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RESULTATS. COROLLAIRES DI AGNOSTIQUES.

A. — ABANDON DE LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT COMME METHODE DE
REFERENCE :

— défaut de sensibilité,
— fréquence élevée des réactions anticomplémentaires.

B. — VALEUR DIAGNOSTIQUE DE L’IMMUNOFLUORESCENCE :
— fidélité,
— précocité d’apparition et durée des anticorps,
— sensibilité,
— spécificité.

APPLICATION. STRATEGIE OPERATIONNELLE,

A. — DEPISTAGE EN UN TEMPS :

— utilisation d’indices de correction,
— choix d’un titre-seuil.

B. — DEPISTAGE EN DEUX TEMPS :
— étude de la variation du taux d’anticorps dans un intervalle de temps
défini.
C. — CONCLUSIONS.

Résume

Dans le but de procéder a I'analyse épidémiologique du foyer leishmanien du sud de la
France, les auteurs ont mis au point une stratégie opérationnelle simple, basée sur l'utilisation
raisonnée de la réaction d’immunofluorescence.

Dans un premier temps, deux réactions immunosérologiques, I'immunofluorescence et la
réaction de fixation du complément, ont été étudiées parallélement sur 1.504 sérums provenant
de 1.364 chiens et sur 96 sérums provenant de deux chiens infestés expérimentalement. Le
contréle parasitologique a été assuré par la recherche de leishmanies dans le suc ganglion-
naire. Devant son manque de sensibilité et le nombre élevé de réactions anticomplémentaires,
la réaction de fixation du complément a di étre abandonnée.

Dans un deuxieéme temps, la valeur de lI'immunofluorescence a été confirmée grace a
I’étude de 2.421 sérums prélevés sur 2.203 chiens d’enquéte et sur 2 chiens inoculés au
laboratoire, le contrdle étant toujours assuré par I'examen parasitologique des ganglions.

Au terme de cette analyse, I'immunofluorescence se révele fidéle et sensible. Toutefois,
aans la pratique épidémiologique, son défaut de spécificité impose I'adoption de méthodes de
corrections, en I'occurrence le choix d’un titre seuil (1/160) ou I’étude de la variation des
anticorps dans un intervalle de temps défini.

En définitive, I'utilisation de I'immunofluorescence permet de poser les bases d’une stra-
tégie opérationnelle satisfaisante et par la méme d’envisager I'analyse structurale rationnelle
du foyer leishmanien du sud de la France.
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Summary (2)

Ecology of leishmaniasis in the South of France. 7. Research of canine reser-
voir by the mean of serological reactions.

In order to unravel the epidemiology of a focus of leishmaniasis in the South of France,
the authors studied the question by the use of immunofluorescent techniques.

First, two serological reactions (immunofluorescence and complement fixation) were
applied to (a) 1 504 samples of serum taken from 1364 dogs, and (b) 96 samples taken from
2 experimentally infected dogs. These animals were examined for the presence of the parasite
by puncture of the lymph glands. The complement fixation reaction was abandoned because
of its lack of sensitivity and the frequency of anti-complementary sera.

Second, the above numbers were increased to 2421 specimens of the taken from
2 203 dogs, with experimental controls, but only immunofluorescence was tested.

The immunofluorescence test was shown to be accurate and sensitive. However, in
practice it is desirable to take into account only reactions of 1/160 and above, or to observe
sero-conversion after a requisite interval of time. The application of these two criteria makes
practicable a true analysis of the epidemiological situation in this focus of leishmaniasis.

Malgré de substantiels progres, la structure des foyers méditerranéens de leishma-
niose viscérale reste encore mal connue, particulierement en ce qui concerne les
réservoirs vertébrés. Alors que sur le plan clinique et biologique la maladie canine a
donné lieu a d’'importants travaux, sur le plan épidémiologique le chien n’a jusqu’a
présent fait 'objet d’aucune enquéte a caracteére statistique. De la sorte, les prévalences
géographiques de I'enzootie ne peuvent &tre correctement exprimées, et, par la méme,
la plupart des interprétations proposées sur le fonctionnement des foyers étudiés sont
entachées de subjectivité.

Or la programmation et I’exécution de telles enquétes, s’appuyant obligatoirement
sur des dépistages de masse, supposent la mise au point de techniques diagnostiques a
la fois simples et slires, permettant le traitement rapide et correct des échantillons de
terrain. Seules les réactions immunosérologiques satisfont a ces conditions, a I'inverse
de I'examen clinique ou de la recherche directe du parasite, trop incertain ou trop
complexe.

Au demeurant, tous les types de réactions ne sauraient convenir a de telles inves-
tigations. Ainsi, 'immunodiffusion et 'hémagglutination passive, dont I'intérét diagnos-
tique ou taxonomique est par ailleurs indiscutable (R. S. Bray et coll., 1966 ; J. Ranque
et coll.,, 1969 ; R. S. Bray, 1969 ; D. Le Ray et coll.,, 1973), sont en général peu prati-
quées en raison de la grande consommation en antigéne soluble qu’elles entrainent. Par
contre, la fixation du complément (E. Falchetti et coll., 1932 ; V. Nussenzweig et coll.,

(2) Nous remercions le Professeur P.-C. Garnham pour les conseils qu'il n'a cessé de nous
prodiguer tout au long de ce travail.



44 G. LANOTTE,
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coll.,, 1963) et I'immunofluorescence (M. Quilici et coll.,,
1971) satisfont habituellement aux exigences imposées par

la pratique épidémiologique.
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Fic. 1. — Prévalence de la leishmaniose canine dans la zone prospectée de 1970 a 1972. Les
localités a fréquence leishmanienne élevée (supérieure & 4 %) correspondent aux Basses Cévennes

(région du Vigan) ; les localités a fréquence leishmanienne moyenne (de

1,1 & 4 %), faible et

nulle (de 0 2 1 %) leur succédent au Nord et au Sud. A noter, au Nord- Ouest de ia région, le
le petit foyer des Gorges du Tarn aux environs de Millau

Au cours des trois derniéres années, nous avons pu mettre au point et comparer

ces deux techniques sur 2.

Bas-Languedoc (fig. 1). U

421 sérums de chiens prélevés dans la région Cévennes-
ne telle étude a montré que seule !'immunofluorescence

pouvait &tre retenue en pratique courante. Son utilisation systématique a permis
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d’autre part de jeter les bases d’une stratégie opérationnelle applicable a l’analyse
structurale du foyer cévenol.

Matériels et techniques

A. Prélévement des sérums

Le sang est prélevé sur tubes siliconés, par ponction des veines jugulaire ou
céphalique. Apres centrifugation, dix minufes a 4 000 t/mn, I’échantillon est placé a
+ 4° C pendant 12 heures. Le sérum est alors recueilli et conservé au froid (— 30° C).
Dans certains cas (transport a longue distance, stockage prolongé), il peut étre lyophi-
lis€ ou stabilisé par I'adjonction d’un produit antiseptique (merthiolate, azoture de
sodium).

Lors des dépistages de masse, les prélevements sont effectués par une équipe de
six personnes disposant d'un camion-laboratoire et d’une voiture de liaison. Les auto-
rités des localités retenues sont prévenues quelques jours avant la collecte, de maniere
a informer par voie d’affiches ou de presse les propriétaires de chiens et a assurer
'aménagement d’un local apte a recevoir nos installations. Un effort de sensibilisation
est d’ailleurs réalisé directement par le laboratoire d’Ecologie. Le jour du sondage, les
chiens sont regroupés. Pour chacun d’eux, une fiche de renseignements est remplie.
Le rendement d’une telle opération peut atteindre 160 sérums par jour (fig. 2).

B. Réaction d’immunofluorescence (IF)

Elle est réalisée selon la méthode indirecte. Le complexe antigéne-anticorps est
révélé par un sérum antiglobuline de Chien, marqué a I'isothiocyanate de fluores-
céine (3). L’antigéne est constitué par des formes promastigotes de Leishmania dono-
vani (souche humaine n® XXVII) entretenue sur milieu NNN.

ANTIGENE :

L’exsudat d’une culture de sept jours sur milieu NNN est centrifugé a 2.000 t/mn
pendant cinq minutes. Le culot est lavé cinq fois en eau chlorurée a 9 %., puis remis
en suspension de fagcon a obtenir une concentration finale de 2 X 108 parasites/ml.
Cette suspension est répartie en gouttes sur des lames porte-objet et séchée sous venti-
lation a 37° C. L’antigéne peut &tre utilisé immédiatement ou apreés stockage au congé-
lateur a — 70° C (temps minimal de conservation : quatre mois).

SERUMS :

2.325 sérums, correspondent a 2.203 chiens « tout-venant » ponctionnés une ou
plusieurs fois lors d’enquétes systématiques ; 96 sérums correspondent a deux chiens

(3) Antiglobuline du commerce, délivrée par I'Institut Pasteur de Paris.
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(A et B) infestés expérimentalement (4) avec le broyat d’un ganglion de chien leishma-
nien (chien 3732).

Les prélevements sont effectués au niveau de la veine jugulaire. Le sang, recueilli
sur matériel siliconé, est immédiatement centrifugé (4.000 t/mn pendant 10 mn),
de fagon a éviter I’hémolyse. Le sérum est récupéré le lendemain.

Fig. 2. — Prise de sang a la veine jugulaire.

Le chien, muselé par un licol noué successivement sous la gueule et sur l'occiput, est maintenu
en position «assise ». L’aide a passé le bras droit sous le poitrail pour bloquer I'animal contre le
dosseret de la table de prélévements. Sa main gauche redresse la téte de maniére a étirer le cou.
La ponction de la jugulaire est réalisée a l'aide d'une aiguille 40/12. Avec le pouce gauche, 1'opé-
rateur comprime le paquet vasculaire immédiatement au-dessus de I'extrémité interne de la premiére
cote ; l'aiguille et le tube de prélévement sont manipulés de la main droite.

(4) Le chien A a recu quatre injections de formes amastigotes, & savoir: 165 millions par la
voie sous-cutanée, 165 millions par la voie intrapéritonéale, 110 millions par la voie intraveineuse
et 110 millions par la voie intrahépatique. Le chien B a recu la moitié de cette dose par les mémes
voies.
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REACTION :

La technique, décrite par P. Ambroise-Thomas (1963) et appliquée au diagnostic
des leishmanioses par M. Quilici et coll. (1968), comporte les temps suivants :

— fixation de I'antigéne par I'acétone (10 mn a la température ambiante) ;

— dilution du sérum en tampon phosphate de pH 7,2 en progression de raison 2,
de 1/20 a 1/2.560 et plus si nécessaire ;

— dépdt d’une goutte de sérum dilué par plage d’antigéne ;
— mise a Pétuve a 37° C pendant 30 mn ;
— lavage en tampon phosphate suivi de séchage ;

— addition d’une goutte de conjugué fluorescent (dilué au 1/75 dans une solution
de bleu d’Evans au 1/10.000) par plage ;

— mise a P'étuve a 37° C suivie d’un nouveau lavage en tampon ;

— séchage, puis montage entre lame et lamelle dans une goutte de glycérine tam-
ponnée (9 parties de glycérine, 1 partie de tampon) ;

— lecture au microscope a fluorescence (5).

C. Réaction de fixation du complément (RFC)

La fixation du complément est obtenue a froid selon la méthode de Kolmer. La
lecture se fait par appréciation de ’hémolyse a 100 % . L’antigéne est un extrait aqueux
de formes promastigotes de Leishmania donovani (souche humaine XXVII et XI),
maintenues en culture sur milieu NNN.

ANTIGENE :

Les formes promastigotes sont ensemencées sur milieu cceur-cerveau-sang (J.-A.
Rioux et coll.,, 1970), de facon a obtenir une multiplication rapide et massive (6).

Les parasites sont récoltés au 10° jour et lavés en eau chlorurée a 9 %. L’antigéne
soluble est extrait en eau distillée aprés éclatement des corps par congélation a
— 20° C, suivie de décongélation-broyage (5 fois). La suspension obtenue est centrifugée
(15.000 t/mn pendant 60 mn & + 4 °C). Le surnageant est lyophilisé. L’antigéne est
titré par dilution a partir d’'une solution mére en tampon de Mayer (10 mg de poudre
par millilitre de tampon), conformément a la « méthode de I’échiquier ». La suspension
finale utilisée dans la réaction varie entre 1/25 et 1/50 selon le lot. Aucun pouvoir
anticomplémentaire n’est noté.

(5) Type Fluorpan Reichert avec briileur a vapeurs de mercure HBO 50 et filtre excitateur BG 12.

(6) Des difficultés de repiquage sur le milieu cceur-cerveau-sang nous ont amenés a remplacer la
souche XXVII par la souche XI. 759 sérums ont été examinés avec le premier antigéne, 745, dont
ceux des chiens A et B, avec le second. Les deux antigénes, étudiés comparativement sur 83 sérums,
répondaient de fagon parfaitement concordante.
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SERUMS :

La RFC a été pratiquée parallelement a I'IF sur 1.504 sérums se répartissant
comme suit: 1.408 sérums provenaient de 1.364 chiens d’enquéte, 96 des chiens A
et B. Avant la réaction, les sérums sont décomplémentés 30 mn a + 56° C.

Fig. 3. — Ponction du ganglion poplité.

Sur le terrain, la ponction s’effectue le plus souvent sur la table de prélévements. Dans le cas
d’un chien de tallle moyenne, I'opération est réalisée en décubitus latéral. Apres rasage et désinfec-
tion du pli de la fesse, le ganglion est saisi entre le pouce et I'index et ponctionné le «vide a
la main ». La pulpe splénique est recueillie dans 1 ml d’eau chlorurée a 9 %.

REACTION :

Elle s’effectue sur plaque de microtitration (7). Le titrage du complément hémo-
lytique en présence d’antigéne précéde toujours la réaction proprement dite.

Le sérum est dilué en tampon de Mayer, selon une progression de raison 2 du
1/10 au 1/640 ou plus. Dans chaque cupule sont introduits 25 wl de sérum, 25 ul
d’antigene et 50 pl de complément (2 unités hémolytiques). Chaque plaque comporte
les témoins suivants : sérums, antigene, complément et systtme hémolytique. La fixation
est obtenue a froid pendant 18 heures. Aprés réchauffement 10 mn a 37 °C, 25 ul

(7) Plaques de microtitration a 96 cupules.
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de globules rouges de mouton a 2 % et 25 pl de sérum hémolytique au 1/1.000 sont
ajoutés dans chaque cupule. Les plaques sont remises a I'étuve. La lecture débute
10 mn apres la lyse des témoins.

D. Méthode de référence : recherche directe du parasite

Pour contrdler la valeur des réactions d’immunofluorescence et de la fixation du
complément, nous avons pratiqué systématiquement I’examen parasitologique du suc
ganglionnaire prélevé par ponction (adénite poplitée ou cervicale). Par ce moyen, la

Fig. 4. — Ponction ganglionnaire (détail).

mise en évidence du parasite est possible dans la plupart des cas, a condition d’utiliser
concurremment I’examen direct et la culture sur milieu NNN, et de réitérer le préle-
vement a trois reprises, en cas de résultat négatif. La régression de C. Zippin (1956-
1958) montre en effet que 63 =3 % de chiens parasités sont détectés a la premicre
ponction, 86 =3 % a la deuxiéme et 94 =4 % a la troisiéme.

TECHNIQUE :

Apres rasage et désinfection soigneuse, la peau et I'atmosphére périganglionnaire
sont anesthésiées (xylocaine a 2 %). Le ganglion, maintenu comprimé entre le pouce

et Iindex, est ponctionné a l'aide d'une aiguille montée sur une seringue contenant
1 ml d’eau salée isotonique stérile (fig. 3 et 4). Le suc aspiré est immédiatement ense-

Annales de Parasitologie humaine et comparée (Paris), t. 49, n° 1 4
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mencé sur milieu NNN ; une petite partie, demeurant en général dans le corps de la
seringue, est étalée sur lame pour servir a I'examen direct (coloration May-Grunwald-
Giemsa). L’adénoculture est vérifiée tous les sept jours. En cas de négativité, les repi-
quages sont répétés jusqu’a concurrence de cinq passages.

E. Traitement statistique des données

Les pourcentages, accompagnés de leur intervalle de confiance, sont comparés par
le test de « I’écart-réduit » (cf. D. Schwartz, 1963).

La comparaison des résultats obtenus par les techniques IF et RFC est réalisée au
moyen du test de corrélation (8). Les modifications des taux d’anticorps en fonction
du temps sont appréciées par le test de corrélation aprés transformation logarithmique,
le temps nécessaire a I'évolution des titres 1/20 et 1/40 étant calculé d’apres la valeur
du coefficient de pente.

Le rendement de la ponction ganglionnaire, servant de méthode de référence, est
obtenu par le calcul de la régression de C. Zippin, méthode utilisée par ailleurs pour
I'échantillonnage absolu par « effort constant de péche » (cf. T.-R. Southwood, 1966).

Résultats. Corollaires diagnostiques

Dans un premier temps, les trois techniques décrites ci-dessus (recherche du para-
site, RFC, IF) ont été appliquées sur un lot de 1.364 chiens pris au hasard, dont 44
parasitologiquement confirmés. Ultérieurement, le lot a été porté a 2.203 chiens, de
maniére a parfaire la mise au point de la technique d’immunofluorescence. A ces lots
se sont ajoutés les deux chiens (A et B) inoculés expérimentalement.

L'ensemble des résultats obtenus a permis de discuter, sur des bases statistiques,
de la valeur diagnostique des deux réactions immunologiques. Les qualités reconnues
a la réaction d'immunofluorescence ont rendu possible son application au dépistage de
la maladie et par la méme a l'analyse épidémiologique du foyer Cévennes-Bas-Lan-
guedoc (cf. ci-apres).

A. Abandon de la réaction de la fixation du complément
comme méthode de dépistage

La RFC n’a pas été retenue, pour deux raisons principales: défaut de sensibilité
d’une part, mise en échec fréquente due a I'anticomplémentarité des sérums d’autre part.

(8) Toutefois, cette comparaison a été préalablement effectuée au moyen des classiques tests
de x2 et de I' « écart-réduit ». Les résultats conformes obtenus de cette maniére ont permis d’appli-
quer les tests moins « robustes » mais plus élaborés dont il sera question dans ce mémoire.
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DEFAUT DE SENSIBILITE :

Deux cas doivent étre distingués : celui des leishmanioses déclarées telles qu’on
les observe chez les chiens adressés au laboratoire pour consultation, et celui des for-
mes asymptomatiques, dépistées par exemple a l'occasion d’enquétes systématiques.

Si T'on fait abstraction des sujets a sérum anticomplémentaire (cf. ci-apres), les
chiens qui nous sont présentés pour confirmation d'une leishmaniose sont en général

orteurs d’anticorps fixant le complément. Il en est de méme chez les chiens inoculés
expérimentalement (A et B). Chez ces derniers, les anticorps apparaissent dés le 8° jour
et augmentent assez régulirement, amorgant la phase exponentielle de la courbe (fig. 5).
Ici, la sensibilité de la méthode est satisfaisante.

Le probléeme différe lorsqu’on s’adresse a des chiens « pris au hasard ». Ainsi, lors
d’un sondage portant sur 1.364 chiens, le premier examen sérologique n’a pas mis en
évidence d’anticorps fixant le complément chez 17 individus sur les 44 (soit 38 %)
parasitologiquement confirmés (tableau I). Au surplus, sur ces 17 cas, 14 ne présen-
taient aucun symptome clinique.

FREQUENCE ELEVEE DES REACTIONS ANTICOMPLEMENTAIRES :

Au cours des enquétes, les phénomeénes d’anticomplémentarité sont fréquemment
observés. De 5 % (65 sur 1.320) pour les animaux non parasités, ce taux s'éléve 2
25 % (11 sur 44) chez les animaux leishmaniens.

De méme, chez les chiens inoculés expérimentalement (A et B), la courbe des
anticorps fixant le complément est interrompue vers le 40° jour par I'apparition des
réactions anticomplémentaires (fig. 5).

En définitive, le manque de sensibilité et la grande fréquence des réactions anti-
complémentaires nous ont conduits 2 abandonner, pour l'instant tout au moins, la
réaction de fixation de complément en tant que méthode pratique de dépistage. Restait
A savoir si la réaction d'immunofluorescence prise isolément était en mesure de répondre
aux exigences de notre enquéte.

B. Valeur diagnostique de I'immunofluorescence

FIDELITE :

On sait que la lecture de I'IF comporte une part non négligeable de subjectivité.
Néanmoins, grace a quelques précautions (méthode quantitative, lecture effectuée par

la méme personne, contrdles fréquents du brlleur a vapeurs de mercure), on peut
facilement s’assurer de la fidélité et de la reproductibilité de la technique.

PRECOCITE D’APPARITION ET DUREE DES ANTICORPS :

Dans la leishmaniose expérimentale, les anticorps IF apparaissent trés précocement
(fig. 5). Au 4° jour de linfestation, on détecte des taux de 1/10 (chien B) et de 1/40
(chien A). Entre le 40° jour (A) et le 65° jour (B), ils atteignent leurs valeurs les plus
élevées, soit 1/40.960 (A) et 1/81.920 (B). La courbe accuse alors un assez long palier



52 G. LANOTTE, J.-A. RIOUX, H. CROSET ET Y. VOLLHARDT

de 100 (A) et 220 (B) jours, puis s’infléchit lentement (9). Chez le chien A, le taux en
est encore au 1/640 390 jours aprés linfestation, alors que seule est apparue
(265° jour) une discréte adénopathie poplitée (culture positive). Au 450° jour, le taux
se maintient aux environs du 1/320. Chez le chien B, une hypertrophie unguéale et
une dépilation diffuse ne sont notées qu’au 243° jour ; le taux d’anticorps est redescendu

anticorps fluorescents

Taux
de dilution ————— anticorps fixant le
des sérums complément

1/81920

1/40960-{

1/20480{

1/10240

1/5120 |
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Fic. 5. — Evolution des anticorps fluorescents et des anticorps fixant le complément chez un chien

(A), inoculé avec Leishmania donovani (Souche XXXV). La zone d’anticomplémentarité en RFC
correspond, en IF, aux taux d’anticorps les plus élevés

au 1/10.240. Au 390° jour, tandis que le tableau clinique s’est complété (dépilation,
ulcération des coudes, polyadénopathie, amaigrissement), ce taux est encore de
1/2.560 ; au 450° jour, le taux se maintient aux environs du 1/320.

Quoi qu’il en soit, I'immunofluorescence est donc susceptible de révéler trés tot
et pendant toute la durée de la maladie expérimentale la présence d’anticorps circulants.

SENSIBILITE :

Les observations réalisées a I'occasion de nos enquétes ont également montré la
grande sensibilité de la réaction de I'IF ; ainsi :

— a l’exception d’un cas, les 108 sérums d’animaux leishmaniens examinés conte-
naient des anticorps fluorescents (10) ;

(9) D’apres ce que l'on sait de l'incurabilité de la leishmaniose viscérale du chien, les anticorps
fluorescents doivent persister indéfiniment.

(10) 1l s’agissait d'un animal (n° 1605) examiné quatre fois (intervalle des examens: 55, 100
et 100 jours) chez lequel la réaction d’immunofluorescence a été mise en défaut une fois (55°

jour).
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— les titres pouvaient atteindre le taux de 1/40.960 ;

— lors de la découverte des Leishmanies, les taux d’anticorps fluorescents n’étaient

jamais inférieurs au 1/80 (11) (tableau II) ;

— ces anticorps étaient décelables avant I'apparition des premiers signes cliniques ;
ainsi, parmi 25 chiens leishmaniens ne présentant aucun symptéme au moment
du dépistage sérologique, 16 au moins, développaient une leishmaniose évo-

lutive dans les mois suivants.

TaBLEAU I. — Corrélation des taux d’anticorps IF et RFC dans la leishmaniose canine.
Examen pratiqué lors du dépistage séro-immunologique
[r =0,37; ddl =31; AC(2): sérum anticomplémentaire]
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TaBLEAU II. — Corrélation des taux d’anticorps IF et RFC dans la leishmaniose canine

Examen pratiqué sur le méme lot (cf. tabl. I) au moment de l'isolement du parasite
[r =0,66; ddl =24 ; AC(2): sérum anticomplémentaire]
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(11) Dans notre statistique de 44 chiens leishmaniens, 14 se trouvaient dans ces conditi(_)ns‘ Le
phénoméne conduit & penser que l'atteinte parasitaire du ganglion est postérieure a I'apparition des
anticorps fluorescents ou tout au moins se limite 4 des « nids » trés circonscrits,

o
I
®

640

g

2560

5120

10240

20480

40960



54 G. LANOTTE, J.-A. RIOUX, H. CROSET ET Y. VOLLHARDT

En définitive, dans la leishmaniose canine, on peut conclure a I'excellente sensi-
bilité de la technique d’immunofluorescence, qui décéle les anticorps dans 99 % (= 1)
des cas.

SPECIFICITE :

La grande sensibilité de la réaction d’immunofluorescence est assortie, une fois
encore, d’un certain manque de spécificité. Ainsi, sur 122 chiens porteurs d’anticorps,
la confirmation parasitologique n’a pu étre apportée que dans 37 % des cas
(tableau III).

TaBLEAU III

Titre d’anticorps IF ; 5 ; !
au moment Lels_hmz}mose Lelshmamos,e Totaux

du dépistage confirmée (12) non confirmée
1/20 12 36 48
1/40 2 18 20
1/80 4 9 13
17160 10 i 17
1/320 et plus 18 6 24
Totaux 46 76 122

Comme il se doit, ce défaut est particulierement marqué pour les faibles taux de
dilution (1/20, 1/40, 1/80). Alors que 68 % (28/41) des chiens porteurs d’anticorps
a des taux égaux ou supérieurs au 1/160 fournissent la preuve parasitologique d’une
leishmaniose, ce pourcentage tombe & 22 % (18/81) pour les dilutions inférieures.

Application. Stratégie opérationnellc.

Ainsi que nous l'avons exposé, l'orientation essentiellement écologique de nos
recherches nous ameéne & utiliser, donc a établir, une série d’indices de morbidité
tels que l'incidence, la prévalence, la fréquence géographique, etc. A ce prix seule-
ment, il devient possible de replacer le foyer leishmanien cébenno-languedocien dans

son contexte méditerranéen et plus encore d’en poursuivre l'analyse structurale.

(12) Par la découverte du parasite.
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N

Pour atteindre ce but, deux types de techniques sont a notre disposition: la
mise en évidence du parasite et la détection des anticorps.

La recherche du parasite (cf. méthode de référence), effectuée en un ou trois
temps sur des chiens « tout-venant » ou porteurs d’anticorps ne saurait étre retenue :
associé a la sérologie, elle fait double emploi ; pratiquée dans I'optique de la méthode
de C. Zippin, elle entraine des contraintes logistiques beaucoup trop lourdes. Seule
demeure la méthode immunosérologique qui, dans notre cas, reléve essentiellement
de la technique d’immunofluorescence.

Le présent chapitre a précisément pour but d’étudier les modalités d’application
de cette technique et, par 1a méme, de dégager les éléments d’une stratégie opéra-
tionnelle souple, permettant de faire face, sans difficultés excessives, aux problémes
déja complexes de I'échantillonnage.

Pour ce faire, trois méthodes seront éprouvées : d’une part, l'utilisation d’indices
de correction ou d’un titre-seuil (dépistage en un seul temps); d’autre part, ’étude
de la variation du taux d’anticorps dans un intervalle de jours défini (dépistage en
deux temps).

A. Dépistage en un temps

UTILISATION D’INDICES DE CORRECTION (tableau IV):

Le rapport du nombre de chiens leishmaniens au nombre de chiens porteurs
d’anticorps permet de calculer une série d’indices de correction pour chaque titre ou
groupe de titres. Malheureusement, si ce procédé permet d’obtenir des résultats globaux
corrects, les difficultés qu’entraine sa pratique ne permettent pas de le considérer comme
véritablement opérationnel. Au surplus, il donne a I'analyse sectorielle des résultats
significativement différents de la méthode de référence.

Tableau |V

CLASSES CRITERE PARASITOLOGIQUE | CRITERE IMMUNOLOGIQUE
. DE Nombre de cas retenus Nombre de cas retenus
PREVALENCE aprés 3 examens aprés correction indiciaire

0/46 (0%) 8/46 (17 %)
Faible - v -~
€- 2,96
14/46 (30 %) l 17/46 (37 %)
Moyenne “ " y
€- 0,66
32/46 (70 %) | 21/46 (46%)
Forte \ = J
€= ?,32
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Tableau V
CLASSES CRITERE PARASITOLOGIQUE CRITERE IMMUNOLOGIQUE
, DE Nombre de cas retenus Nombre de cas retenus
PREVALENCE aprés 3 examens au seuil du 1/80¢me
0/46 (0 %) 12/54 (22%)
Faible \ ~ =
€= 3,40
14/46 (30 %) | 18/54 (33%)
Moyenne \ v =
€- 0,30
32/46 (70 %) I 24/54 (45%)
Forte \ ~ ~
€= ?,52
Tableau VI
CLASSES CRITERE PARASITOLOGIQUE | CRITERE IMMUNOLOGIQUE
, DE Nombre de cas retenus Nombre de cas retenus
PREVALENCE aprés 3 examens au seuil du 1/160¢me
0/46 (0 %) 5/41  (72%)
Faible \ v ~
€= 2,43
|
14/46 (30°%) | 16/41 (39%)
Moyenne s ~— /
€- 0,84
32/46 (70 %) | 20/41 (49°)
Forte \ ~ ~
€= l1,96
Tableau VII
CLASSES CRITERE PARASITOLOGIQUE CRITERE IMMUNOLOGIQUE
, DE Nombre de cas retenus Nombre de cas retenus
PREVALENCE aprés 3 examens aprés séroconversion
0/46 (0 %) 4/59 (7 %)
Faible % —*
E: 1,8
14/46 (30 %) | 19/59 (32°%%)
Moyenne —v =
€- 0,2
32/46 (70 %) | 36/59 (67%)
Forte < - y
€- 0,9
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Tableau VIII
CLASSES CRITERE IMMUNOLOGIQUE CRITERE IMMUNOLOGIQUE
DE Nombre de cas retenus Nombre de cas retenus
PREVALENCE au seuil du 1/80&me au seuil du 1/160%me
12/54 (22°%%) 5/41 (72%b)
Faible — ~ 4
€= 1,26
18/84 (33%) I 16/41 (39%)
Moyenne . e 5
€- 0,60
24/54 (45%) | 20/41 (49°%)
Forte \ — ~
€- 9,39
Tableau | X
CLASSES CRITERE IMMUNOLOGIQUE | CRITERE IMMUNOLOGIQUE
DE Nombre de cas retenus Nombre de cas retenus
PREVALENCE au seuil du 1/80¢me aprés séroconversion
12/54 (22%) 4/59 (7 %)
Faible \ ~ ~
€E- 2,35
18/54 (33%) | 19/859 (32%)
Moyenne \ v
€- 0,13
24 /54 (45%) | 36/59 (67%)
Forte — — ~
€- 1,8
L
Tableau X
CLASSES CRITERE IMMUNOLOGIQUE CRITERE IMMUNOLOGIQUE
DE Nombre de cas retenus Nombre de cas retenus
PREVALENCE au seuil du 1/160%me aprés séroconversion
5/41 (72%) 4/59 (7 %)
Faible \ ~— 7
€- 0,9
16/41 (39%) | 19/89 (32%)
Moyenne \ o /
€= 0,7
20/41 (49%) | 36/59 (67°%)
Forte - ~ e/

o7
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CHOIX D’UN TITRE-SEUIL (tableaux V, VI, VIII, IX et X):

La fréquence globale de I'enzootie leishmanienne calculée sur la base des titres-
seuils 1/80 (44,26 %) ou 1/160 (33,6 %) n’est pas significativement différente (¢ 1/80
= 1,04 ; ¢ 1/160 = 0,66) de celle que donne la méthode de référence (37,7 %). Cha-
cun de ces deux titres peut donc étre pris comme « seuil significatif », encore que le
1/160 permette d’obtenir une prévalence globale plus proche de celle indiquée par la
méthode de référence. Toutefois, lorsqu’il s’agit d’exprimer des fréquences partielles,
I'analyse statistique montre que seul le titre-seuil du 1/160 reste conforme. Il en est
ainsi (tableaux V et VI) lorsqu’on regroupe les localités du foyer en trois classes de
prévalence, faible, moyenne et forte (13).

B. Dépistage en deux temps

ETUDE DE LA VARIATION DU TAUX D’ANTICORPS DANS UN INTERVALLE DE TEMPS DEFINI
(tableau VII) :

La variation moyenne du titre des anticorps fluorescents dans un laps de temps de
six mois montre soit une séroconversion chez les animaux parasitologiquement confir-
més, soit une diminution de deux dilutions chez les autres (14). Toutefois, les variations
individuelles ne sont pas homogenes d’une classe de dilution a l'autre. Ainsi, en partant
du titre trouvé lors du premier examen, on observe les trois éventualités suivantes :

— du 1/20 au 1/40: séroconversion (15) chez les chiens parasitologiquement
confirmés, variation négative ou nulle chez tous les autres ;

— du 1/80 au 1/160 : augmentation ou stabilité chez les chiens parasitologique-
ment confirmés ; chez les autres, abaissement des taux dans 60 % des cas,
mais stabilité ou augmentation dans 40 % (16);

— au 1/320 et au-dela: aucune différence n’est observée dans la variation des
titres entre les chiens parasitologiquement confirmés et les autres ; compte tenu
de la proportion de chiens parasitologiquement confirmés (75 %) a partir de
ce titre, on peut le considérer d’emblée comme significatif de la leishmaniose.

En définitive, les individus dont le titre initial est au 1/320 et au-dela peuvent étre
considérés d’emblée comme leishmaniens. Les individus dont le titre initial est inférieur
au 1/320 doivent étre revus aprés 80 jours. Sont alors considérés comme leishmaniens :

(13) Les classes de prévalence ont été établies aprés calcul de lintervalle de confiance a la
fréquence moyenne (2,2 % + 1 %) :
— de 0 a 1 %, prévalence faible ;
— de 1,1 a 4 %, prévalence moyenne ;
— au-dessus de 4 %, prévalence forte.
(14) La comparaison des deux répartitions conduit a un x2 de 21,8 pour ddl 6, soit une diffé-
rence significative & 10—2 preés.
(15) Dans cette classe, la plus difficile a interpréter, la séroconversion est obtenue en moyenne
en 80 jours.
(16) Dans cette classe de dilution et compte tenu de la similitude de variation dans le temps, des
anticorps trouvés chez les chiens leishmaniens et chez ces 40 % de cas non confirmés, on est en droit
de penser que ce dernier lot se rapporte a des chiens parasités.
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— du 1/80 au 1/160, les animaux dont le taux d’anticorps est stable ou en
progression ;

— du 1/20 au 1/40, les individus présentant une augmentation significative (séro-
conversion) du taux d’anticorps.

Y
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e—— o Zone endémique
(1201 chiens)

o__§.__° Hors la zone endémique
(1411 chiens)
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Fic. 6. — Fréquences des titres AIF obtenus par l'exa-

men de 2612 sérums de chiens prélevés en zone d’endé-

mie leishmanienne (courbe A) et hors de cette zone

(courbe B). La distribution bimodale des titres (I. G. Ka-

gan 1973) traduirait l'existence d’anticorps spécifiques
au-dela du 1/80 (courbe A)

C. Conclusions

Si 'on se référe au foyer cévenol, la comparaison statistique des résultats obtenus

par les trois méthodes (indices de correction, titre-seuil, séroconversion) permet de
dégager les conclusions suivantes :

a) L utilisation des indices de correction, méthode complexe en soi, conduit a une
expression inexacte des fréquences sectorielles. Pour ces raisons, nous I'écartons de la
pratique opérationnelle (tableau IV).
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b) Le choix du seuil du 1/80 n’apporte que peu d’amélioration, simplicité d’appli-
cation mise a part. Lorsqu’il s’agit d’exprimer les fréquences sectorielles, les résultats
sont, en effet, significativement différents de ceux obtenus par la méthode de réfé-
rence (tableaux V et IX).

¢) Le choix du seuil du 1/160 permet, quant a lui, une représentation satisfaisante
de I'enzootie, tant sur le plan global que sur le plan sectoriel (17). C’est en tout cas la
seule qui peut étre valablement utilisée lorsqu’on ne dispose que d’une seule épreuve
sérologique (tableaux VI et X).

d) L’étude de la séroconversion n’est pas supérieure aux méthodes précédentes
dans I'expression des fréquences globales. Ses performances sont par contre excellentes
dans I’analyse sectorielle d’un foyer (tableau VII).

Compte tenu des difficultés rencontrées dans la mise en application de la méthode
directe, ces deux dernieres solutions paraissent donc bien adaptées aux enquétes épi-
démiologiques réalisées dans le foyer méditerranéen.
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