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RESUME. Les auteurs exposent les résultats d’une enquéte sur la leishmaniose canine réalisée au
Portugal, en deux zones, urbaine et rurale. La zone urbaine étudiée est représentée par quatre
quartiers pauvres (bidonvilles) satellites de Lisbonne. La zone rurale, située a I'ouest de la ville de
Settbal, intéresse un habitat dispersé [fermes, hameaux) et une petite agglomération. 572 échan-
tillons de sang de chiens sont prélevés, 182 en zone urbaine et 390 en zone rurale. La recherche
des anticorps anti-leishmaniens est effectuée au moyen de la technique d’immunofluorescence
indirecte. 23 chiens, présentant un taux d’anticorps supérieur ou égal au 1/128, sont réexaminés
au plan parasitologique. Ganglion poplité, peau apparemment normale et lésions cutanées font
I'objet de prélevements pour I'examen direct, la culture sur milieu NNN et l'inoculation au
hamster. 14 chiens font I'objet d’'un dépistage sérologique en deux temps.

Les anticorps antileishmaniens (titre > 1/128) sont trouvés chez 9,6 9%, des chiens examinés. Les
fréquences sont nettement différentes en zone urbaine (5,5 9) et en zone rurale (11,5 9). Les
résultats obtenus lors du dépistage sont confirmés par I'examen parasitologique dans 15 sur
23 cas (65,2 9%) et par une séro-conversion dans 5 cas sur 14 (35,7 %).

Ces résultats montrent done que contrairement a l'endémie humaine I'enzootie canine est plus
importante en zone rurale. Le fait peut étre expliqué en partie par le comportement zoophile du
vecteur, d'autant qu'en zone rurale les vertébrés, domestiques ou sauvages, sont plus nombreux
et la population humaine plus dispersée.
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Kala-azar in Portugal. — III. Results of an epidemiological survey in an
endemic focus near Lishon with special reference to differences between urban
and rural areas.

SUMMARY. A serological and parasitological survey of dogs was done in four slum areas on the
outskirts of Lisbon and a rural area west of Setlibal. The serological test was the IFAT.

The total number of dogs examined was 572 which 55 (9,6 9;) had titre = 1/128, 10 of these dogs
were among 182 (5,5 %) in the urban areas and 45 were in the sample of 390 dogs (11,5 9,) in the
rural area.

23 dogs with titres of = 1/128 were examined parasitologically. The methods were the examination
of tissue from popliteal lymph nodes (by direct examination and the inoculation of NNN cultures
and hamsters), the direct examination of stained smears from sores and the direct examination of
stained smears of healthy skin. Parasites were demonstrated in 15 (65,2 9;) of the 23 dogs. 14 dogs
with high titres were followed up by a second IFAT. 5 had become higher, 5 had remained the
same and, in 4, the titres had fallen.

The results of the survey suggest that canine leishmaniasis is more common in the rural area than
in the urban sites. The disease in man in the focus studied appears to be accidental and, para-
doxically likely to be acquired rather in the town than in the villages. The reason is probably
related to zoophilic preferences ol vector, and the fact that the population in rural areas is widely
dispersed.

Introduction

Le Kala-azar est endémique sur I’ensemble du Portugal. Dans les bassins fluviaux
du Tejo et du Sado se trouve un important foyer d’endémie, le deuxiéme pour le pays
(Abranches et Pires, 1980). Les caractéres écologiques de la zone étudiée ont été
présentés auparavant (Abranches et coll,, 1982). La maladie humaine est de type
méditerranéen classique. Cependant, si le parasite a déja été observé chez le chien
(Abranches et Pires, 1980), I'analyse systématique n’a pas été réalisée dans ce foyer
selon les techniques de dépistage, a la fois sensibles et précises, telles qu’elles ont été
recommandées en 1974, lors du Colloque « Ecologie des Leishmanioses » de Mont-
pellier. En d’autres termes, trés peu d’informations sont actuellement disponibles sur
le réservoir canin de la leishmaniose viscérale au Portugal.

Le présent travail rapporte précisément les résultats d'une enquéte réalisée dans
certains secteurs du foyer considéré. Il concerne les populations canines et humaines
et s’appuie sur I'étude comparée de zones urbaines et rurales.

Matériel et méthodes

1 - Régions d’enquéte

Les régions concernées par l'enquéte s'avérant, en premiére approximation,
d’'une certaine hétérogénéité, la stratégie d’enquéte s’est appuyée sur l'identification
et la localisation des cas de kala-azar. Pour la région rurale, il a été tenu compte des
cas identifiés de leishmaniose canine ; I'enquéte a été réalisée autour de microfoyers
connus.
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1.1 — Zone sub-urbaine — Région de Lisbonne

Quatre bidonvilles, satellites de la ville de Lisbonne ont été choisis en raison de
I'existence de quelques cas de kala-azar® : « Pedreira dos Hiingaros », « Linda-a-Pas-
tora », Quinta do Marqués de Abrantes », et « Serra da Luz » (fig. 7). Ces foyers sont
considérés comme urbains en raison de la densité de I'habitat, de 1'absence d’espaces
verts et d’élevage intensif. Dans cette zone, le chien est trées abondant quoique
I'estimation s’avére difficile : 100 chiens ou moins a « Pedreira dos Hingaros »,
beaucoup plus dans les autres faubourgs.
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Fi1c. 1. — Régions étudiées.
Les stations d’enquéte sont identifiées par un chiffre (voir tableau I).

1.2 — Zone rurale — Région de Setitbal

La région étudiée s’étend & l'ouest de Settibal. Le climat et la végétation sont de
type méditerranéen atlantique. Le sol est constitué des dépodts sableux tertiaires.
Au sud, le petit massif jurassique de la « Serra de Arrdbida — S. Luis » s’éléeve 4 501 m
(Girdo, 1941 ; Teixeira et Gongalves, 1980). Le foyer est situé dans le Parc Naturel
de I’Arrabida et & sa bordure. Dans la partie non cultivée, la végétation est constituée

1. C’est & partir de 1971 qu'a été signalée la recrudescence du kala-azar au Portugal (Lecour
et coll., 1978 ; Abranches et Pires, 1980).
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de tres grandes étendues de Pins maritimes (Pinus pinaster) et, & un moindre degré
de Pins parasols (Pinus pinea). Dans la « Serra » se rencontre le maquis xérophile
Chéne-liege (Quercus suber) (Gomes Pedro, 1941). Autour des agglomérations se
développent de nombreuses cultures (vignes, céréales, légumes) ; 'Olivier (Olea euro-
paea) y est abondant. Dans cette région se pratique habituellement 1'élevage des
ovins et des bovins.

Dans la zone d’enquéte, un seul cas de kala-azar a été recensé en 1981, 4 Combros.
Les prélevements ont été réalisés dans les fermes de la région, prises au hasard ou,
plus rarement, choisies en fonction de cas canins. Quelques prélévements ont été éga-
lement effectués dans certains hameaux et dans le village relativement important de
« Vendas de Azeitdo », ou coexistent des caractéres ruraux et urbains. Au plan topo-
graphique, les fermes sont uniformément dispersées sur I'ensemble de la zone d’étude,
tandis que les agglomérations sont situées, pour certaines, dans les vallées ( « Com-
bros » et « Grelhal »), pour d’autres, dans la plaine (« Vendas de Azeitdo » et « Piedade »)
ou a proximité des reliefs (« Casais da Serra ») (fig. 7).

2 - Dépistage de la leishmaniose canine

572 échantillons de sang de chien ont été prélevés selon la méthode de Lanotte
et coll. (1974). Les sérums, recueillis & partir du caillot plasmatique, sont ensuite
séparés et stockés (Abranches et coll., sous presse). Ils sont analysés au moyen de la
réaction d’immunofluorescence indirecte (IF) selon la technique de Quilici et coll.
(1968), adaptée par Lanotte (1975). Les réactifs et le systéme microscopique de
lecture! ont été décrits (Abranches et coll., sous presse).

Quatre protocoles de dépistage ont été utilisés, selon 'Ecole de Montpellier
(Lanotte et coll., 1974) : technique immunologique en un temps (titre seuil 1/128)
ou en deux temps (séroconversion), technique parasitologique et technique mixte
(dépistage immunologique et confirmation parasitologique). Le titre seuil de 1/128
en IF a été arbitrairement choisi pour dépasser légérement la dilution de 1/100
considérée comme limite dans la leishmaniose humaine et canine (Quilici et coll.,
1968 ; Dunan, 1978)% Les cas positifs au titre > 1/128 ont été confirmés aussi sou-
vent que possible par I'une des deux autres méthodes.

L’examen parasitologique a été réalisé sur 23 chiens, par : 1) ponction du ganglion
poplité (Ranque et coll., 1948), suivie de I'examen direct des frottis, de la culture
sur le milieu NNN et de I'inoculation au hamster ; 2) apposition de fragments de
peau apparemment normale ; 3) frottis de suc prélevé par raclage des parois des
ulcéres cutanés. Les frottis fixés a I'alccol méthylique sont colorés par la solution de
Giemsa. Les cultures sont réalisées sur milieu NNN. Trois hamsters par prélévement
sont inoculés par voie intra-péritonéale et sacrifiés 2, 3 et 5 mois aprés. La rate est

1. A partir de 243® sérum, la provenance du conjugué a changé (« Miles Laboratories » en
lace de « Cappel ». F.L.T.C. conjugué anti-chien IgG {molécule totale), Lapin. Miles Laboratories,
LOUGH, Berks., Grande-Bretagne.

2. On a effectué parallelement 1'IF de 1o7 échantillons de sang recueillis sur des personnes
(adultes et enfants) vivant au contact ou au voisinage immédiat de chiens parasités. On n’a pas
relevé aucune positivité au-dela de 1/8.
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alors homogénéisée en solution saline pénicillinée et ensemencée sur milieu NNN. Des
empreintes de foie et de rate sont examinées parallélement?.

Par ailleurs, un dépistage immunologique en deux temps a été conduit sur
14 chiens. Dans ce cas, les intervalles de prélevement ont toujours été supérieurs a
un mois.

Résultats

Sur les 572 sérums de chiens examinés par immunofluorescence, 55 se sont révélés
positifs au titre > 1/128 (9,6 %), 10 en zone urbaine (5,5 9%,) et 45 en zone rurale
(11,5 9%,) (tableaw I). En outre, 143 préléevements (25 9,) présentaient des titres
variant de 1/8 a 1/64 (tablean I). La courbe de distribution des taux d’anticorps est
bimodale (fig. 2). La localisation des cas humains et canins est portée sur la carte

(fig. 1).
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Les examens parasitologiques des animaux porteurs d’anticorps 4 un titre
> 1/128 ont confirmé I'infection dans 15 cas sur 23 (65,2 9,) (tableau 11 ). Le dépistage
immunologique en deux temps a montré une séroconversion dans cinq cas (35,7 %,).
Chez les 9 chiens, les titres se sont maintenus stables dans 5 cas et ont chuté dans les
4 autres.

1. Cette étude se poursuit actuellement,
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TaprLeau 1I. — Examen parasitologique effectué
sur 23 chiens porteurs d’anticorps IF au taux = 1/128.

Examen direct No de prélevements Résultats positifs
effectués
Sang 23 0
Ganglion 19 11
Peau saine 16 5
Lésions cutanées 15 7
Adénocultures sur NNN 17 8

Un cas mérite une mention spéciale. Un chien d’aspect sain a été trouvé porteur
d’un taux d’anticorps au 1/2048. Revu un mois et demi plus tard, il présentait tou-
jours un taux d’anticorps élevé (1/1024) alors que I’examen parasitologique se révélait
négatif. Aucun symptéme clinique n’était apparu 6 mois aprés!.

Discussion et conclusion

Bien que les résultats présentés soient de caractéres préliminaires, quelques
remarques peuvent étre, dés a présent, exprimées.

Il serait hasardeux de tenter une comparaison avec d'autres régions méditer-
ranéennes tant que les stratégies d’enquéte, souvent différentes suivant les auteurs et
les foyers, ne sont pas standardisées. Cependant, la prévalence globale de ’enzootie
canine (9,6 %) ne parait pas trés différente de celle établie en Cévennes par Lanotte
et coll. (1975 et 1978). De méme, les fréquences sont significativement plus élevées en
zone rurale (x? = 5,216 pour ddl 1). « Combros » d’ol1 provient le seul cas humain de
la région, semble étre le plus actif des microfoyers enzootiques (F = 25 9%). Le
village de « Vendas de Azeitdo » également situé en zone rurale, mais possédant un
caractére mixte, rural et urbain, accuse une prévalence proche de celles rencontrées
en zone urbaine.

La fréquence des chiens porteurs d’anticorps a un taux inférieur au titre seuil
(1/8 a4 1/64) est élevée, mais la différence entre la zone urbaine et rurale n'est pas
significative («* = 1,3 pour ddl 1). Par ailleurs, il n’existe pas de corrélation entre
le pourcentage de taux faibles (< 1/128) et de taux forts (> 1/128) des différentes
localités (y = 0,3679 pour ddl 9).

En ce qui concerne la leishmaniose viscérale humaine, la fréquence parait
inverse de celle de la leishmaniose canine. Depuis 1971, 9 cas de kala-azar ont été
signalés dans les foyers sub-urbains étudiés contre un seul cas en zone rurale
(« Combros »)2.

1. Il est probable qu'il s'agisse de la forme latente décrite par Lanotte et coll. (1979).

2. Laville de Setubal, avec 67 241 habitants a connu six cas de kala-azar depuis 1971 (Direc-
tion Générale de la Santé).
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Les résultats tendent & montrer que l'infection humaine constitue un accident
au sein du foyer enzootique. L’explication de cette rareté, retrouvée d’ailleurs dans
la plupart des foyers méditerranéens reste du domaine de I’hypothése (préférences
zoophiles du vecteur, « déviation » trophique en milieu rural, réceptivité différentielle
de 'homme et du chien).

Quant au vecteur lui-méme il doit étre recherché parmi les deux espéces clas-
siques, Phlebotomus perniciosus Newstead, 1911 et P. ariasi Tonnoir, 1921, respon-
sables de la transmission du kala-azar sur I'ensemble de la sous-région méditerra-
néenne (Rioux et coll., 1967, 1969 ; Killick-Kendrick, 1978). Ces deux taxons sont
largement distribués au Portugal (Pires, 1979).

Dans la péninsule de Setiibal, P. perniciosus et P. ariasi ont été signalés a « Porto
Brandio » et « Serra da Arrdbida » (Meira et Ferreira, 1944 et Pires, op. cit.). Toute-
fois, I'absence d’enquéte exhaustive ne permet pas de conclure si I'une ou l'autre,
voire les deux, peuvent étre considérées comme vecteurs. Dans la région de Lisbonne,
P. perniciosus est 'espéce dominante (90 9, des récoltes selon Meira et Ferreira,
op. cit., Azevedo, 1946 et Res, 1957) et accuse une zoophilie marquée (Azevedo et
Teixeira, 1946). Toutefois dans un élevage réalisé par Ribeiro et Sousa (1962)
78 9, des femelles de P. perniciosus s'étaient alimentées sur I’'Homme.

En définitive, I'étude des prévalences enzootiques constitue une étape essentielle
dans la connaissance de la structure et de la dynamique des foyers méditerranéens de
leishmaniose (Rioux et coll,, 1974 ; Lanotte et coll.,, 1974, 1979). En qualité de
« réservoir secondaire » (Garnham, 1965) le chien réunit les conditions épidémiolo-
giques requises. Rappelons 4 ce propos que le parasite a pu étre détecté en peau
apparemment saine (fableau II). Enfin la méthode séroimmunologique, utilisant I'IF
au titre seuil de 1/128 voir 1/64 est parfaitement opérationnelle.
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