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1. — Introduction

Considérant I'importance des chiens au Portugal, en tant que porteurs de Leishama-
nia du Kala-azar, il importe de connaitre périodiauement leur taux d’infection, afin de
déterminer I’évolution de la protozoose humaine dans le Pays et d’en tirer des éléments
du plus haut intérét pour l'orientation de la lutte contre cette maladie.

Dans les conditions actuelles, nous devons ajouter que I'on a constaté chez nous
dans les derniéres années, une réduction notab'e des cas de Kala-azar, et que, par consé-
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quent, il nous intéresse au plus haut point de savoir comment a évolué simultanément
I'infection canine, et cela pour les raisons suivantes :

En premier lieu, la connaissance de I'état de I'enzootie permettra d’orienter la lutte
contre la maladie humaine, car nous ne devons pas oublier que la prophylaxie de celle-
ci ne sera pas compléte si I'on néglige les porteurs de I'agent causal ; en effet si I'infec-
tion persiste chez ces derniers, ceci signifie que la menace continue a peser sur I’homme.

D’autre part, si parallélement a la réduction de l'infection humaine, en conséquence
de certaines mesures prophylactiques, on n’enregistre pas de réduction correspondante de
I'infection canine, nous pouvons en déduire que les moyens de lutte contre la seconde
doivent étre différents de ceux qui sont utilisés dans la prophylaxie de la maladie
humaine, puisque les facteurs qui président a la dissémination de la maladie chez
’lhomme d’une part, et chez les chiens d’autre part sont différents.

Et, en vérité, du moment qu'a été prouvée la contagion directe de la maladie,
nous sommes portés a admettre que ce moyen de transmission puisse étre courant parmi
les chiens, étant donné la fréquence avec laquelle ils se battent, se mordent, étant donné
les nombreux contacts qu'ils ont entre eux et le fait que Leishmania sont largement
disséminées dans la peau, le sang et les divers organes de ces animaux et sont éliminées
avec les « excreta » a I'extérieur, ou leur résistance est relativement grande.

Compte-tenu de toutes ces raisons, nous avons jugé opportun de réétudier le taux
d’infection canine par les Leishmania chez les chiens errants de Lisbonne, afin de
. comparer également les résultats de cette véritab'e « ére des insecticides » ol nous
vivons avec ceux qui ont été constatés en des époques antérieures.

2. — Etudes réalisées

Grace a I'amabilité habituelle du Dr. Anténio Cabral, a qui nous exprimons notre
profonde gratitude, il nous a été possible d’étudier les chiens capturés par les Services
de Prophylaxie de la Municipa'ité de Lisbonne.

Une fois déterminés I'dge, le sexe et la race et une fois apprécié leur état physique,
en particulier en matiére de nutrition et en ce qui concerne la présence de symptomes
de maladie, les animaux étaient abattus par électrocution et immédiatement autopsiés.
En premier lieu, on recueillait le sang en vue des examens sérologiques ultérieurs et
I'on prélevait un fragment de rate destiné a la cu'ture en milieux NNN, de Row et de
Wenyon.

On préparait ensuite des frottis de rate, de foie, et de moelle osseuse costale et de
muqueuse nasale en la raclant jusqu'au sang avec une curette.

3. — Résultats

Nous considérons sous ce titre les taux d’infection par Leishmania et les résultats
des épreuves de laboratoire.

+ A) TAUX D’'INFECTION PAR Leishmania. — Les résultats sont indiqués sur les
tableaux I a IV, ou sont appréciées les données reiatives a I'infection évaluée par la
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recherche des Leishmania dans les organes mentionnés et en fonction du sexe et de
I'age. On n'a pas procédé a I'appréciation de I'infection par quartiers, puisque ces ani-
maux menent une vie errante, non plus que par mois de I'année, car, vu le caractére
évolutif chronique de la maladie, nous pensons que cette donnée ne pouvait nous appor-
ter pratiquement aucun élément d’intérét sur les conditions qui président a la dissémina-
tion de la maladie.

En ce qui concerne les organes étudiés, nous constatons (tableau I) que la rate est
le lieu d’élection pour la recherche des Leishmania, car le pourcentage de cas positifs
y a été le plus élevé, sans compter que les Leishmania y étaient toujours plus abondantes.

Quant a la recherche dans la moeile osseuse et dans le foie, elle a été positive dans
tous les cas, a I'exception d'un seul, correspondant a un chien dgé d’'une année ou les
frottis de rate ont révé'é de rares leishmanies, ce qui traduit, probablement, une infection
récente.

TABLEAU I

RESULTATS DE LA RECHERCHE DES Leishmania DANS LES DIFFERENTS ORGANES

. Muqueuse R
) Rate Foie Moelle adile Positifs
Années Total
Obs. | E.D.|Culture | Obs. | E.D. | Obs. | E.D. | Obs. | E.D. Obs. | %
1945/47 137 9 —— 132 5 26 2 26 1 137 9 6,5
1961/62 | 140 | 5 0 140 4 140 4 95 2 140 5 3,5

Pour ce qui est de I'infection en relation avec I'dge, nous constatons (tableau II)
que les chiens 4gés et les chiens d’un an, sont ceux qui ont fourni le plus fort contin-
gent ; mais nous estimons que le nombre d'examens est trop limité pour pouvoir en
tirer des conclusions définitives. Cependant, les résultats obtenus se rapprochent de
ceux qui avaient déja été constatés lors de I'enquéte de 1945-47. L'appréciation des
résultats enregistrés dans les deux enquétes révéle cependant les taux d'infection les
plus élevés chez les animaux les plus 4gés, ce qui est en opposition avec ce qui se passe
pour le Kala-azar méditerranéen, ot le grand pourcentage d'infectés correspond, comme
on le sait, aux enfants jusqu'a I'dge de 3 ans, ce qui, a équiva'ence d’age entre I'homme
et le chien, correspondrait chez ces derniers a des animaux agés de quelques mois. Ce
fait vient également & I'appui du concept suivant lequel la dissémination de I'infection
canine s’opére d’une maniére différente chez le chien et chez I'homme, puisque chez le
premier les taux d'infection augmentent avec I'age.

Considérons maintenant le sexe (tab'eau 111), nous constatons que les femelles accu-
sent un taux d’infection plus élevé, mais il faudrait vérifier sur de plus nombreuses
observations si ce concept se trouve ou non confirmé. En comparaison avec I'enquéte de
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1945-47, nous voyons cependant que le pourcentage des femelles infectées était alors
plus élevé que maintenant, et c’est ainsi que I'appréciation conjointe des deux enquétes
révele un taux d’infection des femelles (6,7 %) supérieur au taux d'infection des males

(4,0 % ).
TaBLEAU III
INFECTION DFS CHIFNS FN RELATION AVFC LF SEXE
Observations Infectés
Sexe Années Observations %
Eus Total 1 Total
AR Par | o | Par
années années
1945/47 98 4 4,08
d 202 |m———= 8 4,0
1961/62 104 4
1945/47 38 B 10,5
Q 74 |—— 5 6,7
1961/62 36 1 2,7
Indéterminé ....| 1945/47 1 1 1 1 1 1
Total ......... 277 14 5,0
TABLEAU IV
INFECTION CANINE EN FONCTION DE LA RACE
Race Chiens observés Cas positifs
|
Indéterminé :ausasssaviininy 134 5
«Serra da Estrela» ........... 2 0
Selor’ Sosmivminna e aaRE e 1 0
PUdengo -oinaimi s massnrimiade 1 ; 0
Perdigho . i 1 i 0
PUdengo: anko: s eamanin 1 ' 0

En ce qui concerne la race (tableau 1V), tous les cas positifs ont été décelés chez
des animaux de race indéterminée, ce qui était d’ailleurs le cas de la presque totalité

des chiens capturés.
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Quant a la distribution des cas de leishmaniose en fonction du quartier de la ville,
nous ne pouvons tirer des conclusions, car nous n’avons enregistré le lieu de provenance
que pour 32 animaux dont aucun n’était infecté. Ces 32 animaux provenaient de divers
quartiers trés écartés les uns des autres. Lors des travaux antérieurement réalisés en 1910-
12 et en 1936-38, des cas de leishmaniose ont été constatés dans les quartiers plus éloi-
gnés de Lisbonne, ce qui semble prouver, comme il avait lieu de le prévoir, la large dis-
persion de la maladie canine dans la capita’e, bien que la constitution éventuelle en tel
ou tel endroit ou quartier d'un foyer de plus grande incidence, soit naturelle.

Considérant finalement la relation entre les chiens infectés et les mois de I'année,
nous procéderons a une appréciation conjointe des résultats des enquétes réalisées depuis
1910.

Une telle appréciation nous conduit a conclure (tableau V), malgré le nombre
encore relativement limité des observatons, qu’il semble n’exister aucune relation entre le
degré d’infection et la saison ce qui était d’ailleurs a prévoir, étant donné 1'évolution
lente de la maladie et I'absence de manifestations aigués se produisant a des périodes
déterminées de I'année.

B. EPREUVES SEROLOGIQUES. — Nous avons vu que la recherche des Leishmania
a été effectuée par I'examen direct des frottis de divers organes, et indirectement au
moyen de cultures de pulpe splénique.

Cependant, nous signalerons que les cultures ont toujours donné un résultat négatif
bien que nous ayons utilisé dans la presque totalité des recherches, les milieux de NNN,
Row et Wenyon.

Nous pensons, par conséquent, que, pour les objectifs de 'enquéte, I'examen direct
des frottis de la rate est, sans aucun doute, la meilleure méthode a utiliser.

Toutefois, considérant I'importance que certains auteurs attribuent aujourd’hui a
la formol-gélification, surtout comme réaction simple permettant d’orienter des enquétes
épizootologiques dans la leishmaniose canine, nous I'avons exécutée sur 114 échantillons
de sérum, 25 sur les 139 recueillis, ayant été rejetés en raison d'une forte hémolyse,
bien que nous ayons pris tous les soins pour éviter cet accident.

Cependant, lorsque nous avons voulu recueillir les impressions de divers auteurs
sur la question, nous avons constaté les opinions les plus contradictoires quant a la
signification de I'épreuve, a la technique de son exécution et a la maniére d’en exprimer
les résultats.

Comme il s’agit d’'une épreuve de gélification il est évident que les résultats peuvent
s’exprimer non seu'ement par lintensité de la réaction, mais encore, comme il est
habituel dans des épreuves de cette nature, en fonction du temps que le phénoméne met
a se produire.

Mais tandis que certains auteurs (Ethés, 1952) n’attribuent de valeur qu’au résultat
apprécié a la fin de 30 mn, d’autres (Donatien et Lestoquard, 1935, Gil et Rodriguez,
1955, Stitt, Clough and Braham, 1948) considérent que I'appréciation des résultats doit
étre faite au bout de 2 a 24 heures.

Les résultats sont alors exprimés en fonction du temps nécessaire pour que s’opére
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la gélification. Quant a l'intensité du phénomeéne, tandis que certains auteurs apprécient
la valeur de I'épreuve d’apres le degré de consistance gélatineuse acquise par le sérum
(Gradwoh! et Konn, 1948), d'autres I'apprécient en fonction de I'opalescence provoquée,
opalescence qui de son cdté est évalué d’aprés le degré de transparence, apprécié par
une méthode arbitraire (Cookson, 1947): d’autres encore (Donatien et Lestoquard,
1935) considérent que la signification de la géification est différente de celle de 'opales-
cence et ils n’attribuent de signification a la réaction que lorsqu’il y a opalescence.

Ces interprétations divergentes suffisent a montrer clairement ['imprécision de
I’épreuve, qui d'ailleurs souffre de I'insuffisance de connaissance dans laquelle nous
nous trouvons aujourd’hui encore quant a sa signification et a son mécanisme véritables.

En fait, bien que I'on sache qu’elle est en relation avec I'apparition et 'augmenta-
tion d’une globuline déterminée, il n'en est pas moins certain que nous n’avons aucune
notion précise sur la constitution de cette globuline et sur ce qu'elle peut exprimer dans
le tableau pathogénique des leishmanioses.

Signalons encore que I'épreuve ne peut étre appliquée que tardivement, déja dans
une phase avancé de la maladie, jamais avant quatre mois, semble-t-il, et qu’elle n’est
pas spécifique, puisqu’elle donne des résultats positifs également chez des animaux non
infectés.

Etant donné que nous disposons actuellement des méthodes beaucoup plus précises
pour apprécier les a'térations de la constitution protéique du sérum des animaux infec-
tés (protéinogramme, lipidogramme, glucidogramme), il est évident que la formol-géli-
fication a perdu toute valeur dans ce sens. En outre, les méthodes de diagnostic fondées

TABLEAU VI

RESULTATS DES REACTIONS DE FORMOL-GELIFICATION OBTENUES AU BOUT DE 2 ET 24 HEURES
(TOTAL DES SERUMS RECUEILLIS : 139 : HEMOLYSES : 25 : TOTAL DE REACTIONS : 114)

Chiens infectés Chiens sans leishmanies
Degré de
réaction
Observés % Observés %*

i L 1 20,0 5 46
TN L S 1 20,0 13 12,0
Ff—— e 0 0 8 7,3
+——— 1 20,0 20 18,3
_—— P 40,0 63 57,7
TORL ..o dieoivs 5 109

* La technique suivie a été la suivante : Réactif : solution de formaldéhyde a 37 % neutralisée.
Technique : verser 1 cc de sérum dans un tube d'environ 10 X 100 mm. Ajouter une goutte de solu-
tion de formaldéhyde. Mélanger et fermer avec un bouchon de caoutchouc pour éviter I'évaporation.
Examiner le sérum au bout de 2 et 24 heures et voir s'il y a gélification. Le matériel a été scrupuleu-
sement préparé et la technique pratiquée avec toute la rigueur voulue.
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sur la recherche de leshmanies, c’est-a-dire, celles qui doivent étre fondamentalement
et toujours utilisées, ont été simplifiées et généralisées et, c’est pourquoi de ce cdté éga-
lement, I’épreuve de la formol-gélification doit étre considérée comme dévalorisée..

Cependant, comme nous I'avons dit, des auteurs réputés continuent a la recomman-
der pour sa simplicité, en comparaison avec la difficulté et la lenteur inhérentes aux
autres épreuves. Elle vise seulement a déterminer les altérations de ia constitution protéi-
que du sérum, et est, par conséquent, utilisable en tant que méthode rapide en une pre-
miére phase des enquétes épizootologiques ; c’est pourquoi nous avons décidé de déter-
miner I'intérét qu’elle peut présenter pour nous.

Nous avons appliqué la technique exposée par Levinson et MacFate (1957) (*),
car il nous a semblé avantageux d’employer une solution neutre de formaldéhyde pour
éviter I'interférence possible de I'acidité naturelle de la solution dans la réaction, et nous
avons procédé a la lecture au bout de 2 et 24 heures, en exprimant les résultats d’une
maniére identique a celle qui est utilisée pour la réaction de Takata-Ara, avec laquelle
cette méthode est apparentée.

C’est pourquoi nous avons apprécié la réaction en fonction de lintensité de la géli-
fication et en fonction du temps durant lequel le phénoméne se produit, exprimant les
résultats par le signe (+) de la maniére suivante: Réaction fortement positive
(+ + ++), gélification totale au bout de 2 heures ; réaction positive (+ -+ -+ —), gélifi-

cation totale au bout de 24 heures ; trés faiblement positive (+ — — —), légere gélifica-
tion au bout de 24 heures ; réaction négative (— — — —) absence totale de gélification
en 24 heures.

Dans les conditions actuelles, nous ne disposons pas d’éléments qui nous permettent
d’évaluer la signification a attribuer aux réactions non fortement positives ; mais les
résultats obtenus (tableau VI) nous permettent de conclure que des réactions fortement
positives se produisent sur des chiens indemnes de leishmaniose, bien qu’a un taux infé-
rieur a celui qui a été enregistré pour les chiens infectés. En ce qui concerne la relation
entre la formol-gélification et I'dge, il semble (tableau VII) qu'il n’y ait aucune inter-
dépendance entre ces deux facteurs et, comme nous avons enregistré des réactions
négatives chez des chiens agés et fortement parasités (n°* 62 et 73), ce qui doit traduire
une infection ancienne, il faut conclure que cette réaction négative ne peut étre attri-
buée a Iinfection récente des animaux.

En présence des résultats obtenus, il semble que nous puissions conclure que la
valeur pratique de la formol-gélification, en tant que réaction d’orientation préalable 2
pratiquer dans toute enquéte épizootologique, soit faible ou méme nulle.

Nous avons également procédé a la détermination du protéinogramme de quatre
chiens atteints de leishmaniose et de sept chiens non infectés choisis au hasard, d'ages
divers et dont les sérums ne présentaient aucune hémolyse.

Les résultats de ces déterminations, que nous présentons sur les figs 1 a 3, semblent
prouver que I'on ne constate pas toujours 'augmentation de la globuline ~ signalée
comme caractéristique de la leishmaniose et qu’il ne semble pas y avoir toujours des
différences significatives dans les protéinogrammes des animaux sains et des animaux
malades.
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Si I'on compare les résultats de I'’épreuve de la formol-gélification avec ceux du pro-
téinogramme, nous constatons que chez les animaux infectés cette épreuve a été posi-
tive quand il y avait hypergammaglobulinémie (figs. 2 a et 2 ¢) et négative dans les deux

cas ou cet aspect n'a pas été constaté (figs. 2 b et 2 d).
Dans les sérums des animaux non infectés, nous avons constaté parfois une aug-

mentation de certaines globulines, v compris de la globuline v (fig. 1 y), mais seulement

Protéines totales 6,79 %
450 %

Aibumine b
Globuline o, 45 %
3 &, 133 %

M 195 %
177 %

o

| 1 S

Protéines fotales 749 %

Albumine 3452 %
Globuline o 16,67 %
o, 1962 %

¢
8

Proteines fotales 8,5 9%
Albumine 7 %
Globuline O,

- a,’

Globuline &, 1520 %
8 39N %
Y 2008 %

Proteines folcles 8,79 %
Albumine 2389 %
Globuline &, 165 %

.

F1G. 1. — Protéinogrammes de sérums de chiens sans leish-
maniose, choisis au hasard : 4) 2 ans; B) 2ans; ») 10 mois ;
3) plus de 5 ans. (X) Formol-gélification
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dan I'un des cas qui ont été soumis a cette épreuve, et dont la globuline B était élevée,

la formol-gélification a été positive (fig. 1 3).
Ces discordances confirment ainsi la faib'e valeur que I'on doit attribuer a la for-

mol-gélification.
Proteines folales Bq:

Albumine 350
Globuline &, 37 %

T

xi
F6. 141+

Protéines fololes 569 %
0 %

Albumine

Globuline o, %
o 125 %
a* g8 %
¥ 70 %

(x}
FG; g

Protéines fotales 83¢ %

Albumine 446 %

Globuline o, 36 %
o,

Protéines fotoles . 5,79 %
Albumine 614 %
Globuline @, 3% %
Y 7 67 %
105 %

T 180 %

@

FG’"----

F16. 2. — Protéinogrammes de sérums de qua-

re chiens avec leishmaniose. a) 1 an; b) plus

de 5 ans; c¢) plus de 5 ans; d) 1 an. (X) For-
mol-gélification
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Protéines lotales 709%
Albumine 3757 %

Protéines fofales 749 %
Albumine 4405 %
Globuline o, 571 %

v 128 %

Proteines totoles 749 %
Abumine 3191 %
Globuline ¢, 1,14 %
o, 791 %
& 4022 %
T 879 %

®

Fi16. 3. -—— Protéinogrammes de sérums de trois chiens sans

ieishmaniose. 1) 8 mois; 2) 1 an; 3) 10 mois. (X) Formol.
gélification

TaBLEAU VIII
COMPARAISON DES TAUX DE LEISHMANIOSE CANINE ENREGISTRES A LISBONNE

Résultats
Auteur et date
Nombre d’examens Positifs (%)

Pereira da Silva (1910-1912) ......... 416 3;1
Correia Mendes (1936-1938) ......... 240 2,08
Fraga de Azevedo et cols. (1945-1947) . 137 6,5
Fraga de Azevedo et Vérter das Neves

(1961-1962) .......covviviinnnnnnnn 140 3,5
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4. — Conclusions

Si I'on compare les résuitats des observations actuelles avec les résultats des années
précédentes (tableau VIII), on peut conclure qu’il n'y a pas entre eux de différences
significatives, ce qui montre que l'enzootie est stationnaire a Lisbonne, situation d’ail-
leurs constatée en divers endroits de la zone méditerranéenne.

En présence de ces résultats, il semb’e que nous pouvons conclure qu’il n’existe pas
dans la leishmaniose canine de la capitale une réduction paralléle a celle des cas de
Kala-azar, ce qui prouve que les mesures de prophylaxie adoptées pour cette derniére
maladie, a la base de I'utilisation d’insecticides, n'ont pas donné les mémes résultats pour
I'infection des chiens.

On peut donc en déduire, croyons-nous, que le mécanisme de la transmission de la
leishmaniose canine s'opeére d’une maniére différente de celle du Kala-azar. Il convient
donc de pas l'oublier dans la lutte contre I'endémie, le combat contre I’enzootie, car
la maladie présente chez nous le caractére d’une véritable anthropozoonose.

La formol-gélification a été positive chez quelques animaux sans leishmaniose et
négative chez deux animaux fortement infectés et d’un age avancé, c’est pourquoi nous
pensons que malgré les résultats obtenus par d’autres auteurs, ceite épreuve est de peu
valeur pour le diagnostic. Le protéinogramme du sérum des chiens infectés n’a pas
accusé pour tous de I'hyperg'obulinémie et I'on n'a pas constaté de parallélisme entre
’hyperglobulinémie et la formol-géiification.

5. — Résumé

Les auteurs présentent les résultats de la recherche de Leishmania dans la rate, le
foie, la moelle osseuse et la muqueuse nasa'e de 140 chiens errants de Lisbonne, captu-
rés par le Service de Prophy'axie de la Rage de !a Municipalité. On a constaté un taux
d'infection de 3,5 %. De méme qu'en 1945-1947, ce sont les chiens les plus dgés qui
ont fourni le plus fort contingent d’infectés contrairement a ce qui se produit pour le
Kala-azar méditerranéen, qui existe surtout chez les enfants jusqu’a trois ans.

La comparaison de ces résultats avec ceux qui ont été enregistrés lors d’observa-
tions précédentes remontant 2 1910, semb’ent prouver le caractére stationnaire de
'enzootie, car il n’y a pas entre ces résultats de différences significatives.

D’autre part, comme on constate chez I'homme une réduction notab'e des cas
de Kala-azar, on peut en conclure que les mesures qui ont affecté I'évolution de cette
maladie, tout au moins a Lisbonne, n'ont pas d’influence sur I'infection des chiens, et
que, par conséquent, dans la prophylaxie de la maladie, il faut également agir sur ce
réservoir naturel.

La réaction de la formol-gélification s’est révélée sans valeur pour le diagnostic,
méme comme réaction d’orientation, et I'électrophorése n’a pas toujours mis en évidence
I’hyperglobulinémie caractéristique de la leishmaniose.

Nous exprimons notre profonde gratitude 2 M. le DT Anténio Cabral, Chef des Services médico-
vétérinaires de la Municipalité de Lisbonne, pour les services qu'il nous a rendus, toujours avec le
plus vif intérét, dans la réalisation de ce travail.
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