 [1]. Des cas sont également contractés par des consommateurs de viande de sanglier ou contractés à l'étranger et importés en France [1]. Chez l'homme, la maladie se traduit cliniquement par de la fièvre, des myalgies ou un oedème de la face associés à une hyperéosinophilie sanguine. Dans certains cas, les signes cliniques (myalgies et/ou fièvre isolées) ne sont pas toujours spécifiques de la parasitose et peuvent rendre difficile le diagnostic différentiel de la trichinellose avec un syndrome grippal, une polymyosite ou d'autres affections parasitaires [1]. Dans ces conditions, la sérologie est alors un élément déterminant du diagnostic. Différentes techniques sérologiques de diagnostic ont été proposées (Elisa, immunofluorescence indirecte, hémagglutination indirecte, agglutination au latex...) mais peu étaient commercialisées jusqu'à présent. Le test Elisa et différents tests au latex ont été utilisés pour suivre l'évolution des différents isotypes au cours de la maladie, mais leurs qualités diagnostiques n'ont été que rarement évaluées et rapportées [2-4]. De plus, l'utilisation de ces techniques en routine a montré qu'il existait des réactions croisées possibles avec d'autres maladies parasitaires ou lors de maladies auto-immunes, rendant ainsi nécessaire l'emploi de méthodes western blot plus spécifiques [5]. Actuellement trois techniques de diagnostic sérologique de la trichinellose sont commercialisées en France : deux techniques Elisa et une technique d'immuno-empreinte. Le test au latex devrait être commercialisé sous peu. L'objectif du présent travail a été de décrire et de comparer les performances de ces quatre tests diagnostiques et de proposer une stratégie diagnostique. Nous n'avons pas connaissance d'étude similaire évaluant diverses techniques dans le diagnostic de la trichinellose.

Matériel et méthodes

Origine des sérums

 Au total, 130 sérums provenant de 60 cas de trichinellose et 70 sérums témoins ont été testés. Ces sérums provenaient de la sérothèque du laboratoire de parasitologie-mycologie de l'hôpital Cochin et de celle du CHU Rangueil. Nous disposions de 52 sérums provenant de cas renseignés cliniquement qui avaient tous présenté une fièvre supérieure à 38 °C avec des myalgies ou oedème de la face, associés à une sérologie trichinellose positive, déterminée par Elisa ou immunofluorescence. Nous disposions également de huit sérums prélevés précocement chez des cas alors suspect de trichinellose mais qui seront confirmés comme certains dans la suite de l'évolution de la maladie par la mise en évidence d'une séroconversion. Ces 60 sérums provenaient de patients atteints de trichinellose dans différents foyers et provoqués par différentes espèces : Trichinella spiralis (n = 48), Trichinella britovi (n = 3), Trichinella murrelli (n = 2), Trichinella nativa (n = 1), Trichinella nelsoni (n = 2), Trichinella pseudospiralis (n = 4). Tous les sérums de patients atteints par Trichinella spiralis avaient été obtenus au cours d'une des épidémies survenues dans la région Midi-Pyrénées en 1998 [6].

Les 70 sérums « témoins » provenaient de personnes n'ayant pas présenté de symptomatologie ou d'antécédents cliniques évocateurs d'un épisode de trichinellose aiguë. Les témoins négatifs provenaient de prélèvements réalisés chez 10 membres du laboratoire de parasitologiemycologie de l'hôpital Cochin, chez onze femmes enceintes, testées négatives pour la sérologie de la toxoplasmose, chez huit patients atteints de maladies auto-immunes (trois ayant des anticorps anti-ADN, un ayant des anticorps anti-mitochondrie de type 2, deux des anticorps anti-estomac et deux un facteur rhumatoïde) et chez 41 patients atteints d'autres parasitoses diagnostiquées cliniquement et/ou biologiquement (3 cas d'anguillulose, 3 cas d'anisakiase, 5 cas de bilharziose, 2 cas de cysticercose, 4 cas de distomatose, 5 cas de filariose, 3 cas d'hydatidose, 10 cas de toxocarose, 2 cas d'amibiase hépatique, 2 cas de paludisme, 2 cas de toxoplasmose).

Test utilisés Les différents kits ont été utilisés selon les recommandations des fabriquants. Elisa Biotrin® Le test Elisa utilisé est le test Elisa Trichine de Biotrin International®, Lyon, France (ADM L03332). Lorsque l'absorbance lue est supérieure ou égale à 0,300 unité de DO, l'échantillon est considéré comme positif. Elisa Bionobis® Le test Elisa utilisé est le Trichinella serology microwell Elisa kit® (IVD Research, Carlsbad, États-Unis), distribué par la société Bionobis®, Montfort-L'Amaury, France (Afssaps U95472). Lorsque l'absorbance lue est supérieure ou égale à 0,500 unité de DO, l'échantillon est considéré comme positif.

Western blot

Le western blot (test de confirmation) utilisé est le Trichinella western blot IgG kit® de chez LD BioDiagnostics®, Lyon, France, (Afssaps U95622) qui est basé sur la technique décrite par Robert et al., 1996 [5]. Le profil caractéristique avec une bande à 64 kD et le doublet 44-43 kD sont nécessaires pour confirmer la trichinellose

(figure 1).

Agglutination au latex

 Le test au latex est le Trichinella latex développé par LD BioDiagnostics®, Lyon, France. Le résultat est rendu en négatif (pas d'agglutination) et positif (agglutination à 1+, 2+, 3+). Mesure de la performance des tests Les intervalles de confiance à 95 % (IC 95 %) de la sensibilité et de la spécificité ont été calculés par la méthode quadratique de Fleiss (Epi-info 6.04).

Résultats

Patients atteints de trichinellose avérée Les quatre kits ont donné des résultats positifs pour tous les sérums de patients atteints de trichinellose avérée et ce, quelle que soit l'espèce de trichine incriminée. La sensibilité a été de 100 % pour les quatre techniques : 35 positifs sur 35 sérums pour l'Elisa Bionobis® (IC95 % = 88-100), 52 positifs sur 52 pour l'Elisa Biotrin® (IC95 % = 91-100), 52 positifs sur 52 pour le western blot (IC95 % = 91-100) et 47 positifs sur 47 pour le test au latex (IC95 % = 91- 100). Pour des raisons techniques (quantité de sérum ou de réactifs insuffisantes), le test au latex et l'Elisa Bionobis® n'ont pu être réalisés que sur respectivement 47 et 35 sérums de patients atteints de trichinellose. Les DO obtenues avec l'Elisa Bionobis® étaient supérieures à celles obtenues avec l' Elisa Biotrin® (figure 2) puisque neuf sérums avaient une DO inférieure à 1 pour l'Elisa Biotrin® alors que tous les sérums avaient une DO supérieure à cette valeur pour l'Elisa Bionobis®. Échantillons pendant la période de séroconversion Les huit sérums prélevés précocement, chez des patients pour lesquels le diagnostic de trichinellose avait été confirmé par la suite, ont été testés avec les quatre techniques. Sept cas étaient positifs avec le test au latex, quatre cas avec la technique western blot, deux avec l'Elisa Bionobis® et aucun avec l'Elisa Biotrin®.

Spécificité La spécificité de chaque technique est variable puisque des réactions positives ont été observées parmi les 70 sérums témoins. C'est ainsi que l'on note 1 fausse positivité avec la technique western blot, 4 fausses positivités avec le test au latex, 9 fausses positivités avec l'Elisa Bionobis® et 16 fausses positivités avec l'Elisa Biotrin® (tableau 1). Les spécificités de ces techniques (et leur intervalle de confiance à 95 %) sont donc les suivantes : 98,6 % (91-100) pour le western blot, 93 % (82-98) pour le test au latex, 87 % (76 -93) pour l'Elisa Bionobis® et 77 % (65-86) pour l'Elisa Biotrin®. Enfin, de nombreux essais ont montré que les quatre techniques étaient répétables et reproductibles et qu'il n'y avait pas de variations entre les lots. 

Tableau 1. Réactions croisées et résultats faux positifs observé avec les quatre techniques pour des groupes de patients différents 

L'évaluation comparée de ces quatre réactifs a montré leur très bonne sensibilité dans le diagnostic de trichinelloses avérées. Ce résultat n'est pas inattendu dans la mesure où une sérologie positive a été, dans cette étude, un critère de diagnostic de certitude dans la définition d'un cas de trichinellose. Pour pouvoir évaluer de façon méthodologique correcte la sensibilité de ces différents tests, il aurait fallu pouvoir le faire dans un contexte épidémique et se baser dans leur interprétation sur une définition de cas excluant la sérologie. Une étude, limitée à huit sérums prélevés précocement chez des patients atteints de trichinellose, a montré que le test western blot et le test au latex permettaient un diagnostic sérologique plus précoce que les tests Elisa. Le test au latex est sensible plus précocement car il détecte les IgM. Parmi les différentes techniques testées ici, le test au latex présente l'avantage d'être très rapide et de n'exiger que très peu de matériel. En revanche, la spécificité de ces différents tests est variable : excellente pour le western blot, bonne pour le latex et l'Elisa Bionobis® et significativement moins bonne pour l' Elisa Biotrin®. La densité optique seuil du test Elisa Biotrin® préconisée par le laboratoire semble trop basse. Une augmentation de ce seuil à 0,5 améliorerait la spécificité de la technique (de 77 à 87 %) mais en contrepartie diminuerait la sensibilité à 96 %. Les réactions croisées sont surtout observées chez les patients atteints d'autres helminthiases puisque dans ce groupe, 37 % de faux positifs sont observés avec la technique Elisa Biotrin®, 14 % avec l'Elisa Bionobis® et 6,1 % avec le test au latex. Dans ce groupe de patients atteints d'autres helminthiases, le western blot est positif chez un patient atteint d'anisakiase. Il s'agissait d'un patient âgé, d'origine danoise, chez qui l'interrogatoire n'a pas permis de retrouver la notion de trichinellose connue, mais chez qui on ne peut éliminer l'hypothèse d'une trichinellose ancienne passée inaperçue. En effet, depuis 1975, plus de 2 400 cas de trichinellose on été observés en France [1] et on ne peut exclure qu'un certain nombre de cas soient passés inaperçus. Les réactions croisées sont surtout observées chez des patients atteints de nématodoses tissulaires (anisakiase, toxocarose, filariose) et ne sont pas surprenantes compte tenu des grandes communautés antigéniques qui existent entre ces différents helminthes [7]. Dans une enquête nationale que nous avions réalisée en 1994-1995, nous avions pu montrer que 4 700 sérologies de trichinellose avaient été pratiquées par les laboratoires de parasitologie de la trentaine de CHU métropolitains. Parmi les 136 sérologies positives observées, seules 42 correspondaient à d'authentiques cas de trichinellose [8]. Les 94 autres réactions faussement positives étaient donc des réactions croisées, bien que, là encore, des trichinelloses anciennes méconnues ne puissent être éliminées. Les techniques Elisa et au latex testées ici sont tout à fait sensibles pour le diagnostic de la trichinellose. Cependant, leur spécificité imparfaite doit inciter à utiliser le western blot en technique de confirmation à chaque fois qu'une positivité sera constatée. La longue persistance des anticorps (50 % détectés en Elisa, 2 ans après l'infection aiguë) ne permet pas d'affirmer qu'une sérologie positive soit synonyme de trichinellose aiguë [9]. Une séroconversion lors de deux examens successifs (un titre significatif d'anticorps peut n'apparaître que quelques jours après le début des symptômes) ou la coexistence d'une sérologie positive avec la triade symptomatique classique sont de bons arguments de trichinellose aiguë évolutive. Disposer de techniques sérologiques commercialisées sensibles et spécifiques est un atout dans la prise en charge de cette helminthiase qui semble réémerger en Europe et particulièrement dans les diverses républiques héritières de l'Union Soviétique et de la Yougoslavie [10].
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