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RESUME

L'intérét de la méthode ELISA dans le diagnostic du poumon
de fermier reste discuté. 410 sérums ont été testés en ELISA
avec un antigéne de Micropolyspora faeni préparé au labora-
toire simultanément & la recherche de précipitines parles deux
techniques classiques de double diffusion d'Ouchterlony
(DDO) et d'immunoélectrophorese. Les résultats de 'ELISA
sont donnés en index proportionnel 2 la densité optique (DO)
du sérum analysé et intégrant la DO d’'un sérum témoin posi-
tif et celle d'un témoin négatif. La comparaison de 'ELISA 2
la DDO montre que pour un index & 11 comme seuil de posi-
tivité, la sensibilité et la spécificité de 'ELISA sont égales & 83
p. cent. Par rapport 4 'immunoélectrophorése pour un index
a 52 comme seuil de positivité, la sensibilité de 'ELISA est
égale a 100 p. cent et la spécificité a 97 p. cent. 157 dossiers
ont pu étre documentés cliniquement. Pour 14 d’entre eux, les
résultats étaient discordants entre I'ELISA et la recherche de
précipitines. Chez 11 de ces patients, il existe une excellente
corrélation entre l'exposition au foin moisi et le résultat de
I'ELISA. Ainsi, comme cela a été montré pour d'autres aller-
génes, 'ELISA pourrait étre un marqueur biologique complé-
mentaire des méthodes traditionnelles dans le diagnostic de
la maladie du poumon de fermier.

MOTS-CLES : Poumon de fermier — Alvéolite — Micropolyspora
faeni — Précipitines — ELISA.

SUMMARY

Detection of anti-Micropolyspora faeni antibodies: com-
parison of the ELISA method with classical in vitro tech-
niques. — The value of the ELISA method in the diagnosis of
farmer’s lung remains controversial. 410 sera were test by
ELISA with a Micropolyspora faeni antigen prepared in the
laboratory simultaneously with a test for precipitins by
the two classical Ouchterlony double diffusion (ODD) immu-
noelectrophoresis techniques. The results of ELISA are
expressed as an index proportional to the optical density (OD)
of the serum analysed and integrating the OD of a positive
control serum and that of a negative control serum.
Comparison of ELISA and ODD, using an index of 11 as the
positivity cut-off value, showed that the sensitivity and speci-
ficity of ELISA were equal to 83 per cent. Using an index of
52 as the positivity cut-off value, the sensitivity of ELISA was
100 per cent and the specificity was 97 per cent compared to
immunoelectrophoresis. 157 case files were clinically docu-
mented. Discordant results between ELISA and the test for
precipitins were observed in 14 cases. In 11 of these patients,
an excellent correlation was observed between exposure to
mouldy hay and the ELISA result. Therefore, as demonstra-
ted for other allergens, ELISA can constitute a complemen-
tary laboratory marker to traditional methods in the diagno-
sis of farmer’s lung disease.

KEY-WORDS : Farmer’slung ~ Alveolitis — Micropolyspora
faeni — Precipitines — ELISA.
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INTRODUCTION

La maladie du Poumon de fermier est une alvéo-
lite allergique extrinséque (AAE) due a l'inhala-
tion intense de particules organiques d’origine
végétale. Les agents déclenchants sont souvent des
moisissures ou des bactéries sporulées. Parmi les
agents étiologiques les plus fréquents on retrouve
un actinomyceéte thermophile Micropolyspora
faeni [14].

Cette maladie est souvent une maladie profes-
sionnelle dont un des criteres diagnostiques est la
présence d’anticorps sériques précipitants (préci-
pitines). Au-dela des considérations médico-
légales, l'identification de 'allergéne responsable
permet de prendre des mesures prophylactiques
indispensables a la guérison du malade [5].

La recherche de précipitines par les méthodes
traditionnelles (immunodiffusion ou immuno-
électrophorese) est de réalisation lourde. Cest
pourquoi certains laboratoires essaient de rem-
placer une de ces techniques par des tests de réa-
lisation plus rapide comme les réactions immu-
noenzymatiques par exemple.

Le but de ce travail est de comparer les résultats
biologiques obtenus par une méthode ELISA a
ceux des méthodes traditionnelles.

MATERIEL ET METHODE

Sérums

410 sérums conservés congelés au laboratoire
ont été testés en ELISA vis a vis de 'antigéne
Micropolyspora faeni. La recherche de précipitines
avait été faite avec le méme antigéne et par les
deux techniques de double diffusion et immuno-
électrophorgse, dés leur arrivée avant congélation.

Pour 157 d’entre eux un questionnaire compor-
tant des renseignements cliniques a été renvoyé
par le médecin traitant.

L’antigéne

L’antigéne a été préparé a partir de cultures sur
milieu Agar dans notre laboratoire selon une tech-
nique déja décrite [6] comportant une incubation
dans une solution de Coca puis une congélation
et décongélation avant filtration [1].

Recherche des précipitines

Elle a été effectuée par les méthodes classiques
de double diffusion d’Ouchterlony (DDO) et
d’immunoélectrophorése (IME) [9, 15]. Pour la
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DDO, les gels préparés avec de '’Agar a 1 p. cent
dans un tampon a pH 7.0 sont coulés sur des
plaques de 5 X11 ecm [15]. Un puits central de 12.5
mm de diametre est découpé pour le sérum du
patient (300 ul). Séparés d'une distance de 6 mm,
sont répartis 6 puits de 4 mm de diametre, pour
les antigenes (30 ul).

Limmunoélectrophorese est réalisée selon la
méthode de Grabar et William [9]. Les gels d’'Agar
a 1 p. cent sont coulés sur des plaques de verre de
9 X 13 cm. 15 pl d’antigéne sont déposés dans un
puits et soumis a une électrophorese pendant
1 h 30 4 100 V en tension constante. 250 ul de
sérum sont rajoutés dans la rigole. Aprés 2 jours
de diffusion, les arcs de précipitation sont mis en
évidence par une coloration &4 'Amido Black
(Rhone Poulenc).

Une double lecture est réalisée par deux biolo-
gistes différents, permettant de noter le nombre
d’arcs et l'intensité de I'arc le plus coloré.

L’ELISA

La méthode ELISA a été mise au point et vali-
dée au laboratoire selon la méthode de dilution en
échiquier. Elle s'inspire d’une technique décrite
par Richardson [17] et a été adaptée aux antigénes
préparés au laboratoire (tableau I).

Des plaques de polystyréne Imulon A sont utili-
sées pour lantigene de Micropolyspora faeni
reconstitué a 10 pg/ml et incubé sous agitation
1h30a37°.

Chacun des sérums des patients est dilué au
1/50° dans du PBS-Tween 20 et distribué dans
2 puits. Un témoin antigéne PBS-Tween sans
sérum et un témoin positif constitué dun sérum
fortement positif en double diffusion et immuno-
électrophorese sont placés dans chaque plaque et
incubés 1 h30a37°

La révélation se fait par des anticorps de chevre
anti-immunoglobuline G humaine marqués a la
phosphatase alcaline (Sigma - 1 h 00 4 37°) et son
substrat chromogene, le P-nitrophényl-phosphate
(Sigma). La lecture se fait 4 405 nm et 650 nm
dans un lecteur de microplaques thermostaté a
37°C, Kinetic QCL. La densité optique (DO) rete-
nue est la moyenne des valeurs obtenues pour cha-
cun des puits.

Pour tenir compte des variations inter-essais, les
résultats sont exprimés en index calculé a l'aide
de la DO du témoin positif (DOp), du témoin anti-
géne (DO,) et du sérum analysé (DOg) [8].

DO} - DOg
I= x 100

DO, - DO,

Rev. fr. Allergol., 1997, 37, 4.
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Tableau I. - Différentes étapes de la technique ELISA

Etapes Temps Températures Tampons pH Volume

1. Sensibilisation 1h30 37°C Carbonate- 9,6 200 pl

par lantigéne (sous agitation) bicarbonate

Lavage 3 x 3 minutes ambiante PBS Tween 20 7,2 250 ul
2. Liaison avec 1h 30 37°C PBS Tween 20 7.2 200 pl

les anticorps du sérum (sous agitation)

Lavages 3 x 3 minutes ambiante PBS Tween 20 72 250 pl
3. Liaison avec le conjugué 1 h 00 37°C PBS Tween 20 7,2 200 pl

anti IgG - phosphatase alcaline (sous agitation)

Lavages 3 x 3 minutes ambiante PBS Tween 20 72 250 ul
4. Réaction enzymatique 1h 00 37°C Diethanolamine 9,6-9,8 200 pl

du substrat et du chromogéne (sous agitation) a I'obscurité

(p nitrophenyl-phosphate) '
5. Arrét de la réaction et lecture 37°C Na OH 3M 50 pl

(A = 405/650 nm)

Corrélation entre les résultats biologiques
et les données cliniques

Un questionnaire inspiré de Reynaud et coll.
[16] a été adressé aux médecins traitants des sujets
testés. Les réponses ont permis d’établir un score
clinique en prenant en compte le tabagisme :
actuel = 2, ancien = 1, absent = 0 ; I'exposition au
foin moisi : certaine = 2, douteuse = 1, absente =
0 ; les symptémes cliniques (dyspnée, toux,
fievre) : 3 symptémes =2, 1 ou2 =1, absence =0 ;
la radiographie pulmonaire, aspect réticulo-nodu-
laire = 2, infiltrat localisé = 1, radio normale = 0 ;
les épreuves fonctionnelles respiratoires : capacité
pulmonaire totale diminuée ou altération de la dif-
fusion du monoxyde de carbone = 2, syndrome
obstructif = 1, fonction respiratoire normale = 0 ;
le lavage broncho-alvéolaire ou I'examen histolo-
gique : compatible avec une alvéolite allergique
extrinseque = 2 (AAE), autre altération = 1, histo-
logie normale = 0.

RESULTATS

La répartition des sérums selon les résultats de
la double diffusion est la suivante : pour 354
sérums aucun arc n'a été mis en évidence, 1 arc a
été observé pour 38 sérums, 2 arcs pour 7, 3 arcs
pour 8 , 4 arcs et plus pour 3.

La médiane et les valeurs extrémes de l'index
obtenu en ELISA sont les suivantes : 3 (-7 ; 73)
pour les sérums n’ayant aucun arc de précipita-
tion, 5 (0. ; 137), 14 (6 ; 132), 68 (2 ; 206) et 103
(96. ; 120) pour les sérums ayant respectivement
1, 2, 3, 4 arcs et plus.

Rev. fr. Allergol., 1997, 37, 4.

La distribution de la valeur de I'index en fonc-
tion du nombre d’arcs (fig. 1) montre que 90 p.
cent des sérums ayant 0 ou 1 arc de précipitation
ont respectivement un index inférieura 15 et 2 43
et que 90 p. cent des sérums ayant au moins 2 arcs
de précipitation ont un index supérieur a 7. En
prenant pour valeur seuil un index 4 11 et un
nombre d’arcs supérieur a 1, 'ELISA a une sensi-
bilité et une spécificité de 83 p. cent (fig. 2). En
prenant pour valeur seuil un index & 30 et un
nombre d’arcs supérieur a 1, 'ELISA a une sensi-
bilité de 13/18 (72,2 %) et une spécificité de
274/292 (93,8 %) par rapport 4 la double diffusion.

Les valeurs médianes de 'index selon I'intensité
montre des résultats similaires, 6 (0; 134), 27 (0;
206) et 113 (9 ; 202) pour les sérums ayant res-
pectivement des arcs de précipitation d'intensité
1, 2 et plus de 2 arcs. La distribution de I'index en
fonction de l'intensité (fig. 3) est assez similaire a
celle du nombre d’arcs. Si on considére les 14
sérums ayant 2 la fois plus de 1 arc de précipita-
tion et une intensité supérieure a 1, la médiane de
I'index est égale a 85 (2 ; 206).

La recherche de précipitines par immunoélec-
trophorese ne révéle aucun arc pour 386 sérums,
1 arc pour 17 et plus d’'un arc pour 5 sérums. Les
valeurs médianes et extrémes de I'index obtenu en
ELISA sont de 3 (-6 ; 206),9(0; 112) et 120 (58 ;
202) pour les sérums ayant respectivement 0, 1 et
plus d’'un arc en immunoélectrophorése.

En prenant pour 'immunoélectrophorése un
nombre d’arcs supérieur a 1 pour la positivité, la
sensibilité et la spécificité de 'ELISA par rapport
a l'immunoélectrophorése ont une valeur égale
respectivement a 100 p. cent et 97 p. cent pour un
index a4 52 (fig. 4). Les distributions des valeurs de
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Fig. 1. - Valeur de I'index ELISA en fonction du nombre d’arcs obtenus en double diffusion.
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Fig. 2. — Sensibilité et spécificité de 'ELISA par rapport a la double diffusion (seuil de positivité, nombre d’arcs > 1) en fonction de la valeur de

I'index retenue comme seuil de positivité.

I'index en fonction du nombre d’arcs (fig. 5) et de
lintensité (fig. 6) sont similaires a celles observées
pour la double diffusion. Pour une valeur seuil de
I’ELISA 2 30 et un nombre d’arcs supérieur a 1 la
sensibilité de I'ELISA est de 100 p. cent (5/5) et la
spécificité de 93,8 p. cent (278/403). Les valeurs de
Iindex en fonction de lintensité sont de 15
(0-113) et 41 (0-202) pour des intensités respecti-
vement de 1 et plus de 1 en immunoélectrophorese.

Parmi les 157 dossiers documentés clinique-
ment, on a observé en double diffusion : aucun arc
pour 134 sérums, 1 arc pour 18 sérums, 2 arcs
pour 4 sérums et 3 arcs pour 1 sérum. En prenant
comme seuil de positivité un index ELISA a 30 et
un nombre d’arcs > 1 on observe une discordance
entre les résultats pour 14 patients (tableau II).

Les deux patients ayant 2 arcs en DDO et un
index ELISA < 30 avaient tous les deux des

Rev. fr. Allergol., 1997, 37, 4.
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Fig. 3. - Valeur de l'index ELISA cn fonction de l'intensité des arcs de précipitation obtenus en double diffusion.
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Fig. 4. — Sensibilité et spécificité de 'ELISA par rapport a l'immunoélectrophorése (seuil de positivité : nombre d’arcs > 1), en fonction de la valeur

de l'index retenue comme seuil de positivité.

signes cliniques et radiographiques évocateurs
d’AAE et un seul d’entre eux avait une exposition
au foin moisi. L'autre avait un index ELISA
< 10.

Neuf patients (3-11) ayant un index ELISA
> 30 n'avaient aucun arc ni en double diffusion ni
en immunoélectrophorese. 7 d’entre eux avaient
une exposition certaine au foin moisi, 3 des symp-
tomes cliniques, 5 un aspect réticulo- nodulaire a

Rev. fr. Allergol., 1997, 37, 4.

la radiographie pulmonaire, 4 une capacité pul-
monaire totale diminuée, 3 une histologie com-
patible avec une AAE. Par contre, 5 avaient une
histologie normale. Le score median était de 7
(extrémes 4-12). 3 autres patients (12-14) ayant un
index ELISA > 30 avaient 1 arc de précipitines a
I'une des 2 méthodes DDO ou IME. L'un de ces
patients avait un score a 9, les autres a 5. Tous
étaient exposés au foin moisi.
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Fig. 5. - Valeur de I'index en fonction du nombre d’arcs de précipitation obtenus en immunoélectrophorése.
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Fig. 6. — Valeur de I'index ELISA en fonction de l'intensité des arcs de précipitation obtenus en immunoélectrophorése.

En immunoélectrophorése, chez ces 157
patients, 147 n’avaient aucun arc, 8 un arc et 1
deux arcs. Les sérums de 14 patients présentaient
des résultats discordants entre FELISA et 'IME
avec un index ELISA = 30. Parmi eux, on retrouve
les patients 3-14. Les patients 15 et 16 avaient
2 arcs en DDO ; tous les deux étaient exposés au
foin moisi et avaient des scores cliniques respec-

tivement a 10 et 12 le patient 16 ayant une histo-
logie compatible avec une AAE.

Les 25 patients ayant un index ELISA compris
entre 10 et 30 et ayant moins de 2 arcs en double
diffusion ont tous moins de 2 arcs en IME sauf 1.
Le score médian était de 7 (extrémes 4-11). Parmi
eux, 18 ont une exposition certaine au foin moisi
et 4 une exposition douteuse.

Rev. fr. Allergol., 1997, 37, 4.



/DETECTION DES ANTICORPS ANTI MICROPOLYSPORA FAENT ®

Tableau II. - Résultats discordants entre ELISA
avec un seuil de positivité > 30 et la recherche de précipitines

Patient  Nombre d'arcs ~ ELISA Exposition Histologie —Score

DDO IME  Index Foin® oulBA® )

1 2 1 7 0 1 4
2 2 1 14 2 ND 12
3 0 0 64 2 6
4 0 0 59 2 12
5 0 0 30 2 ND 10
6 0 0 40 2 7
7 0 0 62 2 9
8 0 0 35 2 2 12
9 0 0 31 2 ND 5
10 0 0 33 0 2 7
11 0 0 46 1 0 4
12 1 0 51 2 0 5
13 1 0 43 2 2 9
14 0 1 40 2 0 5
15 2 0 132 2z ND 10
16 2 0 31 2 2 12

® Exposition au foin moisi : Certaine = 2 — Douteuse ou ancienne = 1
— Absente = 0.

@ Lavage broncho-alvéolaire ou histologie : 2 = compatible avec AAE —
1 = autre anomalie — 0 = histologie normale - ND = examen non réa-
lisé.

® Score clinique et paraclinique allant de 0 a 12 (voir matériel et
méthodes).

DDO : Double Diffusion d'Ouchterlony —~ IME : Immunoélectrophorese.

DISCUSSION

Parmi les actinomycetes thermophiles,
Micropolyspora faeni est celui qui est le plus sou-
vent responsable de la maladie du poumon de fer-
mier [12]. Des précipitines vis-a-vis des antigénes
de M. faeni sont retrouvées chez environ 25 p. cent
des patients atteints de cette maladie [13]. Dans
une étude réalisée dans le Doubs, Dalphin et coll.
[5] montre que la prévalence de sujets ayant des
précipitines vis-a-vis de M. faeni varie en fonction
du degré d’exposition au foin, entre 14 p. cent et
27 p. cent en double diffusion et 1 p. centet 13 p.
cent en immunoélectrophorése. Il montre que
cette prévalence varie également en fonction de
la symptomatologie de 10 p. cent chez les sujets
asymptomatiques a 26 p. cent chez les sujets ayant
des symptémes « majeurs ». Ainsi, méme si la pré-
valence de précipitines vis-a-vis de M. faent est
inférieure a celle vis-a-vis des extraits de foin, cet
antigéne offre 'avantage d'une certaine universa-
lité contrairement & ceux extraits du foin qui
varient selon la région. Ceci justifie le choix de
M. faeni pour la mise au point de la technique
ELISA.

Rev. fr. Allergol., 1997, 37, 4.
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Dans notre étude, le pourcentage de patients
ayant des précipitines vis-a-vis de M. faeni est
comparable a celui des études précédentes. La
comparaison de la méthode ELISA avec la double
diffusion et I'immunoélectrophorese se heurte a
une double difficulté, celle de la valeur diagnos-
tique de la présence d'un seul arc de précipitation
et celle de la nécessité de définir une valeur seuil
de positivité de 'ELISA. En effet, le nombre d’arcs
de précipitation n’étant pas un reflet direct du
taux d’anticorps spécifiques d’'un antigéne donné,
on ne peut établir une corrélation entre la valeur
de I'index et le nombre d’arcs.

La valeur 30 retenue comme seuil pour I'index
constitue un compromis entre les valeurs 11 et 52
donnant les valeurs de spécificité et sensibilité
optimales par rapport a la DDO et a 'IME. Par
rapport aux méthodes traditionnelles, on observe
un taux relativement élevé de faux positifs de la
méthode ELISA qui pourrait s’expliquer par sa
plus grande sensibilité [2, 11].

L'examen des dossiers cliniques montre que les
14 patients, sauf un, ayant un faux positif ELISA
ont une exposition au foin moisi et que chez 7
d’entre eux le diagnostic AAE est établi avec cer-
titude sur les arguments cliniques, radiologiques
et histologiques.

Comme l'ont montré les auteurs précédents
[11], 'ELISA est donc une méthode plus sensible
pour détecter 'exposition a l'allergéne. Elle peut
également s’appliquer a la caractérisation des
classes d'immunoglobulines en cause ce qui dans
certains cas permet de distinguer les primo expo-
sitions des expositions chroniques [7], la cinétique

‘des anticorps permettant de détecter d’éventuelles

réexpositions. Dans une pathologie voisine,
I'aspergillose bronchopulmonaire allergique, cer-
tains auteurs ont montré que la présence de pré-
cipitines pouvait étre précoce et transitoire [3].
Ainsi, il reste a savoir si la cinétique des anticorps
anti-Micropolyspora faeni est la méme que celle
des précipitines. Si ce n’est pas le cas, ces deux
méthodes pourraient étre complémentaires.

Les réactions sérologiques étant réalisées dans le
cadre d’enquétes sur les maladies professionnelles,
I'ELISA pourrait apporter un gain de sensibilité
dans la recherche de l'allergéne en cause, mais elle
pourrait également permettre une meilleure carac-
térisation des allergénes possibles [14].

CONCLUSION

L’ELISA est intéressante pour sa faisabilité, sa
rapidité (gain de 2 a 3 jours par rapport aux
méthodes traditionnelles). Cependant elle est plus
cofliteuse et ne trouve pas d’indication dans les
tests vis-a-vis d’allergénes moins fréquemment
rencontrés.
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