- OCP/STAC o6 444

| PROGRAMME DE IUTTE CONTRE L'ONCHOCERCOSE ORIGINAL : FRANCAIS
o DANS TA BEGION DU BASSIN DE LA VOLTA
o

i ‘ COMITE CONSULTATIF SCIENTIFIQUE ET TECHNIQUE

Sixiéme réunion

Genéve, 8=10 novembre 1977

TE DIAGNOSTIC PARASITOLOGIQUE
DE L!'ONCHOCERCOSE~REVUE CRITIQUE
DES METHODES EN USAGE

par

A. PROST* et J. PROD!HON**

¥

Parasitologue, unité d!évaluation dpidémiologique, OMS/OCP,
Quagadougou.

*% Helminthologiste de 1'ORSTOM, Médecin-Chef de la section parasito~
logie, Centre Muraz, Organisation de Coordination et de Coopéra~
tion pour la Iutte contre les Grandes Endémies (0.C.CoC. t?ﬁ 1977
Bobo-Dioulasso, "et mission ORSTOM auprés de 1'OCCGE". JOLEL.

O, B 5. T O,

-

@@M%@ﬁ@m de Rélérence




e

By

Page 1

~ RESUME =

Ta revue crifique des méthodes de diagnostic parasitologique
de l'onchocercose permet de conclure gque, dans 1!'état actuel de nos
connaissances, la mise en évidence des microfilaires dermiques d!On-

chocerca volvulus Leuckart, 1893, par biopsies cutanées exsangués

prélevées aux deux crétes iliaques & .1l'aide d'une pince emporte~pidce
constitue la méthode de choix lors dlenqubtes de masse en zone de

savane d'Afrique de 1'Ouest.

Bien que l'utilisation de l'eau physiologique comme milieu
d'incubation, couplée & des techniques telles que la filtration sur
filtre millipore, donne des résultats de plus grande brécision, la
aumération des microfilaires aprés 30 minutes d'incubation en.eaun
distillée est un bon s'ondard de mesure, pratique et constant. Le
contrdle des fésultats négatifs par immersion complémentaire des
biopsies durant 24 heures en eau physiologique permet de corriger
llerreur par défaut de la technigque la plus pratique et dlallier la

sensibilité & la simplicité.
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TNTRODUCTION

T'un des progrés majeurs réalisé au cours des dernidres années
dans le diagnostic de 1l'onchocercose fut l'introduction en pratigue
courante des méthodes quantitatives pour apprécier l'intensité du
parasitisme proposées par différents auteurs :(Duke 1962; Ovazza, 1966,
Picq et al., 1971). Il est apparu que le dénombrement des microfilaires
au cours d'un examen standardisé permettait la détermination d'une
charge parasitaire dont la valeur était corrélée dans certaines limites
avec l'existence de complications oculaires ou cutanées et avec des
niveaux moyens de transmission estimés par les entomologistes (Thylef@rs
et Prost, 1977). Dés lors-la notion de "densité microfilarienne moyen—
ne dans une communaubé slimpesait & la fois comme un index de gravité

et comme un facteur de risque.

Ta mise sur pied du Programme Régional de Iutte Contre 1'Oncho-
cercose dans le bassin de la Volta (0CP) a é4é 1'occasion d!étudier
comparativement en fonction de cette donnée nouvelle toutes les métho-
des de diagnostic proposées et de déterminer guelles sont.celles qui
présentent la plus grande fiabilité, qui sont aisément pratieables en
examen de masse, dont les résultats sont reproductibles par un second

observateur et de définir les limites de confiance de chacune.

Stagissant de quantifier une charge parasitaire, nous ne dis-
cuterons que celles qui permettent la mise en évidence du parasite,
sous sa forme adulte ou microfilarienne, et ne citerons gue pour mémodi -
re les autres techniques utilisées, Llessentiel de la discussion sera
consacré aux modalités de la biopsie cutanée qui est apparue comme
la méthode de cholix en Afrique de 1'Ouest et plus particuliérement
dans llaire 4'0CP et dans les Btats membres de 1l'Organisation de Coor-~
dination et de Coopération pour la Iutte Contre les Grandes Endémies
(0sCeCaGaEL)

1l ~ METHODES DE MISE EN EVIDENCE INDIRECTE DU PARASTITE

1.1, ~-Ll'épreuve dc Mazzotti

Tladministration de 25 & 50 mg de diéthylarbamazine (D.E.C.)

4 un onchocerquien provoque dans un délai de 15 minutes & 24 heures
une réaction prurigineuse due au phénoméne de migration et de destrucs

tion des microfilaires.




Ce phénoméne peut comstituer un moyen de diagnostic si le
parasite n'a pu 8tre mis en évidence (Mazzotti, 1948; Burch 1951;
Monjusiau et al., 1964; Lagraulet, 1971) en particulier dans les in-
feotibns légéres, Bien gqu'il soit le plus souvent mal accepté par les
populations, ge moyen dfinvestigation a été employé par certains

auteurs lors d'enquftes de masse (Rives et Série, 1967).

TLlabsence dl'indication précise sur ll'intensité de 1'infection
nous 2 fait écarter cette méthode qui ne se préte pas & des comparai-
sons de résultats & intervalles réguliers. De plus sa Tiabilité ntest
pas totale : erreurs par défaut dues au fait qulun certain nombre
d'onchocerquiens ne réagissent pas & la D.E.C. (2 % environ selon Piecq,
comm. pers.) ainsi que les porteurs de lésions cutanées du type Sowda
(Duke, 1975)s erreurs par excds telles que celles observées en Haute-
Volta ol le test de Mazzotti a élevé la prévalence de 25,5 % & 65,8 %
dans des villages manifestement hypoendémiques (Monjusiau, 1963), ou
telles que celles de la clinigue dermatologique d'Abidjan qui constate
11,8 % de positifs & la biopsie cutanée exsangue pour 84,5 % de posi~
tifs au test de Mazzotti dans un échantillon (Nozais et al., 1976).
Dans ces deux cas les résultats de 1l'une des deux techniques comparées

sont manifestement erronnées,

Cette épreuve doit donc Btre réservée & 1l'identification des
infections latentes ou 1légéres concuremment avec les méthodes classi-

gues de mise en évidence du parasite.

1.2, = Les 1ésions cutanées et ophtalmologiques

Il stagit de complications de l'onchocercose et non d'un signe
de la maladie, Certaines peuvent subsister aprés guérison parasitolo-
gue. I1 est donc utile de les rechercher pour apprécier la gravité de
1laffection et son retentissement général, Mails elles ne peuvent pas
gervir scules.a llestimation de la prévalence du parasite dans la

populétion.

De mBme 1l'éosinophilie est un symptome constant mals non

pathognomonique,

1.3. = Llimmunodiagnostic

Nous nlavons-pas utilisé les méthodes sérologiques en enqgué-
te de masse, aucune n!étant encore aisément praticable et suffisemment
fiable, Llabsence d'antigénes spéeifiques, la réactivité croisée avec
dtautres nématodes rendent difficile la détermination des positivités

vraies.
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Liimmunofluorescence indirecte ou le test "Elisa" sont sans doute
prometteurs, mais restent encore du domaine de la recherche et ont une

valeur limitée lors des études épidémiologiques.

2 — LE DIAGNOSTIC DIRECT DU PARASITE

Pele = Découvertekdu ver adulte

Le recherche des onchocercomes, (ou kystes sous-cutanés ou
nodules onchocerquiens) dans lesquels sont pelotonnés un ou plusieurs

couples d'Onchocerca volvulus, Leuckart, 1893 est la plus ancienne des

méthodes de diagnostic utilisées et est encore pratiquée par routine

au cours de la plupart des enquBtes.

Outre les ganglions ou les rares nodules dfétiologie diffé~
rente, la principale erreur par excés vient du fait que la palpation
dtun kystefne'signifie pas que celui~-ci soit forcément un signe d'on=-

" chocercose active. Il peul ne contenir que des vers morts ou calcifiés
(Israsl, 1959). A moins de dissection longue et délicate, la seule
présence des kystes ne peut constituer un moyen dlappréciation longitu~

dinale dans le temps des résultats d'une campagne de lutte,

8i la majorité des kystes siége en regard des plans osseux
au niveau sous-cutané, un certain nombre sont profonds et non palpables:
localisations dans llorbite (Duke, 1976), dans l'articulation coxo-
fémorale (Duke, 1970). Un certain nombre d'adultes, au stade précoce,
sont libres dans les tissus~sous~cutanés (Wnochiri, 1964), ou ont pu
Btre mis en évidence lors d'opérations de hernieé (Becker, 1950), voire

dans le pus d'abeds (Oomen, 1967).

Ta palpation des nodules a toutefois un intérét épidémiolo=-
gigue si1 le taux des porteurs de kystes est en relation constante avec

le taux réel de malades.

Une premidre grille avait été proposée pour la CBte~d!Ivoire
(Rives et Série, 1967) et nous en avons confirmé les grandes lignes
par une étude de corrélation dans 32 villages de savane (soit 64 é~
chantillons, chaque sexe étant traité séparément; tous les taux utili-
sés sont ajustés pour ll'fige par référence & une population standard

pour les rendre comparables).
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Il en ressort qulil existe une relation linéaire entre le
taux de porteurs de kystes que nous appellerons x et le taux de por-

teurs de microfilaires que nous appellerons y.

Tes valeurs s'ordonnent autour d'une droite de régression -
dont la représentation graphique passe par les valeurs mathématiques

qui la définissent

pour x = 40 %,, 7y = 72,7 %
pour x = O , y = 40,8 %

Le coefficient de corrélation entre les deux séries de valeurs,

r = 0,82, est satisfaisant.

Un exemple soulignera l'inconstance de la mise en évidencde des wvers
adultes, et llampleur des erreurs de diagnostic par défaut auxquelles
elle peut conduire : dans un foyer hyperendémique de (8te~d'Ivoire
(PROD'HON et al., 1977) sur 1388 sujets examinés, 1169 ont été troivés
porteurs de microfilaires dermiques et T47 porteurs de kystes, Sur

ces T47 porteurs de kystes, six seulement ont présenté une biopsie
négative, Par contre suwm les 1169 sujets présentant une biopsie
positive 428 ne présentaient pas de kystes décelables & llexamen

clinique,

2.2 =~ Découverte de 1la microfilaire

2e2.1. Xénodiagnostic

Il slagit de la découverte de microfilaires d'0, volvulus

dans le repas sanguin dfune simulie fraichement gorgée sur un patient
suspects

Méme si la simulie manifeste une habileté particulidre pour
absorber des microfilaires chez des sujets faiblement parasités, cette
technique est suffisemmant complexe pour rester excepiionnelle et 8tre

régservée aux études de transmission.

24242, Microfilaires dans les milieux autrés gque la

peau

Des microfilaires d'0, volvulus ont &t€ trouvées dans la

plupart des tissus ou des milieux: localisation dans les tissus pro-
fonds (Rodbain et Gavrilov, 1935), dans le sang et la lymphe. (Fulle~
born et al., 1913; Mazzotti et Osorio, 1949; Gentilini et al., 1973;.
Couzineau et al., 1973; Fain et al., 1974 b; Puglsang et Anderson,
19743 Anderson et al., 1975-b), dans le liquide céphalo-rachidien -
(Mazzotti, 1959; Duke et al., 1976), dans les crachats et les larmes
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(Anderson et al., 1975 b), dens les sécrétions gynécologiques (De
Borges 1971, Thomas eb ale., 1973 a). Ces localisations, souvent consé-
quences de traitements & la diéthylcarbamazine ou & la swramine, n'ont
pas de valeur épidémioclogique. Deux milieux méritent toubtefois une
mention particuliére s

~ TLiurine ol la présence de microfilaires a ét€é détectée

' depuis longtemps (Mazzobtl et Osorio, 1949; Price, 1961) mais od ce

symtBme n'a acquis que récemment une valeur épidémiologique (Buck el

al., 1971; Buck, 1973; Picq et Roux, 1973; Anderson et al., 1975 b et

1975 d4). Dans la zone du programme OCP, en hyperendémie, la microfila-
rurie est présente chez 1,8 % & 36,5 % de la population des villages,
avec une moyenne de 18,6 % chez les hommes et 9,41 % chez les femmes
(Brinkmenn, 1977). Mais ce sympt®me a toujours été associé a un- fort
degré de parasitisme cutané et nla jamais été observé isolement. Son
association significative avec la présence d'autres complications gra—-
ves d'onchocercose, cutanées ou oculaires, en font un témoin de la
gravité de la maladie et les recherches en ce sens se poursulvent.

- Lioeil, ol, selon nos enqubtes, le parésite est présent
dans des proportions allant jusquld 60 % de la population de plus de
5 ans, A llinverse de la microfilarurie, il existe des cas ol le para=-
site est présent dans 1l'oeil sans qu'il soit possible de le mettre en
évidence dans la peau par les méthodes les plus sensibles. Sur un é=-
chantillon de 7584 individus examinés parmi lesquels 4566 présentaient
des biopsies dermiques positives, 30 nlont é%é trouvés porteurs de
microfilaires que dans 1l'oeil, Si .la prévalence de la maladie dans
1léchentillon-hlen a €té que-peu affectée (60,6 % au lieu de 60,2 %),
ceci permet dlaffirmer que 1lfophtalmologiste détecte 1 % de malades

parmi les sujets & biopsie négative (30 sur 3018),

2,22% Des nmicrofiloires dermigues
Depuis les travaux de Montpellier et Lacroix (1920) on sait
que la couche superficielle du derme constitue le lieu d'élection des

microfilaires d'0, volvulus (Kershaw et al., 1956), Ie recherche des

microfilaires dermiques a depuis lors été considérée comme la méthode
de diagnostic la plus précise de la maladie. beux procédés sont comcur-

remment employés : la scarification et la biopsie cutanée exsanguea
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Ta scarification

Préconisée par d'Hooghe en 1934 pour la premiére fois son
efficacité a été apprécide par de nombreux auteurs (Van den Berghe.
et Chardome, 1951; Mazzotti, 1954; Miller, 1958; Basset et al., 1962;
Onori, 1963; Laflaquidre cité par Rives et Série, 1967). Elle est
actuellement trés utilisée par 1'école belge qui 1l'a normalisée : pra-
tiquer-quatre incisions de 8 mm de long espacées de 2 mm & la face
supéro=externe du bras; aprées dix secondes, pincer la peau et receuil=-
lir le suc dermique mélangé de sang par apposition & cing ou six re-
prises d'une lame porte~objet; aprés séchage, colorer la lame au
Giemsa (Fain et al., 1974 a; Fain et Bastin, 1975; Wéry et ala, 1975).

Cette teéhnique s llavantage de permettre en Afrique Centrale

le diagnostic différentiel sur lame colorée de Tebrapetalonems strep-~

tocereca.

Aprés plusieurs essais, nous avons écarté cette méthode pour
les motifs suivants
a) « toutes les recherches.de T. streptocerca en zone de

gavane dYAfrique de 1!'Ouest ont jusqulici été négatives.
Pfister (1952) est le seul & signaler en Haute~Volta

5 cas impoités, Lie diagnostic différentiel des deux
efpeéces de microfilaires dermiques ne para%ft donc pas
stimposer ici de fagon systématique;

b) =~ en zone de savane la recherche des microfilaires dans

. la région séapulaire est moins sensible gu'en dlautres
sites (ef. paragraphe 3.1);

¢) ~ la pratique des secarifications esf douleureuse et mal
acceptée partout ol nous llavons testée;

d) - cette technique se pr@te mal & la guantification;

e) - la.sensibilité de la biopsie est. plus grande (Kale et
alsy 1974)3 sur un échantillon, L'ordre de grandeur
était de T4,4 % de positifs par biopsie pour 23,3 % per
scarification (Brinkmann, 1976).

Ta biopsie cutanée exsangue

Dlusage aussi ancien que la searification, e¢lle est directe=-
ment dérivée des travaux de Monmbpellier et Tacroix (1920) qui travail~

~ laient sur des fragments cutands fixés pour examen anatomo-pathologi-

gues
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Blle consiste & exciser un lambeau de peau de 1.4 2 mg englobant les
couches superficielles du derme et & le placer dans de lleau distillée

" ou physiologique. Les microfilaires émises sont observées & 1'état frais
an microscope ou & la loupe binoculaire (Mazzotti, 1951; Duke, 1962;
Tagravlet et al., 1967; Lagraulet et Bard, 1969; Picq et Coz, 1970;

Picq et al., 1971; Picq et Jardel, 1974).

Cette technique a été propesée pour toubes les engultes épidé-
miologiques en zone de savane ouest-africaine (Prost et al,, 1975;
Moreau et al,, 1977). Ce sont ses modalités pratiques que nous allons
développer ici,

-

3 « LA BIOPSIEH CUTANEE EXSANGUE OU "SNIRM

Ties paramétres & prendre en considération sont les sulvants 3
le site, le nombrée et la dimension des biopsies, le mode et 1'horaire
de prélévement, les milieux dlincubation, les temps de lecture, la
reproductibilité des-résultatse

Zels =~ Site et nombre des blopsies

Tes sites anatomiques habituellement consgidérés sont 3 1lé-
paule (région delto%dienne ou pointe de ltomoplate), la crdte iliaque,
le mollet et plus accessoirement la marge externe de 1'ceil. Te choix
n'en est pas indifférent, les variations interindividuelles lides au
site étant trés importantes (Rougemont_gi_gl., 1975). Ta ceinture
pelvienne est significativement plus sensible gque le mollet (Picq et
Jardel, 1974 : risque inférieur & 1 pour 1.000), celui-ci donnant des
résultats supérieurs & ceux obtenus au niveau de l'omoplate. Il est
de plus excepbtionnel qufun malade soit négatif au niveau de la crte

iliaque et positif en un autre site.

On ne peut pas mettre en évidence de différence entre les
localisations droite et gauche de la ceinture pelvienne (Picq et Jardel,
1974), Nos résultats sont comparables & oceux de Picq et Jardel : il
existe une excellente corrélation gquantitative entre les effectifs miw~
crofilariens dénombrés de chague c8té (tableau I). En moyemne, 60 %
des lectures se rangent de chague o¢Bté dans la m@me classe numérigue;
1,06 % du total des lectures (2,3 % des lectures positives) seulement
diverge de facon importante (le résultat n'est situé ni dans la classe

concordante, ni dans la voisine la plus proche) .
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Tableau I. Corrélations quantitatives entre snip droit et
gauche (localisation cr8te iliaque) chez 38,878 sujets examinés;
lecture effectude selon la méthodologie OMS/OCP. ‘

T~~._  Smip 1 wégatie | L &9 | 10-49 | 50-99 |100-199 | 200 +
Sniplzr\\*\\\\\\ e me nf mf we
e e 20825 1.170 75 7 - -
Negatif 94,7 71
1.018 |~ 3.833 1,055 35 12
. . s D . . -
1 a 9 mf 64-,2 %~
10-49 63 942 | 4.357 858 | 76 5
mf 68,1 %
50~99 5 42 888 T 1.673 | 350 18
me 56,8 %
‘.
100~199 1 5 | 57 336 936 84
mf 6529%
200 et + - - > 11 49 S 93
mf 5% 2%
Droite de
corréla—
tion et %
moyens de
cogpcor-
dances

L’an?lyse qualitative des m8mes donndes (tableau II) montre-que
1o protique dlun mecond snip A ia cr%tg iiiaque,ost de znture & nodie
fier gignificativement les résuifats-par rapport & la biopsie unique :
le gain de prévalence est en moyenne de 5,3 % dans l'échantillon exami-

né, ce qui légitime 1l'usage de la double biopsie.
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Tablgau IT. Corrélations qualitatives entre snip droit

et gauche & la créte iliaque.

~\\\\\\\§fi? 11 wégatir Positif
Snip 2

\
Négatif 20.825 1.252
5,7 %
Positif 1.084 15,717
4,9 %

Par contre, l'emploi d'une trosiéme ou d'une quatriéme biopsie
n'est pas significativement plus sensible et ne se justifie pas, a
fortiori si elle siége & ll'omoplate ou au molletb.

La concentration des microfilaires dans la peau de la commig~

sure temporale des poupidres (outer canthus) serait, selon les ophtal-

mologistes, en relation constante avec 1l'lintensité du parasitisme
oculaire et pourrait €tre un indicateur précoce du degré de risque.en—
couru par 1lfoeil (qunders et Néumann, 1963 et 1972; Anderson et al.,
1975 a; Fuglsang et Anderson, 1977). En matidre de diagnostic de la
maladie cet examen nous est apparu constamment moins sensible que les
biopsies en dlautres sites : en hyperendémie il n'est positif que chex
30 % des sujets environ, Il slagit donc non d'une méthode de diagnostic
mais d'un €lément dl'information supplémentaire sur la maladie dont

nous ne discuterons pas ici la wvaleur,

342, = Mode de prélévement et dimensions des biopsies

Des techniqgues usuelles consistaient & provoquer une ischémie
locale en pingant la peau dans une pince & forcipression ou en la
soulevant & la pointe d'une aiguille, Un fragment était alors détaché
solt aux ciseaux, soit avec une lame de rasoir. Cette biopsie devailt
8tre exsangue pour éviter la contamination par microfilaires sahguinss
et intéresser une épaisseur de derme égale.a 6 ou 8 fois celle de
1!épiderme au moins (Fein et Bastin, 1975). Les fragments obbenus
variaient en taille et en poids, d'ol 1a nécessité de les peser (Duke,
19623 Woodruff et al.,-1966) voire de les mesurer (Brinkmann, 1973 et
19743 Tada et Pigudbroa-Marroquin, 1974) pour ramener le total des
microfilaires dénombrées 3 une unité standard de poids, de volume ou
de surface,

Depuis quelques années s'est imposé l'usage d'une pince em~
porte~pidce & sclérectomie (Scheffel, 1968 com, pers.; Toufic, 1969 a
et b)o
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Elle présente 1l'avantage, tout en facilitant le préldvement, de receuil-
lir des fragments cutands de poids et taille plus homogéne que le

rasoir ou les ciseaux.

I1 en existe deux types et plusieurs modeles : le type Walzer,
calibre 1,8 mm ou 3 mm (Moria) ou calibre 2,3 mm (Klein) et le type

Holth, de diamdtre 2 mm (Storz).

La pince de calibre 1,8 mm est & écarter. Elle ne peut pré-
lever une profondeur suffisante de derme et donne de mulitiples erreurs

par défaut.,

Ta pince Walzer 2,3 mm donne & la cré&te iliaque des biopsies
de poids moyen 1,85 mg (déviation standard Sx = 0,014, Brinkmann, 1974)
1,52 mg (déviation standard = 0,07, Rougemont et al., 1975) et 1,4 mg
(Fuglsang et Anderson, 1977), ce qui est assez homogéne et limite &
des faibles effectifs les valeurs extrBmes. La surface moyenne est de
6,01 mm2 (déviation standard = 0,09, Brinkmenn, 1974).

Ta pince Holth 2 mm donne des biopsies de poids moyen plusg
§levé : 2,84 mg, déviation standard = 0,16 (Rougemont et al., 1975,
Parouty, 1975.

Aucun des moddles nlest supérieur aux autres en précision :
le coefficient de variation poundérale est dfenviron 30 % dans tous les
cas, guels que soient la pince ou le site, mais les différences de
poids ou taille n'influent pas sur le diagnostic d'intensité de 1l'in~
Testation et "lorsqu'on prend en considératioh le dénombrement des
microfilaires issues de snips de-poids connu, leur nombre moyen, pour
un groupe donné de populatien, n'est pas proportionnel au poids moyen
des snips” (ﬁdugémon% et al., 1975), D'autres auteurs avaient obtenu -

les mémeé résultats (Thogas et al., 1975 a et b).

Nous avons nous-mlmes cherché & vérifier si le nombre de mi-
crofilaires dénombrées dans un snip variait suivant que celui-ci était
obtenu avec la pince Walzer 2,3, ou avec la pince Holth dont on vient-
de voir la tendance & prélever des fragments plus gros et plus lourds.
Deux biopsies ont donc €té effectuées successivement chez le méme in-~
dividu & 1 cm d!écart sur la cr8te iliaque droite, 1l'une avec umne
pince Klein, l'autre avec ume pince Holth, et examinées en eau distil-

lée aprés 30 minutes.
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Sur 120 paires de snips, 58 comptages ont été plus élevés pour
le prélévement avec "Holth", 56 pour le prélévement avec "Klein", et
6 ont donné des chiffres semblables., Il n'y a donc pas de biais systé-
matigue en Faveur de 1'un des instruments et le coefficient de. corréla~
tion. entre les valeurs des deux séries de lecture est r = 0,84, L'usage

de 1'une ou l'autre pince semble donc indifférent.

3434 = Périodicité du parasgite

Par analogie avec les especes-de microfilaires sanguicoles
a été recherchée dans 1'onchocercose 1'éventualité dTune périodicité
des microfilaires. Des différents travaux effectués nlont pu démontrer
1lexistence d'un véritable cycle ni au cours des heures diurnes nl au
cours des 24 heures (Kershaw et al., 1954; Picg et Jardel, 1974) mais
certains auteurs ont mis en évidence des variations dlamplitude de la
densité microfilarienne au cours de la journée (Tartigue, 1967; Tada
et Pigueroa-Marroquin, 1974; Duke et al., 19673 Wegesa, 1966 et Ander-
sont et al., 1975 D). '

Oertains auteurs omt suggéré la possibilité d'une wvariation
saisonniére (Fuglsang et alf, 1976). Nous avons noté nous méme des
différences sensibles entre les densités miorofilariénnes moyennes
observées lors de nos passages successifs dans un village, mais celles~
ci ne sont pas plus significatives si le second passage se déroule &

une autre saison que le premier plutdt gqu'a la méme.

Tableau III, Variations de la densité microfilarienne moyenne

dtun échantillon entre deux passages.

Mowlé Bémakaha Pérou Molli
(Haute~Volta) {(CSte~d!Ivoire) (1121i) (Niger)
29 sujets 170 sujets 57 sujets 35 sujets

Fév., T5 : 37,9 |Avril 75 : 5335 | Péve T6 1 22,6 | Féve 76 3 27,1
Sept., 75 ¢ 31,3 [Mars 76 3 71,8 | Nov. 76 : 32,1 | Mars 77 ¢ 57,0
Mars 76 : 2244
Avril™TT : 57,7

N.B. : Villages sous contrble anti~simulidien : transmission résiduel-
le trés faible & Moulé et Pérou, élevée & Bémakaha. Molli était
hors zone de contrBle entre les deux enquBtes. Les examens ont
tous été effectuds par la mlme équipe (OMS-OCP) hormis Moulé/
Pévrier 75 (Rolland-GOM, Haute-Volta) et Molli/Février 76
(Prod!hon~0CCGE) ,




Page 13

Les variations observées entre plusieurs enqguBtes ne parais-

sent donc pas lides & un rythme saisonnier,

Nous pensons que dans 1l!état actuel de nos connaissances,
rien ne peut-imposer de procéder aux biopsies & des époques préféren—

tielles de 1ll'annde ou & des heures particuliéres de la journée.

3e4s = Milieux dlincubation et temps de lecture

Aprés prélévement, la biopsie cutanée est placée dans un
liquide d'incubation sans €tre dilacérée, Les analyses comparatives
ont montré que, quelles gue soient les modalités dlincubation ou de
lecture, les microfilaires émergeailent toujours en plus grand nombre
dans le cas de biopsies non dilacérées (Tada et al,, 1973; Kale et al.,
1974 et Kale, 1976).

Ties liquides d'incubation proposés sont lleau distillce,
1'eau physiologique (9 pour mille ou 7 pour mille), et plus récemment
le NCTC 135 en solution de Hanks (Collins et al., 1976).

Ce dernier milieu, normalement utilisé pour certaines cultu-
res de tissus, a donné des résultats significativement meilleurs que
1teau distillée ou physiologique. Ne pouvant en envisager Llemploil
sur le terrain en Afrigue, nous avons testé comparativement la solu-
tion balancée de Hanks et 1l'eau distillée., 148 paires de biopsies
prélevées au mlme niveau ont été placées dans 1l'eau distillée pour le
premier fragment, la solution de Hanks pour le secound,ot les.résultats
lus aprés 30 minubes d'incubation. Les microfilaires ont émergé plus
nombreuses en solution de Hanks dans 114 cas, et en eau distillée
dans 31 cas (3 résultats semblables). Le coefficient de corrélation
entre les deux séries de lectures guantitatives est r = 0,7l. Cette
supériorité toute relative de la solution de Hanks ne compense pas
"les dnconvénients majeurs de son utilisation sur le terrain (approvi~
gionnement difficile, durée de conservation bréve, nécessité de con-

servation & + 4°),

Tes autres méthodes proposées combinent & des titres divers

le facteur temps et les différents milieux. Ce sont :

~ la méthode dite "de Duke" (1962) : les biopsies sont pla-

cées dans une goutte dleau physiologigque sur une lame
porte~objet, dilacérées & 1ll'aiguille, conservées en cham~
bre humide et la numération des microfilaires faite apres

10 & 15 minutes,
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~ 1a méthode dite "de Picg" (Picq et Cozy 1970; Picqg et al.,
1971; Picg et Jardel, 1974) : les biopsies.-sont placées

sur une lame porte-objet dans une goutte dleau distillée et

la numération faite 30 minutes apres ke prélevement,

-~ la méthode dite "de Nelson' (OMS~Rapport d'un comité dfexperts

1976) : les biopsies sont placdes dans 0,2 ml d'eau physio-
logique dans les puits d'un plateau de microtitration et la
numération faite &-1l'examen direct sur lame aprés 24 heures
d'incubation. Si lton veut éviter de faire cet examen dans
les conditions de terrain, l'adjonction d'une goutte de
formol aprés 24 heures permet la conservation des parasites

jusqutau retour au laboratoire,

~ la méthode dite "de Scheiber' (Scheiber et alfg 1976 a et D)

dérive de la précédente. Au lieu de procéder a-llexamen

direct sur lame du liquide d‘'incubation, celui-ci est filtré
sur un filtre millipore et les microfilaires comptées aprds

coloration., ,

I1 est & noter gu'aucune technique n'assure 1l!'émergence de la
totalité des microfilaires du fragment ainsi gque le confirment des
coupes histologiques (Pr. Bonucci, Institut d'anatomopathologie, Rome,

travail en cours).

Dans le cadre de nos enquBtes épidémiologigues nous avons
successivement utilisé ces différentes méthodes ou leurs variantes et
les avons jugées du double point de vue de leur filabilité et de leur

practicabilité sur le terrain en enqubte de masse.

I1 est eertain que la technique préconisée par Scheiber est
la-plus sensible. Lie nombre de microfilaires obtenu est plus élevé
gu'lavec aucune autre méthode, La. coloration peut permettre un éventuel
diagnostic différentiel dlesplce. Da numération des parasites fixés
se fait avec une faible marge dlerreur et peut &tre contrtlée par un
second observateur., Mals les manipulations sont longues et complexes,
le rincage du filtre doit 8tre soigneux entre chague opération, Selon
notre expérience, elle demande trois fois plus de temps que les autres
méthodes de lecture (100 sujets par jour au maximum, soit 200 biopsies,
alors gue les autres méthodes permettent 1'examen de 300 sujets par
jour). Nous la considérons comme la meilleure teclmique dans le-cadre

d'un laboratoire bien €quipé, en milieu hospitalier par exemple ~
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Elle s'impose lorsque les examens doivent 8tre trés préeis, (expérimen~—

tation thérapeutique par exemple).

Ta méthode préconisée par Duke est d'un maniement délicat en
savane séche, Ltobligation de conserver lec prélévements en chambre
humide impose matériel et manipulations supplémentaires et ne suffit
pas toujours 2 emp8cher une dessication partielle de la goutte qul
rend la lecture trés difficile. Le sbtandard temps serait & préciser,
Duke fixant la sortie de 90 % des microfilaires du fragment dés la
cinquiéme minute-alors que Kale et al., (1974) pensent que ce taux
nlest atteint qulaprés une heure. Le compbage est rendu difficile par
les mouvements rapides des parasites. De toutes fagons cette méthode
est moins sensible que celle que préconise Nelson et d'un maniement

moins facile gue celle de Picqg.

Tes deux méthodes de choix sur le bterrain paraissent donc
8tre celles de Picg et de Nelson. Ce sont des éléments d'appréciation

et de comparaison gue nous apportons ici.

344o 1o — L'émergence des microfilaires en eau distillée

en fonction du temps.

Picqg et al., (1971) comparant le nombre de microfilaires
sorties & 30 et 120 minutes en eau distillée avaient concltl que.
30 minutes était le temps de sortie 50 % (TS 50) soit le moment-ol
50 % en moyenne des microfilaires ont émergé de 1la biopsie si 1llon con-

sidére quta 120 minutes la totalité des microfilaires ont émergé,

Au cours d'une étude sur le terrain nous avons effectué 302
biopsies cutandes au niveau des cr8tes iliaques droite et gauche de
151 sujets & 1l'aide d'une pince & sclérectomie de type Holth, et dé-~
compté le nombre de microfilaires sorties & 30, 60 et 120 minutes.
Nos résultats différent sensiblement de ceux obltenus par Picq : &

30 minutes nous observons une émergence moyenne de TLl,2 % des micro-

filaires (tableau IV).
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Nombres et pourcentages cumulés de microfilaires

émergées aprés 30, 60 et 120 minutes (302 biop-

sies cutanées).

Demms Total cumulé des Pourcentages cumulés
emp microfilaires de microfilalres
(minutes) sorties sorties
30 34,497 , 71,2 %
60 45,266 9344 %
120 48,448 100 % |

La représentation graphique en coordonnées cartésiennes

permet de tracer la courbe dfémergence des microfilaires en fonction

du temps (fig. 1). Les points intermédiaires ont &t obtenus par des

lectures & 15, 25 et 35 minutes (pour 43 biopsies), 45 et 90 minutes

(pour 28 biopsies). Cette courbe différe de celle obtenue par Picqg et

2l., (fig. 1) oux temps de lecture inférieurs & 100 minutes.

Nous donnons (tableau V) la répartition du nombre de biopsies

en fonction du pourcentage d'émergence observé aprés 30 et 60 minutes

dl'incubation en eau distillée.

Taleau V :

Répartition du nombre des biopsies en fonetion du

ourcentage d'émergence des microfilaires aprés
b 23 2

30 et 60 minutes d'incubation en eau distillée
(302 biopsies).

(lasses de ~ 150 455 %} 60 %65 %70 %|75 % {80 # 85 %90 %|95 % {00 %
pourcentages| de | a a a a a a a a a a

Pemps 49,9 54,9{59,9] 6449169,9 [74,9179,9 | 84,9 89,9194,9}99,9

30 minutes 15 4 12 31 47 56 44 35 27 15 2 14
60 minutes 1 2 1 1 3 5 35 92 1100 62
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Nous étudierons les caractéristiques de dispersion de cette
répartition en déterminant & 30 et 60 minutes le 10e percentile¥ (P 10)
soit la valeur du pourcentage telle que 10 % des observations lui soient

inférieures.

A- 30 minutes le P 10 est & 60 %, ce qui signifie qutaprés 30 minutes
dlincubation en eau distillée.nous pouvons considérer gue pour 90 %
des bilopsies le pourcentage d!émergence des microfilaires est égal ou

supérieur & 60 %.

A-60 minutes le P 10 est voisin de 90 % (88,9 %) : aprés 60 minutes
dlincubation en eau distillée.nous pouvons considérer que pour 90 %
des biopsies le pourcentage d!'émemrgence des microfilaires est égal

ou supérieur & 90 %.

Nous constatons ' aussi gqulil y-a relation directe entre la
densité microfilarienne-et la vitesse dl!émergence des microfilaires
en eau distillée. Celle~ci est dlautant plus rapide gque la densité
microfilarienne est faible : sur 22 biopsies de densité inférieure &
10 mf la totalité des microfilaires a émergé pour 12 d'entre elles

dés la 30e minubte et pour 8 autres & 60 minutes,

Sur les 31 biopsies dont le pourcentage d!'émergence est ine
férieur & 60 % aprés 30 minutes d'incubation, plus de lo moi%ié (16)
est constitudée par des biopsies dont les densités microfilariennes
sont supérieures & 100 mf, les biopsies de faible densité (inférieure
a.-10 mf) étant rares: 3 cas, Quant & la dispersion des pourcentages
d'émergence aprés 60 minutes d'incubation, elle est une translation-de
celle des-pourcentages aprés 30 minutes : les biopsies dont le pour-~
centage dlémergence a été le-plus faible aprés 30 minutes sont aussi -
celles dont le pourcentage dl!émergence est le plus faible aprés 60 ni-
nutes. Notons que sur 302.biopsies, une seule a été négative apres
30 minubtes et positive au-deld (respectivement 3 mf aprés=60 minutes

et 4 mf aprés 120 minutes).

- o

—

* MORICE (E.) et CHARTIER' (Fe), 1954 v Méthode sbtatistique 22 partie

-~ Analyse statistique - Institut National de la Statistique et des

Ttudes EBconomigues pour la métropole-et la France d'Outre - Mer =~
Tmprimerie Nationale, PARIS (FRANCE).
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En conclusion si 1l'on considére qufil n'émerge plus de micro-
filaires aprés 120 minutes dlincubation des biopsies en eau distilliée
nous trouvons que pour 90 % des biopsies examinées 60 % des microfi-
laires ont émergé aprés 30 minutes dlincubation et 90 % aprés 60 mi-
nutes. -

La lecture & 30 minutes en eau distillée constitue un stan-
dard pratique et constant sur le terrain, Les lectures soit & 60 mi-
nutes soit & 120 minutes modifient la densité microfilarienne observée

mais non la prévalence de la maladie dans 1'échantillon.

La différence entre nos résultats et oéux de Picq et al.,
(1971) peut 8tre due & des conditions d'expérimentation non comparables
ou & ll'observation d'un nombre plus élevé de biopsies : 302 contre 96.
Il ne semble pas que la température ambiante, plus élevée dans les
conditions de ferrain qu'en laboratoire, puisse &tre mise en cause
(mada, 1976). . |

3.4.2, -~ Emergence comparée des microfilaires entre la

30éme minute en eau distillée et 1la 24&me

heure en eau physiologique (valeur quantitative)

Nous avons essayé de déterminer la relation éventuelle entre
les charges parasitaires évaluées par la méthode de Picq et par celle

de Nelson.

677 biopsies positives ont été transférées en eau physiologi-
que aprés avoir incubé 30 minutes en eau distillée. Le nombre de micro-
filaires restant sur la lame (‘charge initiale") a été comparé au
total obtenu apres addition des microfilaires supplémentaires sorties

en 24 heures dans lfeau physiologiqﬁe (tabléau VI).

Tableau VI. Emergence comparée des microfilaires entre la
30&me minute en eau distillée et la 24&me heure
en eau physiologique (repris de Moreau, Prost
et Prodthon 1977).
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Classe de densité
initiale (W. de 1-3 4-9 10~32 33-99 100 +| motal
mf. 30&me minute)

Nombre de snips
examinés 44 58 172 316 87 677

Total des mf
obtenues & la
30&me minute (eau 85 384 3508 18938 | 11644 34559
distillde _—

(valeur xg

Total des mf
énergées aprés
24 n (addition 228 877 9643 45927 | 27507 : 84182
des 2 lectures)
(valeur y) A

Valeur proportion-
nelle de la charge| 37,3 43,8 36 34 41,2 42,3 41,0
initiale ’

Ta corrélation entre les deux séries de lectures .est excel-
lente (r = 0,99) et correspond 2 une relation linéaire. Le calcul
mothématique de la droite de régression montre qu'elle n'a pas pour
origine 1l'intersection des axes des coordonnées. Si x représente la

charge microfilarienne en eau distillée et y la charge totale

i. Pour x = 0, la voleur théorique de y est 1,97. I1l y a donc

une constante & ajouter au facteur de correction.

il. Lie facteur de correction byx est de 2,36 pour gblenir la
valeur de y en-partant de x, et de 0,43 pour ramener & x

la wvaleur de y.

iii. On peut donc affirmer sur cette série dlobservations que :
la charge microfilarienne totale est y = (x x 2,4) + 23
la charge microfilarienne en eau distillée & 30 minutes est

x = (y x 0,43) -~ 2,

Il existe donc une relation constante entre les charges pa-
rasitaires évaluées par la méthode de Picq et par celle de Nelson. ILa
lecture en eau distilléepeut Stre un standard comparatif valable lors
dlune surveillance. longitudinale : la numération des microfilaires
aprés 30 minutes d'incubation des biopsies en eau distillée représente
de fagon constante 40 % du total de celles qui auraient émergé aprés
incubation de 24 heures dans 1'eau physiologique (avec des valeurs

extr8mes variant de 36,4 & 43,8 % suivant la densité microfilarienne).
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3e4e3. =~ Comparaison de la valeur qualitative des métho-

des de Plicq et de Nelson.

L'eau physiologigque est un milieu plus favorable aux microfi-
laires que 1lleau distillée : elles y émergent plus vite et en plus
grand mnombre, Il arrive gque chez des sujets faiblement parasités, un
régultat trouvé négatif en eau distillée soit positif en eau physiologi
que : Sowa et Sowa, (1975), comparant les méthodes de Picg et de Duke
sur un échantillon de 68 examens ont trouvé 20 % de faux résultats

négatifs en eau distillée.

Pour définir le plus précisément possible 1llerreur par défaut
dont est grevée la technique de Picq, nous avons systématiquement trans-—
£éré en eau physiologigque et examiné aprés 24 heures d'incubation les
biopsies trouvées négatives en eau distillée,., Nous donnons (tableau VIT)

les résultats de cet essai :

Tableau VII. Variation de la prévalence aprés relecture a la

24éme heure en eau physilologique des bilopsies

trouvées négatives par la méthode de Picq.

W& aatif Pogitivés |Modification
Population BOga LS apres 24 h, de prévalence
examinée a1 ??1522 en eau physio-|dans Ll'échan~
e logique $illon
Villages de
prévalence : -
inférieure a 3.067 24233 91 +3 %
50 %.
Villages de
prévalence 5,706 2,007 145 + 243 %
supérieure &
50 %.

T'examen des charges microfilariennes des faux négatifs montre
que nous ovons ddétecté ainsi des infections légéres : 200 biopsies sur
236 (84,7 %) ont donné un résultat inférieur & 4 mierofilaires (fig. 2).
Tes trés rares cas de trdés fortes charges sont peut~8tre dus & une

omission du microscopiste lors de la premiére lecture.
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- Llanalyse par #ge des cas d'infection 1égére ainsi détectds

" montre gu'il ne prédominent pas chez les enfants., Leur nombre cro®t
régulierement avec 1'8ge en preportion directe de la prévalence du
groupe considéré (Prost, 1976),

CONCLUSION

Le revue critique des méthodes de-dingmostic parasitologiques.

permet les conclusions suivantes s

a - toute méthode quantitative est nécessairement un standard
de mesure et ne peut prétendre & 1fabsolu : malgré les.
techniques les plus.sensibles, la. totalité des microfiw

laires n'émerge pas dlune biopsie,

b - la répartition des micfofilaires dans la peau n!étant
hemogéne ni dans le temps ni dans llespace, un examen
nlest jamais strictement réproduetible., Il nlest done pas
utile dlexiger de la technique dlexamen une précision
extréme. compte tenu de 1llamplitude des variations indivi-
duelles,

¢ - la biopsie cutanée exsangue normalisée paratt en zone de
savane la méthode la plus pratique-et la plus fiable pour

la quantification de 1t!infestation.

Au cours de nos enqubtes, le grand nombre d'examens & réaliser
et leur périodicité réguliére au sein de 1l'échantillon constitué nous
ont imposé de choisir la technique comportant le moins de manipulations,

donc le moins de risque d'erreur, et possddant les caractéres suivants:

~ donner des résultats immédiats pour qulun résultat aber-
rant puisse @tre contrBlé et si besoin corrigé avant que

1'équipe ne gquitte le village;

- : ~ donner des résultats quantitatifs qui sans chercher &
&tre une valeur mexima soient un standard comparatif
. fiabley

-~ avolr par contre la sensibilité la plus fine au point
de vue qualitatif pour pouveir détecter les cas positifs

avec la plus faible marge dferreur,
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- Nous utilisons donc la double biopsie prélevée & la- pince
emporte-~pitéce au niveau des crB@tes iliaques droite et gauche, la lectu~
re se fTaisant aprés 30 minutes sur lame en ecau distillée et étant
contrBlée aprés 24 heures dl'incubation en eau physiologique si le
résultat est négatif, Les tests de reproductibilité sont satisfaisants.
Ce choix n'exclut pas que dans ll'avenir des modifications ou des examens
supplémentaires soient ajoutés & ce schéma de base (test de Mazzottd

par exemple).
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