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Les culicidés communément appelés "moustiques'" sont des
sources de nombreuses maladies transmissibles 4 1'homme et a di-
verses espéces animales.

Ils sont également a 1'origine des filarioses telles que :

- La filariose humaine
- La filariose canine.

C'est sur cette derniére que nous allons nous appesantir
car e€lle constitue 1'objet de notre étude.

La Dirofilariose canine encore appelée filariose cardio-
pulmonaire est une helminthosé non contagieuse, affectant particu-
liérement les canidés, due a la présence dans le coeur droit et
dans l‘arté?e'pulmonaire, d'une filaire appelée : Dirofilaria
immitis. C'est une grave maladie qui engendre une insuffisance
cardiaque globale, handicape fortement les chlens qui deviennent
1ncapab1es de rendre des services escomptés et conduit le plus
souvent a4 la mort.

s

Les chiens non traités deviennent des sources ntarls-
sables de parasites et hypothéquent ainsi la santé de leurs con-
genéres et 1'homme par extension.

Le dépistage de la Dirofilariose microfilarémique est
simple et aisé par contre il est difficile dans la Dirofilariose
amicrofilarémique - OTTO, G.F (45 ) a montré que 10 & 67 % des
chiens infestés par des parasites adultes n'ont pas de microfi-
laires dans le sang.

La détection de tels cas pésse forcément par 1l'utili-
sation des tests de dlagnostlcs indirects qui font appel 3 1la
recherche des tem01ns d'1nfestat10n.

Plusieurs techniques employéés ont des résultats miti-
gés ‘en raison des réactions croisées avec d'autres infestations
parasitaires.

/.



Avec la découverte du test ELISA, des résultats meilleurs
. [P

s'obtiennent car c'est une méthode de dosage immuno-enzymatique .
associant la sensibilité et la spécificité des réactions immuno-

AL
¥

logique et enzymatique. C'est ce qui nous conduit a utiliser ce
test ELISA dans la réalisation de notre étude.

Notre travail est cong¢u en deux parties

- la premiére partie consiste & faire la connaissance
de Diforilariose canine a partir des données bibliographiques

- La deuxiéme partie est consacrée 2 1'¢tude expérimentale
basée sur le diagnostic sérologique de la filariose cardio-

vasculaire par la technique ELISA,
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LA DIROFILARIODE  CANIHE
DONMHEES BIBLIOGRAPHIQUES /



CHAPITRE I : °ETUDE DU  PARASITE

1. TAXONOMIE

Dirofilaria immitis est une filaire qui appartient a
1'ordre des MYOSYRINGATA, au sous ordre des FILAROIDEA : nématodes
polymaires, a corps long et filiforme, a la famille des
ONCHOCERCIDES et a la sous famille des DIROFILA RIINES.

Au sein de ce groupe, le genre DIROFILARIA se distingue
par les caractéres suivants '

- cuticule lisse ou seulement striée transversalement mais dé-
pourvue de bosselures ;

- papilles céphaliques trés peu marquées ;
- absence d'anneau chitineux bien marqué en avant de 1'oesophage ;
- division de 1l'oesophage peu distincte ;

- queue du mile spiralée, courte et obtuse, portant deux petites
ailes caudales et pourvue de papilles pré-cloacales saillantes
et pédonculées et, de papilles post-cloacales plus petites -
spicules dissemblables ;

- femelles & queue courte et arrondie ; ouverture vulvaire située
en arriére de 1l'oesophage.

2. MORPHOLOGIE DU PARASITE

2.1 Description du ver adulte

Dirofilaria immitis (figuresl et 2) est une filaire
allongée de couleur blanchitre, ressemblant a une corde & violon.

Le mdle mesure 10 a3 19 cm de long sur 600 a 900 p de
diamétre et la femelle 18 a 30 cm sur 1 2 8 mm. Dans les deux
sexes, la bouche est entourée de trés petites papilles en nombre
et disposition variables selon WEBBER (58).
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MICROFILAIRES DE DIROFILARIA IMMITIS
THyeTlS (X 300) DAPRES A, RALLLIET).
NOTER L'ABSENCE DE GAINE £T LA QUEUE
TRES EFFILEE DES MICROFILAIRES DU

GENRE DIROFILARIA,

FIGURE N° 3 :

: DTROFLILARIA IMMITIS (GRANDEUR

NATURELLE) A DROITE : FEMELLE ;
A& GAUCHE : MALE (NOTER LA QUEUE
EN TIRE-BOUCHON) (D'APRES A.

FIGURE N° 1
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L'extrémité postérieure du mile présente l'aspect d'un
tire-bouchon et porte 5 paires de fortes papilles ovoides dont 4
paires pré-cloacales et une paire post-cloacale, 2 paires de pa-
pilles digitiformes para et post cloacales et 3 a 4 paires de
petites papilles coniques; en situation sub-terminale.

Nous notons également la présence de ieux spicules dont

1'un est grand, long et pointu ; l'autre petit avec une extrémité
arrondie.

Chez la femelle, 1l'orifice vulvaire et les cordons géni-
taux sfouvrent a 2,3 cm de la bouche EUZEBY (13).

2.2 Description des formes larvaires (microfilaires)

Nous ne décrirons ici que les microfilaires rencontrées
chez 1'hote définitif.

La microfilaire de Dirofilaria immitis est dépourvue
de gaine (figure 3) et mesure 160 & 240 U de longueur sur 6 p
de diamétre. Cet embryon posséde une extrémité antérieure arron-
die. Sa queue s'atténue progressivement jusqu'au dernier noyau.
somatique et se prolonge par une zone claire d'envirop ZOVy.

Les noyaux somatiques longs de 2 - 3 U, sont disposés
dans la partie antérieure ; ils sont inégalement disposés et
moins nombreux dans la partie postérieure. La disposition (sché-
ma 1) de ces taches est la suivante :

- extrémité antérieure claire sur une longuecur de 8 - 10 p,
avec en général un noyau isolé a 1l'extrémité postérieure mal
définie ;

- bande claire correspondant a 1'anneau nerveuse a 50 - 55 U
-~ de 1l'apex ;

- 8.20 U plus en arriére, se trouve la tache excrétrice en forme
de "V ;
-/.
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Dirofilaria immitis

extrémité antérieure (x 39)
Fig. 2/A
(d'aprés W. YORKE et MAPLESTONE).

-
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- le corps interne n'est pas visible ;

- la premieére cellule génitale, de teinte éosinophile
a 150 U de 1'apex; elle est suivie d'une ou de deux cellules

plus petites de 10 a ZO‘Q en arriére ;

- le pore anal qui se trouve a 180 P environ de l'extrémité
antérieure (35 microns en avant de la derniére cellule soma-

tique) ;

- une zone claire a 15 U en arriére du pore anal qui parait

constante ;

- l'espace caudal en toute derniére position.

3. BICLOGIE
3.1 Habitat

Dirofilaria immitis vit &2 1'é€tat adulte dans le ven-
tricule droit avec quelquefois possibilités d'une embolisation
en amont de l'artére pulmonaire ou en aval au niveau de la veine
cave postérieure ; ce qui donne des localisations erratiques.

»

3,2 Nutrition

Les filaires et les microfilaires se nourrissent des

substances. plasmatiques.

3.3 Longévité

Bien que non préciéée, la longévité des vers adultes
est certainement de plusieurs années jusqu'a 3 ans selon WILCOX
(60) : celle des microfilaires n'est pas bien déterminée, 9 mois
au moins d'aprés BAILEY en 1958 (4).



B/

Dirofilaria immitis

Fig.2/B Extrémité caudale du male (x 75)
(d'aprés W. YORKE et A. MAPLESTONE)
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Dirofilaria immitis
Fig 2/C ‘ Extrémité caudale de la femelle (x 39)
(d'aprés W. YORKE et A. MAPLESTONE)
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3.4 Cycle évolutif

11 s'agit en effet d'un cycle dihétéroxéne dont
1'évolution commence par la ponte chez la femelle, des
microfilaires qui sont entrainées par la circulation san-
guine jusqu'au niveau des capillaires de tous les organes
(viscéres profondg et peau)}. Ces embryons, de constitution
uniquement cellulaire sont capables d'envahir alternativement
les viscéres profonds et les capillaires cutanés ; ainsi
sans disparaitre complétement de la peau, les microfilaires
se concentrent dans la rate, lesmuscles le foie généralement
le matin, et le soir elles se concentrent dans les capillai-
res cutanés. I1 y a variation nycthemérale de la micro-
filarémie.

Les microfilaires sont absorbées, lors d'un repas
sanguin, par un arthropode vecteur appartenant 2 la famille
des culicidés a savoir

- Culex (culex pipens, fatigans)

- Aédes (Aedes aegypti, gemiculatus, punctor)

- Anophéles (Anopheles maculipennis) et selon le
biotope de la région, il y aura dominance d'une espéce &
1'autre.

- Chez 1'hé6te intermédiaire : culicidé; les microfilaires ne

restent que trés peu de temps dans l'estomac et aprés 24 a

36 heures, elles gagnent les tubes de malpighi ou va s'accom-

plir le reste de 1'évolution. Celle-ci passe par 3 stades
larvaires qui vont de la larve de ler d3ge 2 la larve de 3e
dge dite larve infestante.

Le développement des 3 stades s'effectue dans les organes
excréteurs de l'insecte puis la larve L3 perfore les parois
du tube de malpighi, gagne le thorax puis la trompe ou elle
loge dans 1la cavité du 1labium.

..
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Espace céphalique

g COLPS somatique

Cellule génitale

—— Espace caudal

—-— Gaine

>

SCHEMA N° 1 : STRUCTURE SCHEMATIQUE D'UNE MICROFILAIRE (J. BUCKLEY)
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Devant cette migration, la larve achéve sa croissance,
elle mesure 800 a 900 y. La période prépatente est de 10 a 15
jours. En pays tropical, <cette durée est plus courte 8 a 10
jours alors qu'en pays tempéré, le moustique devient infestant (

15 a 18 jours aprés s'é&tre lui-méme infesté. \

Cette évolution ne peut se poursuivre que si le moustique
entre en contact avec un hdéte définitif : chien au cours de son

repas sanguin.

Chez 1'hdte définitif : le chien, la larve L3 pénétre dans 1la
peau, reste dans le conjonctif sous cutané et musculaire, se
transforme en larve Ly 3 celle-ci passe a 1'intérieur d'une
veine et parvient jusqu'au coeur, ceci au bout de 85 a 120 jours.
Deux mois plutard, le ver attein«t la maturation sexuelle, et

le chien devient source naturelle de parasites (schéma 2).



Larve 11
Glandes de
Malpighi
Larve 1 Larve II1
Tube digestif . Labium

- 15 ~ 18 jours.

Repas Microfilaire CULICIDE Repas sénguin
sanguin Microfilaire Chien Larve ITI
P.P. = 6 ~ 6,5 mois
sang Larve 1V
Tissu-sous cutané
Muscle
k_ Vers adultes Veine
. Larve V
Coeur|droit 2-3 mois
Artére fpulmonaire ?
Jeunes vers o Adolescents

SCHEMA N° 2 : CYCLE EVOLUTIF DE DIROFILARIA IMMITIS
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CHAPITRE 2 :  PATHOGENIE ET IMMUMNOLGGIE

1. PATHOGENIE

1.1 Action pathogéne

L'action pathogéne est l'oeuvre des formes adultes comme
des microfilaires, elle s'exerce selon diverses modalités :

1.1.1 Action mécanique

Elle résulte des phénoménes dfobstruction intéressant le
coeur ou certains vaisseaux et réalisée par :

1.1.1.1 Les vers adultes

Les parasites provoquent un géne mécanique au fonctionne-’
ment valvulaire. Les filaires s'enroulent autour des cordages du
coeur ou s‘'amassent au voisinage des valvules, ce qui accroit 1la
résistance & 1'é&jection systolique.

L'obstruction de 1l'artére pulmonaire apporte & 1'hémostase
des troubles sérieux et aggrave considérablement les perturbations
circulatoires. Aprés la mort des vers adultes, il y a :

- possibilité de passage de ceux-ci dans les arteéres pulmonaires
avec embolisation (d'ol ce syndrome aigu qui ne serait 40 qu'a

une action mécanique) ;
- possibilité de vers erratiques :

. dans 1l'encéphale (risque de quadriplégie),
. dans des kystes interdigités,
. dans les bronchioles.



1.1.1.2 Les microfilaires

Blles peuvent provoquer l'embolisation des capillaires
pulmonaires, cutanés, encé&phaliques, médullaires et parfois
obstruent les artérioles coronaires.

Possibilité de passage dans les vaisseaux oculaires, et

méme dans la ciiambre antérieure ou postérieure de 1lfgeil.

1.1.2 Action irritative

1.1.2-.1 Les vers adultes.

Les vers adultes provoquent des réactions inflamma-
toires du tissu artériel, 31 s'en suit des 1ésions dfindocardite
et d'endartérite pulmonaires. Ces lésioas pulmonaires sont a
l'origine des thrombi qui peuvent s'emboliser et aggraver 1l'ac-
tion propre des parasites. La formation des caillots mé€lés aux
parasites conduit a des troubles de 1'hydraulique cardio-

pulmonaire.

L'irritation permanente du revétement vasculaire en-
traine une hypertrophie de 1l'intima et de la média des artéres

puis une sclérose de celle-ci.

01.1.2.2 Les microfilaires

Elles provoquent des graves troubles circulatoires,
irréversibles du fait de la fibrose pulmonaire.

.De plus, ces embryons engendrent les mémes 1lésions
au niveau des capillaires pulmonaires, cutanés mais aussi cépha-

liques et rénaux.

1.1.3 Action toxique

Elle est due par l'effet des produits du métabolisme
des vers. Cette imprégnation toxique explique en partie, la
cachexie observée aux périodes terminales de la =maladie.



1.2 Conséguences (cf schéma N° 3)

1.2.1 Conséquence cardio-pulmonaire

Le syndrome cardio-pulmonaire apparait comme un syndrome
d'insuffisance cardiaque, avec ses deux périodes classiques :

- période d'hypertropie ventriculaire (phase d'insuffisance
compensee) : dyspnée d'effort, tachycardie et la période de
dilatation cardiaque (phase dfinsuffisance décompensée) d'ou

stase sanguine avec:

- congestion pulmonaire : dyspnée, toux rauque, séche, quinteuse,
respiration haletante, rales fins et crépitants.

- congestion rénale : oligurie parfois albuminurie

- congestion hépatique caractérisée par une hypertension portale. Aux

stades treés avancés, possibilité d'ascite, d'hydro thorax, ocedéme

- congestion intestinale : diarrhée parfois hémorragique.

Toutefois selon KUME (32) sur le poumon, l'embolisation
des parasites adultes ou des microfilaires, l'endarthérite et les
thromboses vasculaires entrainent l'apparition d¢'une vpneumonie
éosinophile.

L'action térébrante des parasites qui peuvent provoquer

de véritables ébcés filariens, vient aggraver la pneumonie. JACSON (25)

parle de ""Pneumonie filarienne'".

Sur le coeur droit, l1l'endocardite valvulaire et surtout
1'obstruction du ventricule et de l'artére pulmonaire, provoquent
des troubles de la replétion et de la vidange du coeur ; il en ré-
sulte, des phénoménes de stases dans les viscéres situés en amont
et dans 1l'encephale, ainsi que la congestion passive des poumons.
La difficulté circulatoire dans le coeur droit ne tarde pas

..



a provoquer des toublcs au niveau du ventricule gduche et. 1' 1nsuff1-
sance cardlaque devient totale, d'abord compensee par 1'hypertroph1e

ventriculaire, puis decompcnsee, lorsque le coeur, défaillant, se
dilate.

Enfin 1'embolisation des ramificatiorns coronariennes
explique les hésions nécrotiques de certaines aires myocardiaques,

et les modifications de 1l'électrocardiogramme.

1.2.2 Conséquence nerveuse

Les troubles circulatoires se font également ressentir
a ce niveau : ils entrainent des crises d'anémie cérébrale par dé-
faut d'irrigation. Les .embolies des microfilaires dans les capillai-
res encéphaliques et médullaires entrainent des symptOmes paralyti-
ques ou paraplégiques. Les phénoménes de congestion passive et les
oedémes fugaces qui leur succédent, provoquent 1l'apparition de
torpeur, de crises convulsives et dfexcitation : il y a alors mo-
dification du comportement.

1.2.3 Conséquence hépatique et rénale

Le ralentissement du flux sanguin et 1'hypertension portale
retentlssent sur 1'intestin et peuvent provoquer une diarrhée. La
congestlon passive du rein ex «plique l'oligurie et 1l7albuminurie sou-
vent observées. L'embolisation.des microfilaires peut &tre a ‘1l'ori-
gine d'une glomérulonéphrite.

1.2.4 Conséquence cutanée

Les 1ésions cutanées sont 1'oeuvre directe des microfilai-
res qui se trouvent dans les capillaires : dépilations, plaques
ulcéropustuleuses surtout situées a la pointe et base des oreilles
scintement et mauvaise nutrition dermo-épidermique sont d@is a des

/.
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phénoménes de congestion passive. De plus, les phénoménes allergi-
ques locaux provoquent des 1lésions pseudo-eczémateusés.

1.2.5 Syndrome de la veine cave (syndrome hémolytique

aigu).

Encore appelé "Hémogldbinurie dirofilarienne" corres-
pond au passage de nombreux vers adultes dans la veine cave pos-
térieure et dans l'atrium. Il est fréquemment rencontré en zone
endemique. Le syndrome de la veine cave se manifeste de maniére
brutale sur des chiens et la mort peut survenir 12 & 72 heures.
Les chiens présentent de 1'asthénie soudaine, avec anorexie,
dépression, tachycardie, muqueuse décolorée, albuminurie hémo-
globinémie et hémoglobinurie. Ce signe d'hémoglubinurie est con-
sidéré comme pathognomonique par R.F. JACKSON (23).

Selon cet auteur, on note un coeur "frappé'" avec absence
de souffle, de la polypnée et.de la toux. Le taux d'urée sanguine
est trés élevée et les tests hépatiques notablement pertubés, ce
qui dénote une grave atteinte des cellules hépatiques. L'ascite
est souvent absente. L'examen nécropsique met en évidence dans
le coeur droit une masse de vers qui envahit les veines caves an-
térieure et postérieure, quelquefois jusqu'id la jugulaire et a
la veine iliaque commune.

2. IMMUNOLOGIE

2.1 Propriétés antigéniques des filaires

Les filaires possédent un pouvoir antigénique. Ce carac-
tére existe aussi bien chez les adultes que chez les microfilaires,
et semble-t-il avec une intensité plus grande chez ces derniéres.

2,1.1 Nature et gualité du matériel antigénique

Des nombreux extraits filariens ont €té utilisés pour

tester les réactions sérologiques des populations canines. Tous

..
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ces eXtraits plus ou moins purifiés, représentant des fractions
de filaires, réagissent avec les anticorps d'infestation ou

anticorps témoins.

Cn met donc en évidence 1'existence d'antigénes somati-
ques et exo-antigénes.

2.1.1.1 Antigénes somatiques

A 1'origine d'une réponse sérologique qui n'est pas
susceptible dz conférer un état d'immunité 3 l'organisme parasité.
Ce pouveir antigénique des filaires est représenté en grande
partie par la fraction protidique du parasite. Cela permet de
comprendre que la purification des antigénes est un facteur de
la qualité primordiale dans le diagnostic immunologique de la
filariose. '

En effet, il est bien établi que des tests immunologi-
ques utilisant 1'extrait aqueux ou extrait salin de para - '
site; montrent une haute fréquence de réactions non spécifiques.
Dans certains cas l1'élimination des composants indésirables est
simple.

Lfutilisation d'extraits salins délipidés dans les
tests de fixation du complément s'avére positive. Mais d'une ma-
niére générale, la préparation d'antigénes satisfaisants nécessi-
te un fractionnement supérieur.

On obtient des bons résultats en isolant les protéines
actives du point de vue sérologique et les hydrates de carbone,
des extraits aqueux ou salins. '

Récemment MC, NEILSON (38) utilise la chromatographie
séquentielle sur colonne séphadex suivie de 1'électrophorése sur
gel polycridique pour scinder des extraits somatiques de filaires.
Les différents fragments obtenus sont mis en contact avec des

A



- 20 -
ces cXtraits plus ou moins purifiés, représentant des fractions
de filaires, réagissent avec les anticorps d'infestation ou

anticorps témoins.

Un met donc en évidence l'existence d'antigénes somati-
ques et exo-antigénes.

2.1.1.1 Antigénes somatiqgues

A 1l'origine d'une réponse sérologigue qui n'‘est pas
~susceptible de conférer un état d'immunité & 1'organisme parasité.
Ce pouveir antigénique des filaires est représenté en grande
partie par la fraction protidique du parasite. Cela permet de
comprendre que la purification des antigémes est un facteur de

la qualité primordiale dans le diagnostic immunologique de 1la
filariose. '

En effet, il est bien établi que des tests immunologi-
ques utilisant 1l'extrait aqueux ou extrait salin de para -
site, montrent une haute fréquence de réactions non spécifiques.
Dans certains cas 1'élimination des composants indésirables est
simple.

Liutilisation d'extraits salins délipidés dans les
tests de fixation du complément s'avére positive. Mais d'une ma-
niére générale, la préparation d'antigénes satisfaisants nécessi-

te un fractionnement supérieur.

Cn obtient des bons résultats en isolant les protéines
actives du point de vue sérologique et les hydrates de carbone,
des extraits agqueux ou salins.

Récemment MC. NEILSON (38) utilise¢ la chromatographie
séquentielle sur colonne séphadex suivie de 1'électrophorése sur
gel polycridique pour scinder des extraits somatiques de filaires.
Les différents fragments obtenus sont mis en contact avec des
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s€rums préparés sur lapin. Des études d'immuno diffusion permet-
tent d'établir leur pouvoir antigénique spécifique.

2.1.1.2 LesAExéantigénes

I1 existe une excellente source antigénique fournie
par les excrétions et sécrétions des parasites : il s'agit des
exoantigénes. Il est €tabli que la valeur est considérablement
supérieure 4 celle des extraits somatiques (WEIKSTEIN 1959, [327 ).

FIFE (18) suggére d'ailleurs que les anticorps produit:
en réponse & ces excrétions et sécrétions ont un pouvoir protecteur
€levé. Des chercheurs ont réalisé des études sur l'utilisation des
exoantigénes notamment dans la maladie de chagas aveeT. cruzi et
avec les cercaires. Le facteur limitant réside bien sfir dans les
difficultés rencontrées pour maintenir & disposition les parasites
vivants. Néanmoins, il faut préciser que c'est une approche d'aveni:
dans le diagnostic des maladies parasitaires et en particulier dans

la filariose.

WONG (63) démontre in vivo et in vitro, que les mi-
crofilaires ont, elles aussi, un pouvoir antigénique. Ce pouvoir
n'est pas directement superposable & celui des fiiaires adultes.
Certains anticorps apparaissent en plus grande guantité et plus
longtemps lorsqu'on utilise les antigénes filariens, tandis que d'au-
tres sont plus facilement isolés lorsqu'on fait appel aux antigénes

microfilariens.
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2.2 Réaction immunologique de 1'hdte définitif

2.2,1 Action immunologique défavorable

I1 peut en résulter, dans 1l'organisation des in dividus
infestés, des réactions allergiques, sur 1'importance desquelles
plusieurs chercheurs ont insisté. Ces réactions allergiques sont
d'autant plus marquées que les quantités d'allergénes intervenant
sont plus élevées : c'est ce qui explique les phénoménes réaction-
nels observiés au cours du traitement des filarioses quand, du corps
des parasites en voie de désintégration sont 1libérées 1les anti-

génes.

. Réactions anaphylactiques et hypersensibilité

I1 existe dans la filariose des phénoménes d'hypersensi-
bilité spécifique immédiate. Ces phénoménes sont encore mal compris.
I1 semble que 1'hypersensibilité localisée consécutive & 1'injection
d'antigénes filariens, ne différe du choc anaphylactique que par

le degré de réaction de l'animal.

L'intradermo-réaction utilisée dans le diagnostic de la
filariose, se caractérise par l'apparition d'une petite papule au
lieu d'injection de l1'antigéne. Or si on utilise des fortes quanti-
tés de matériel antigénique, on assiste & l'apparition d'une forte
réaction locale doublée d'un choc anaphylactique.

Ce choc anaphylactique est également observé a la suite
d'un traitement lorsqu'il y a destruction massive et simultanée des
parasites. L'éticlogie de ce choc ecst mal connu, on sait seulement
qu'il s'accompagne de la libération massive d'histamine et de per-
tubations neurovégétatives. Ce choc est prévenu par 1l'injection
d'atropine et d'antihistaminiques. '

<
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2.2.2 Action immunclogique favorable

2.2.2,1 Immunité & médiation cellulaire

v

Comme dans toutes les maladies chroniques, il s'installe
progressivement dans la filariose une immunité de prémunition ou
d'infestation., Cette immunité repose sur le systéme réticulo-endothe-
lial et en particulier les histiccytes transformés en macrophages.
Elle se manifeste par une génc apportés au développement des larves
de surinfestation et par une destruction accrue de ces larves.

BASTON et BESON en 1870 (5) relient ce mécanisme a 1'aug-
mentation de 1'éosinophilie sanguine observée dans la filariose. Ils
démontrent que les lymphocytes sensibilisés produisent un facteur
diffusible qui stimule la moelle ossecuse.

2.2.2.2 Immunité & médiation humorale

Selon WONG (64) 1'immunit? antifilarienne repose en partie
sur l'existence d'exoantigénes qgui sont les produits d'excrétions
et de sécrétion des parasites.

Ces exoantigénes, & lforigine d'anticorps protecteurs,
sont de plusieurs types :

L, : cela est suggéré par le

o

N

- métabolites des larves Lset (o

a

de larves mortes sont totale-

*'s

fait que les vaccins faits & parti
ment inefficaces. Un certain degré d'immunité n'est atteint que
lorsque les larves ont eu un contact sufiisamment long avec
1'hdte. Les larves irradiées a 25 Xrad meurent trop vite pour étre
immunigénes.

\

-

- liquide de mue des larves Lz et surtout Ly = cela est suggéré
par le fait que la meilleure immunité s'obtient 3 mois aprés
l'infestation :, période de mue des larves L4.



- enzymes de migration : WONG,; confronté par les &tudes de ,
LEE, LEWERT (36) attribue aux larves Le la faculté de produire
des enzymes protéolytiques facilitant leur migration vers le
coeur. L'auteur attribue un r6le antigénique majeur & ces enzymes.

FIFE en 1971 (18) confirme l'existence d'exoantigénes
produits par les formes adultes. I1 n'a pu démontrer leurs rdles
dans 1'immunité antifilarienne. Cependant leur haute spécificité
trouve des applications dans le diagnostic immunologique. o

2.2.2.3 Apparition des anticorps témoins : Etude cinétique

Le pouvoir antigénique des filaires est démontré par
1'apparition d'anticorps dés le deuxiéme mois de 1'infestation. On
reléve la présence dans le sérum des animaux infestés, de précipi-
tines, agglutines et les anticorps fixant le complément. KUME (34)
montre qu'il existe une correiation entre la réponse sérologique de
1'individu et "1'histoire' du parasite chez cet individu.

ORIHEL et KUME (44 ; 34} établissent un rapport entre
1'apparition des premiers anticorps et la 4éme mue larvaire qui a
lieu 8 a 10 semaines aprés l'infestation par les larves Li.

ALLAIN, D.S. ; KAGAN, I.A et SCHLOTTHAUER (3) confirment
ces observations & la faveur d'infestations expérimentales. Le titre
d'anticorps s'éléve d2s la 8e semaine, mais il décroit et s'annule
lorsque les microfilaires apparaissent dans le sang périphérique.

On obtient ainsi une courbe d'anticorps assez typique de
l'invasion filarienne. Cependant, l'aspect de cette courbe doit &tre
modulé en fonction du degré de 1l’infestation et de la nature des
anticorps recherchés. En effet, chez les chiens faiblement et forte-
ment parasités, les titres obtenus gridce au test d'hémagglutination
passive ont tendance & décroitre un peu avant l'apparition des mi-
crofilaires.

/.
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Chez les chiens modérement atteints, cette décroissance
est postérieure & l'apparition des microfilaires. Chez les chiens
faiblement infestés, 1'apparition des premiers anticorps est 1é-
gérement postérieure & la 4&éme mue larvaire (10 - 12e semaine).
On note enfin que chez les chiens trés parasités, les taux d'an-
ticorps sont toujours inférieurs & ceux que 1l'on observe chez les
autres chiens,

Les résultats obtenus avec le test d'agglutination des
particules de bentonite sont sensiblement différents. Ils réveé-
lent de plus grandes fluctuations des taux d'anticorps.

En général, les réactions positives persistent un petit
peu plus longtemps qufavec le test d'hémagglutination passive
et ne deviennent pas négatives avant l'apparition des microfi-

laires.

Toutes ces remarques sont résumées dans les courbes

a la page suivante.

PACHECO, G. (46) en 196¢ et TULLOCH (55) en 1970
observent un premier pic d'anticorps un mois aprés. l'infesta-
tion expérimentale, suivi d'un second aprés 4 a 5 mois. Selon
ces auteurs; le premier pic correspondrait & la migration tissu-
laire des larves du 3éme 4dge. Le fait qu’il n'y ait pas de
concordance rigoureuse entre les résultats obtenus par les dif-
férents chercheurs est imputable & 1'absence de standardisation

des moyens de recherche et du matériel antigénique.

Par contre, la chute du taux c¢'anticorps concomitante
avec l'apparition des microfilaires est rapportée par tous les

auteurs.

MINNING et MAC RADZEAN (41) émettent plusieurs hypo-

théses explicatives :

- les microfilaires absorbent les anticorps ;
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- les anticorps sont neutralisés par un fluide antigénique
secrété par les adultes au moment de la parturition ;

- le systeéme réticulo - endothelial est altéré par les
produits du métabolisme des formes adultes.

2.2.2.4 Caractére de 1'immunité

Il existe une immunté antifilarienne et les tra-
vaux de WONG, GALVIN, BELL et AH semblent ouvrir une pers-
pective intéressante dans la prévention des filarioses, Il
semble en effet qu'on puisse parler de vaccination contre
la filariose, mé&me si i'emploi des larves irradiées nécessi-
te une plus ample expérimentation.

Outre la dualité du mécanisme immunitaire dans
la filariose, il convient de noter le caractére sélectif
de cette immunité.

En effet la plupart des auteurs qui ce sont in-
téressés au probléme (WONG, PECKAM, MITCHELL, THOMPSON) ont
remarqué que l'immunisation s'exerce stade par stade.

Cela signifie que les microfilaires '"se protégent"
des larves infestantes, et que les adultes ''se preotégent"
des adultes ; confirmant ainsi 1'hypothése selon laqguelle
le pouvoir antigénique des adultes est différent de celui
des'microfilaires.
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: LE DIAGHOSTIC

La confirmation de la Dirofilariose passe nécessai-
rement par le diagnostic de laboratoire qui repose sur la mise
en €vidence soit des microfilaires de D. immitis, soit des té-
moins de 1'infestation (Ac ou Ag) nonobstant les présomptions
apportées par l'examen clinique ; cette épreuve est nécessaire
pour affirmer l'existence de la filariose ; elle l'est, aussi
pour déceler les porteurs des filaires dans une population d'ani-
maux apparemment sains.

On utilisera soit le sang périphérique, soit le sang

veineux selon la technique choisie.

Deux groupes de méthodes permettent de déceler 1'exis-

tence des filaires ou de leurs témoins :

- les méthodes directes se basant sur la recherche des microfi-
laires dans la circulation sanguine (périphérique ou générale)

- les méthodes indirectes dites immunologiques.

1. LES TECENIQUES DE RECHERCHE

1.1 Les prélévements sanguins

1.1.1 Moment du prélévement

Le moment du prélévemcnt ne semble pas €tre fondamen-
tal. Si 1'on s'en refaire aux observations d'EUZIBY (13), la
simple opération qui consiste & ponctionner une goutte de sang
suffit 2 provoquer un stress et par 13, la libération des micro-
filaires dans le réscau sanguin périphérique.

..
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1.1.2 Lieu du prélévement

Le sang destiné & la recherche des microfilaires
peut &tre prélevé soit dans les capillaires cutanés ou muqueux, soit

dans une veine périphérique.

Pour la ponction veineuse, on utilisera chez le
chien. la saphéne externe, la radiale ou la jugulaire ; on re-
cueillera 1 3 10 cc de sang. En ce qui concerne la ponction des
capillaires cutaneés, on opérera 2 la face interne de l'oreille
aprés avoir effectué une friction locale pour provoguer une va-

sodilatation "in situ‘l.

I1 faut prélever la premiére goutte perlante au point

de ponction car elle est la plus riche en parasites.

2. EXAMER DIRECT : PROCEDES® B'ISOLEXENT DES MICRO-
FILAIRES DANS LA CIRCILATICN SANGUINE

2.1 Examen du sang capillaire

Cet examen ne comporte que des méthodes simples, ra-
pides sans enrichissement. I1 peut &tre immédiat ou différeé.

2.1.1 Examen extemporané & 1'état frails

Une goutte de¢ sang est examiné entre lame et lamelle
immédiatement aprés son prélévement. On peut y ajouter un anti-
coagulant (le complexon ou le citrate de soude)} qui évite la géne

constituée par 1l'agglutination des globules rouges.

L'examen microscopique est pratiqué immédiatement
et a faible grossissement (23 x). La recherche des microfilaires
est facilitée par l'emploi de colorants vitaux : bleu de méthy-
léne a 1p 5000, Azur II a2 1 p 3000... A une goutte de sang, on

/.



ajoute une goutte de colorant. Les microfilaires apparaissent
alors mobiles bien que la coloraticn vitale soit une qualité in-
constante.

Cet exzamen ne permet pas cependant 1l'identification
de 1'espéce parasite.

2.1,2 Examen différé

I1 se déroule sur plusieurs étapes : 1'étalement, la
dessication, la fixation et la coloration du sang.

Nous disposons de deux techniques qui sont généralement utili-
sées : la goutte épaisse et le frottis mince.

2.1.2.1 La goutte €paisse

Le principe consiste & étaler sur une petite surface
2 a 3 gouttes de sang. Les parasites éventuellement présents
seront rassemblés et plus facilement décelables. Ce procédé exige
une hémolyse préalable sans laquelle 1l'observation microscopique

serait impossible.

La goutte épaisse est laissée a l'air libre pendant
24 heures ou séchée a 1'étuve 2 37°C pendant unc heure. Elle
est ensuite déhémoglobinisée 3 1'eau distillée en mettant la lame
verticale dans un cristallisoir puis séchée % la température

ambiante.

La préparation est fixée gridce a 1l'alcool méthylique
pendant S5 minutes, on rince légérement & l'eau distillée puis

on séche 3 nouveau.

A défaut de 1'alcool méthylique, on peut utiliser le
May - Grunwald - Giemsa sur goutte €paisse déhémolinisée

R Y AR
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et séchée ; 1'hémalun éosine, 1'hématoxyline‘ferrique, ou la
pyronine vert de méthyle en suivant les mémes étapes.

2.,1.2.2 Le frottis mince

Cette technique consiste & 1'é@talement d'une goutte de
sang, en couche mince sur une surface plus ou moins grande de 1la
lame, suivi de la coloration au May - Grunwald - Giemsa. Les mi-
crofilaires s'accumulent sur les bords et la gucue de 1'étale-
ment. '

- D'une maniere générale, l'examen d'étalements séchés
est une technique qualitative permettant d'apprécier uniquement
la morphologie des microfilaires et donc 1'identification des
parasites,

2.2 Examen du sang veineux apré&s concentration

Ces mé&thodes de concentration ont pour buts :

- de permettre de traiter une quantité appréciable de sang ;

- de concentrer dans le plus petit volume possible le plus grand
nombre de microfilaires ;

- de ne pas altérer leur morphologie afin de permettre leur co-
loration et la détermination des espéces ;

- de faire appel qu'a des réactifs simples et &tre de réalisation
facile.

Liavantage de ces procédés est de détccter des taux

microfilarémiques bas, voire tr&s bas.
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2.2.1 F¥echnique des tubes capillaires

Cette technique utilise des tubes capillaires ou tubes
a4 hématocrite de 2 4 5 ml de volume et mesurant 32 mm dé long
pour 0,8 mm de diamétre. Le sang est‘coﬂlecté dans des tubes
avec EDTA. Les tubes sont remplis aux 2/3 et scellés & . la chaleur,
Ils sont centrifugés a 16 500 tour/mn pendant 2 minutes. Ces
tubes sont maintenus verticalement pendant 2 heures et sont
centrifugés 4 nouveau pour clarifier le plasma. La faible den-
sité des microfilaires leur permet de rester dans le plasma tan-
dis-que les éléments figurés du sang se retrouvent dans le culot
de centrifugation. On examine donc le plasma au microscope a
grossissement 80 x. Les tubes sont fixés a un support du fait
de leur petitesse. l

L'examen de la colonne plasmatique permet d'apercevoir
des microfilaires qui nagent au-dessus des sédiments. Puis ces
embryons, aprés passage des tubes & 1la flamme, sont tués et res-
tent droites. Ensuite, on emploie une méthode de numération par-
ticuliére lorsqu'on découvre les microfilaires.

A un millilitre de sang, on ajoute & millilitres de
solution formolée a 2p 100. Les globules rouges sont lysés par
la solution et les microfilaires sont rassemblées par centri-
fugation a 2000 tours / mn pendant 10 minutes. On se débarrasse
du surnageant et une portion mesurée du sédiment est placeée
entre lame ct lamelle. Les microfilaires sont alors comptées.

Malheureusement, le rendement de la méthode est médiocre
car l'examen microscopique est délicat : il faut analyser la

colonne plasmatique plan sur plan.

2.2.2 Technique de KNOTT modifiée

On mélange un millilitre de sang frais & 10 millilitres
de formol & 2p 100 dans un tube. Le tube est agité pendant
quelques minutes pour lyser les globules rouges.

.
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On les place ensuite dans une centrifugeuse pendant 5 minutes

a 1006 tours / mn. Le tube est laissé en place pendant une heure
afin qu'une bonne décantation s'opére puis on fait passer un
agitateur en bois sur les parois du tube pour décoller les mi-
crpfilaires adhérentes. En outre, soit on recueille quelques
QGUtfes du sédiment sur une lame auxquelles on ajcute une gout_
te de bleu de méthyléne & 1p 1000 pour la coloration des micro-
filaires, soit on ajoute le colorant directemecnt sur le sédiment.
On reléve un échantillon du mélange qu'on analysera entre lame et
lamelle.

2.2.3 Technique de filtration

La filtration se fait avec des tamis métalliques i
maille de 23 p, sur lesquels on fait couler du sang hépariné
puis hémolysé a l'eau distillée. Les microfilaires arrétées par
les mailles sont concentrées par centrifugation puis colorées au
May - Grunwald - Giemsa ou a4 chaud a 1'hématoxyline ferrique.

En 1974, 1'"EVESCO pharmaceutical Corporation”™ a mis
sur le marché wn, "nécessaire' permettant en moins de deux minu-
tes, et sans centrifugation d'enrichir les prélévements de sang
en microfilaires, par simples filtration sur une membrane. Le
"Difil test Kit" comporte un flacon de produit hémolysant, des
membranes filtres avec leur support, et un flacon colorant
fixateur. Ce matériel & 1la portée de tout praticien simplifie

considérablement les dépistages de la Dirofilariose canine.

En résumé, il est conseilié pour la recherche des mi-
crofilaires de faire appel a4 l¥examen direct qui est simple, ra-
pide et peu cofiteux. Il doit &tre utilisé de facon systématique
méme s'il faut le compléter par la suite. S'il s'avére positif
en présence d'un tableau cliniqgue évocateur, on se dispensera
de tout autre examen. S'il est négatif ou si le diagnostic diffé-
rentiel 1'oblige, on aura recours auxXx techniques de filtration ou
de Knott modifiée. Cependant ces deux derniéres méthodes n'offrent
pas pour autant une fiabilité totale en raison de l'existence
des cas de filarioses amicrofilarémiques.

S



3. EXAMEN INDIRECT . METHODES IMMUNOLOGIQUES

1. Réaction de fixation du complément

1.1 Princige

Certains complexes antigéne - anticorps, de méme que
le systéme hématies - hémolysines, peuvent fixer le complément
mais ce phénoméne se produit sans manifestaticn visible. On
utilisera alors dans un deuxiéme temps, le systéme hématies -
hémolysines, pour réveler la fixation ou non fixation du complé-
ment par le premier systéme antigéne - anticorps.

La réaction s'effectue en deux temps :

- ler temps : on met en présence le sérum suspect et 1l'antigeéne
correspondant en présence de complément

- 2¢ temps : on ajoute le systéme hémolytique comme (hématies +
sérum hémolytique correspondant).

Si le complément a é€té fixé dans le premier temps de
la réaction, c'est & dire si le sérum suspect contenait des
anticorps; il n'y aura plus de possibilités d'hémolyse dans le
deuxiéme temps :

La Réaction est positive.

Si au contraire, le complément n'a pas été fixé dans
le premier temps, il entrera en jeu dans le deuxiéme temps et
permettra l1'hémolyse des globules rouges :

La Réaction est négative.

La présence des anticorps dans le sérum & examiner est
revélée par 1'inhibition de 1'hémolyse dans le systéme hémolyti-
que mis en jeu dans le deuxiéme temps de la réaction.

Nous citerons ici une seule technigue czlle de¢ KOLMER.

..



- 36 -
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1.2 Technique de KOLMER & 4°c (30)

Elle est dite "d'hémolyse & 50 °¢c, fait appel i des
quantités de complément constantes.

Les sérums & tester sont décompiémentés par la chaleur
(30 mn & 56° c¢). Le sérum, l'antigéne et le couple hémolytique
sont introduits dans des tubes & la dose de 0,05 millilitre. Le
diluant utilisé est le tampon véronal. On'prbcéde aussi au ti-
trage des antigénes qui s'effectue en présence de deux pools de
sérum humains (malades atteints de Loa-Loa). La dilution des
pools de sérum va de 1/5 a 1/320e.

La fixation dure une nuit a 4°C en présence d'un té-
moin globule rouge, couple hémolytique et d'un témoin sérum et
antigéne pour s'assurer que sérum et antigéne n'ont pas de proprié-
tés anti-complémentaires.

La dilution des sérums correspondant & 50 % est consi-
dérée comme seuil de positivité.

La sensibilité du test est suffisante pour permettre
un dosage quantitatif des anticorps. Le seuil de dilution positif
est apprécié par le chercheur, il est fonction de la fréquence de
1'infestation et des parasitoses annexes. En cffet, la spécificité
du test de fixation du complément n'est pas cptimale. On note
des réactions croisées avec certains parasites intestinaux
(Ancylostomes et trichures). La valeur diagnostique du test n'est
pas reconnue unanimement.

Des études récentes réalisées par WANG et LU (56) et
0,

FENG (17) rapportent que le test est efficace 32 87 % dans le dia-
gnostic des filarioses. '
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2, REACTION DE PRECIPITATION EN GELOSE

- Technique en boite de pétri (OUCHTERLONY).

C'est la technique de double diffusion en gélose.
L'antigéne et 1l'anticorps migrent & partir de deux alvéoles creu-
s€es dans un gel d'agarose. Les lignes de précipitation matéria-
lisent 1'apparition de complexe immuns et leur siége dépend de 1la
vitesse de diffusion et de la concentration des deux réactifs.

Les résultats obtenus avec les antigénes microfilariens
semblent &tre supérieurs & ceux que l'on obtient avec des antigénes
filariens (MONTARON /4277 ).

La sensibilité de ce test est nettement inférieure a
celles des autres tests sérologiques. Selon: FIFE (18) vingt fois
plus de complexes immuns sont nécessaires pour donner une ligne
de précipitatisn, que pour donner une réaction dans le test de
fixation.

Cette faible sensibilité rend le diagnostic précoce de
filariose délicat. Cependant, le faible cofit, la Zaciiité& d'exécu-

tion, rendent ce procédé utilisable dans n'importe quel laboratoire.

I1 constitue le premier temps d'une analyse plus fine
et beaucoup plus spécifique qui permet 1'immuno¢lectrophorése.
Toutefois, on note des ncmbreuses réactions croisées entre D. immitis,
Toxocara canis et Toxascaris leonina.

3. L'IMMUNOELECTROPHORESE (GIE)

Ce test combine 1'immuno diffusion et-1'électrophorése
pour une identification rapide (< 2h) d'antigéne dans le sang.
L'échantillon et un anticorps spécifique sont placés dans des cu-
pules aux 2 cdtes opposés d'une plaque et soumis a 1'électrophorése.
L'antigéne migrera vers l'anode et 1l'anticorps vers la cathode et
une ligne de précipité se formera au lieu de rencontre.

..
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Cette {méthode peut &tre utilisée pour tenter d'iden-
tifier soit les|anticorps, soit les antigénes aussi bien des
vers adultes que des microfilaires. L'immuno életrophorése est
considérée comme un test sensible et spécifique qui évite quel-

-
.

ques unes des difficultés encourues & 1'ELISA.

Dans des cas des chiens infestés expérimentalement,
l'élevation et la baisse de tous les antigénes solubles circulants
et anticorps ont été déterminées & intervalles réguliers. Les
antigénes solubles sont d'abord détectés au premier mois, et les
uns ou les autres anticorps sont détectés tout le long de 1'in-
festation. |

La présence d'anticorps n'était pas consistante, mais
un niveau €levé |de 1'antigéne circulant était présent en général.

L'immunoélectrophorése a la potentialité d'un diagnos-

tic sOr et utililsable, car elle peut détecter rapidement et si-
multanément tous les antigénes et anticorps.

4. REACTION B'AGGLUTIHATICON PASSIVE OU CONDITIONNEE

4.1 Principe

Ces réactions d'aggiutination mettent en jeu un anti-
géne constitué par unc suspension d'éléments figurés. Elles sont
plus sensibles que les réactions de précipitation.

De ce fait, certaines techniques sont basées sur la
transformation d'une réaction de précipitation en r&action
d'agglutination en fixant l1'antigéne socluble sur un support inso-
luble, en particulier des particules de latex (test d'agglutina-
tion au latex), de bentonite (test d'agglutination a la bentonite)

ou des hématies (hémagglutination).
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. L'avantage des réactions dagglutination :

Elles sont peu sensibles au phénoméne de zone, du fait de
la structure particulaire de 1l'antigéne.

Elles demandent des quantités moins grandes d'antigéne que
des réactions de précipitation.

Elles permettent de déceler des quanti{és d'anticorps plus

faibles.

En résumé, la technique est relativement simple et les métho-
des sont plus sensibles.

. Difficultés :

Les principales difficultés de ces réactions sont le choix
des particules absorbantes et la préparation de la suspension.
Le choix de 1'absorbant est fonction de la nature de l'antigéne.

4.2 Réaction d'hémagglutination passive

Principe :

Ii consiste 2 absorber sur des globuies rouges des pro-
téines antigéniques des glohules rouges ainsi sensibilisés sont
mis en contact avec différentes dilutions des sérums & tester.

Les anticorps réagissent avec les antigénes de surface
et provoquent une hémagglutination.

Pour certains auteurs, le test d'hémagglutination est
considéré comme plus sensible que le test de fixation du complé-
ment (KAGAN).

MANTOVANNI et KAGAN (39) étudient, grice a ce test, les
sérums de chiens infestés ou non par D. immitis. Les sérums sont

testés avec 12 fractions antigéniques de D. immitis :

..



- les sérums des animaux sains ne donnent aucune sécrétion,

- chez les animaux parasités, une seule des 17 fractions réagit
avec les sérums, ce qui laisse & penser que la réaction est
assez spécifique.

4.3 Test d'agglutination au latex

Principe :

L'antigéne est fixé directement sur les particules
de latex. Ces particules sensibilisées sont eitsuite mises en
contact avec le sérum contenant les anticorps.

La lecture des résultats peut se faire immédiatement ou,
mieux, aprés 2 4 3 mn de repcs. On compare les agglutinations
obtenues a4 celles des sérums témoins positifs ot négatifs. Les
dilutions de sérums 2 examiner permettent un Jdosage quantitatif,

La lecture des résultats est exprimée en intensité de
la réaction.:

agglutination en brique pilée +++
- " en gros flacon ++

- petits agglutinats +

quelques agglutinats dispersés +

- aucune agglutination (opalescence) U.

Ce test ainsi pratiqué est spécifigue =t d*une sensi-
bilité suffisante pour un diagnostic de dépistage. Toutefois,

il est moins sensible surtout en dosage quantitatif, que la réac-
tion de fixation du complément.

4,4 Test d'agglutination a la Bentonite

Ici, 11 s'agit des particules de bentonite qui sont sen-

sibilisées avec du matériel filarien.
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- HEALY et KAGAN (21) travaillant sur des chiens, provenant
des zones endémiques (D. reconditum), obtiennent 100 % de réac-
tions positives. La méthode sembie trés sensible, mais manque
peut &tre de spécificité.

En 1963, KAGAN, NORMAN et ALLAIN (28) font appel 2
6 fractions antigéniques de D. immitis, testées sur des sérums
de chiens infestés expérimentalement. La méthode apparait, ici
aussi, assez sensible puisque 65 % de réactions positives sont
observées. On note cependant des réactions crcisées (36 %) avec
l'ascaridiose.

¢

5. ARAPHYLAXIE CUTANEE PASSIVE (PCA)

Cette réaction est utilisée dans 1'étude d'anticorps

causant 1l'hyperscnsibilité immédiate.

Un anticorps ou anti sérum est injecté par la voie intra-
dermique &8 un animal de laboratoire et contrdlé 24 heures aprés
par injection intra veineuse de l'antigéne spécifique et un
colorant tel que le bleu Evans qui envelcppe de 1'albumine. Le
bleuissement de la peau au lieu d'injection indique que la per-
méabilité vasculaire a é€té altérée par la présence de l'albumine

colorée.

Au moins deux chercheurs ont utilisé 1'anaphylaxie cu-
tanée passive avec comme antigéne des fractions de Dirofilaria
adultes et des produits de sécrétion - excrétion de cultures des
femelles de dirofilaria gravides.

I1 n'y avait aucune correlation entre la taille de la
tache et le nombre de Dirofilaria.

Ce systéme antigéniqﬁe a eu des réactions croisées avec
des parasites intestinaux. Un chercheur utilisant des produits
de sécrét;on - excrétion de Dirofilaria gravides a conclu que
1'anaphylaxie cutanée passive était hautement sensible dans les
infections occultes a4 médiation immunitaire mais que la sensibi-

.



té et la spécificité étaient limitées pour détecter d'autres
infections. ‘

6. L'IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE (I F I)

L'immunoflorescence indirecte est un test sérologique
qQui permet la détection d'anticorps dans un sérum au moyen d'un
frottis réalisé avec l'antigéne correspondant. Elle fait interve-
nir un réactif supplémentaire : antiglobuline fluorescente qui sert
d'indicateur "marqueur' de la réaction anticorps - antigéne.

Pratiquement, la réaction se fait en 3 temps

- ler temps : mise cn contact antigéne - anticorps,

- 2¢ temps : adjonction antiglobuline spécifique, marquée par
un fluorochrome,

- 3¢ temps : lecture de 1la fluorescence.

Si le résultat est positif, une réaction antigéne - anti-
corps se fait, et 1l'anticorps fixé sera détecté par l'anticorps
antiglobuline du chien marqué 4 la fluoresceine. Le test est haute-
ment sensible. '

Dans les infections expérimentales du chien, 1'I,F.I est
constamment négatif avant 1'irfection, durant la périodé prépatente
et pendant la microfilanémie.

Lorsque la microfilanémie décroit, une réaction positive
apparait résultant de la production des anticorps (I g G) qui en-
trainent 1'élimination des microfilaires.

Les résultats positifs sont détectés dans 85 & 95 % des
cas cliniques amicrofilarémiques. Par conséquent un résultat positif
est toujours approximativement juste mais il peut y avoir 10 a
15 % de résultats faussement négatifs chez un chien immunisé ayant
des signes cliniques discrets.

..
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Les résultats faussement positifs pourraient apparaitre
chez un chien débarrassé récemment de ces vers adultes aprés une
maladie occulte et chez qui le niveau d'anticorps n'a pas baissé.

Contrairement a dfautres tests, 1°I F I est & 100 % spé-
cifique et sensible au cours de la Dirofilariose car elle détecte
les anticorps ciblant les antigénes cutilaires des microfilaires.

La possibilité des réactions croisées avec Dipetalonema
reconditum et les vers intestinaux a été étudiée mais non confir-
mée.

Les autres tests immunologiques détectent habituellement
soit des antigénes, soit des anticorps ciblant les antigénes soma-
tiques des microfilaires ou des filaires.

, .

En dépit du haut degré de spécificité, le test I F I est

limité dans son utilisation chez les chiens suspectés d'avoir la
dirofilariose occulte, |

7. REACTIQON D'IMMUNO OBSORPTION D'ENZYME (ELISA)

7.1 Définition

L'immuno absorption d'enzyme, en anglais "Enzyme 1linked
immunosorbent Assay" ou test ELISA est une technique de dosage
immunoenzymatique qui associe la sensibilité et la spécificité des
réactions immunologique et enzymatique.

7.2 Principe

I1 consiste dans la mise en évidence d'un complexe an-
tigéne - anticorps au mo¥en d'une antiglobuline spécifique "mar -
quée’a l'aide d'une enzyme. Cette enzyme, en contact avec un subs-
trat enzymatique approprié, provoque un changement de couleur qui
peut &tre estimé visuellement, ou mieux, mesuré au spectrophotométre.

..
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Par le test ELISA, on recherche soit les anticorps, soit
les antigénes circulants. Ainsi distingue-t-on deux types de
test ELISA :

- Test anticorps - ELISA
- Test antigéne - ELISA.

Le principe de ces deux tests est représenté sur les
schémas (4 ).

7.3 Test de 1'anticorps - ELISA (Acs - ELISA).

Ce test utilise soit des antigénes somatiques des adul-
tes, soit des antigénes provenant des microfilaires et 1la spé-
cificité du test est indiscutablement liée a i1a sélection d'anti-
géne utilisé.

Le test anticorps - ELISA recherchant les anticorps est
moins spécifique que 1'I F I et est enclin & donner des résul-
tats faussement positifs.

L'utilisation des antigeénes de parasites adultes permet
la détection d'anticorps dés la 10e semaine aprés 1'infection
expérimentale, avec une différence significative dés la 16e se-
maine. Les titres d'anticorps restent généralement élevés pen-
dant toute la durée de 1l'infestation avec une diminution fréquen-
te entre le He et 7¢ mois.

I1 n'y a pas de correlation avec le nombre de filaires
adultes, ni le taux de microfilaires circulant.

Quand les titres d'Acs - ELISA sont mesurés avant et
aprés le traitement adulticide, les titres devraient atteindre
le pic a environ 4 semaines de traitement et décroitre 3 des
taux non décelables aprés environ 4 mois. La persistance des
titres aprés le traitement indique la persistance des formes
adultes.

.
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Avec 1l'utilisation des antigénes microfilariens, on
observe que les titres d'anticorps augmentent et atteignent le
pic 1 a 3 mois aprés les infestations expérimentales. Ces
titres resient €levés pendant la durée de 1°'infestation. Par
contre en I F I, les titres d’anticorps anti microfilariens
ne sont pas décelables ni pendant la période pré-patente, ni
durant 1la microfilarémie.

Le test Acs - ELISA est beaucoup moins spécifique que
1'T F I probablement parce que le test utilise les zntigines so-
matiques. En outre, au cours des infestaticis tissulaires chro-
niques d'helminthe, il y a suppression de la réponse ceilulaire
aux antigénes parasitaires, alors que la réponse humorzls a ces
mémes antigénes reste relativement é&levée,

Les Docteurs John Mc CALL et DON GAWE, ont obtenu des
résultats faussement positifs en pourcentage &levé avec des
échantillons sanguins de chiens reconnus noin infestés par les
dirofilaria. Ces échantillons ont été prélevés sur des chiens de
recherche, élevés dans un environnement infesté de moustiques.
Certains n'ont connu aucune infestation, d'autres ont été infes-
té par Dipetalonema reconditum ou des vers intestinaux.

Plusieurs type d'infestations produisent une réponse
humorale croisée avec les Kits dfAcs - ELISA habituellement
commercialisés.

Des chiens sans dirofilaria adultes, traités a l'iver -
mectine et infesté par des larves infestantes donnent aussi des
faux titres positifs. Ces titres sont probablement dis aux
stades larvaires avant 1l'arrét de leur développement par 1'agent
préventif Ivermectine. Par conséquent le test Acs - ELIEA ne
devrait pas &tre utilisé sur des chiens sous traitement d‘Iver-
mectine d'aprés Mc CALL.

En bref; plusieurs études ont montré que les tests
Acs - ELISA ne sont pas spécifigues et que des réactions croisées
peuvent apparaitre avec d'autres réponses immunitaires.

e
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7.4 Test de 1'antigéne - ELISA (Ag - ELISA)

Bien que similaire & l'anticorps - ELISA, 1l'antigéne-
ELISA utilise un anticorps pour détecter la présence d'antigéne
de surface circulant des Dirofilaria adultes.

L'anticorps utilisé est un A4c monoclonal.

C'est une technique d'introducfition assez récente (1585).
Des nombreux travaux réalisés ont montré que 1'Ag - ELISA semble
plus prometteur que 1'Ac - ELISA.

Cependant d'aprés les travaux de MAC CALL et Collabora-
teurs cités par RAWLING, il existe encore de faibles réactions
croisées avec Dipetalonéma reconditum, Toxocara canis, Ankylos-
toma caninum et Uncinaria. -
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DEUXITEME PARTIE

***********************************

[IF___TUDE EXPERIMEWTALE DE LA DIROFILARIOSE
CANINE PAR LA TECHHIQUE ELISA
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L''OBJECTTITF
*

{
1
***"***************

La localisation intra cardiaque des Pirofilaria
immitis adultes pose d'énormes problémes pour le diagnostic
de la dirofilariose, surtout dans les cas de micro afilaremie.

La Radiographie et 1'&cographie sont les seuls moyens
efficaces pour la détection de ces parasites adultes mais
s'avérent trés coflteux et sont généralement limités aux pays
du Nord. Les seules méthodes de diagnostic efficaces, sensi-
bles et peu cofiteuses demeurent celles qui recherchent les té-
moins de 1'infestation (Ac - Ag). Parmi celles-ci nous cite-

rons l'antigéne - ELISA.

Utilisée depuis quelques anné€es dans les pays euro-
péens, cette méthode est encore trés peu connue, voire mécon-
nue, dans les pays africains au sud du Sahara.

Notre objectif est donc d'étudier cette méthode afin
d'évaluer l'efficacité de son application sur le terrain.



¢
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CHAPITRE 1 : MATERIEL ET METHODES

1. HMATERIEL
1.1 Matériel animal

Notre travail a porté sur des chiens de la commune
de PIKINE, chiens appartenant & des propriétaires mais vivant
dans des mauvaises conditions. Il s'agit des chiens errants
occasionnels pour la plupart pris au hasard, indifféremment
de 1'3ge et du sexe (voir tableau n° 1).

1.1.1 Nombre de prélévement

Nous avons effectué 13¢ prélévements. Les chiens étant
pris aléatoirement, nous nous sommes retrouvés avec une dominan-
ce des miles sur des femelles.

1.2 Matériel de laboratoire

1.2.1 Matériel de laboratoire consommé

Le matériel utilisé lors de la phase pratique de
notre travail se résume comme suit :

- un matériel de prélévement représenté par des tubes & essal ;
ce sont des tubes secs, sous vide sans anti-coagulant de 20 ml
de volume. Ces tubes sont utilisés soit adaptés & des embouts
sur lesquels sont montés les aiguilles, soit montés de facon
manuelle & des aiguilles ordinaires quand nous réutilisons les
tubes.

A chaque séance de prélévement, ces tubes 3 essai sont

stérilisés & l1l'autoclave et les aiguilles ordinaires sont sté-
rilisées a froid dans le formol & 10p 100.

..
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Tableau I : Matériel Animal

. . ! ! [ ! I
. N° d'ordre , SeXe : Age , 1 N° d'ordre | Sexe | Age 3
1 - 3 . 1 | | ~ | . )
1 - mile : -3 mois ° 24 : mile : 4 mois %
1 _ | 1 { 1
2 ! mile ! 2 ans I | 25 ! femelle ! 5 mois g
+ : - ; + )
3 , mile 3 ans . 26 milec 1 an )
! ! Ly ! b )
] 1 1 1 1 R 1 )
4 mile : 9 mois ° ° 27 : mile : 2 ans )
1 1 ro { 1 )
5 ! mile ! 2 ans | | 28 ! mile ! 1 an )
! ! 1—1 ! ! %
6 . femelle ' 4 mois P 29 \ mile . 3 ans )
] 1 T 1 i R | N )
7 femelle ° 2 ans °* ° 30 : mile 3 ans %
I 1 1 1 {
8 ! mile | 2 ans !-! 31 ! mile 1 5 ans %
! : — ! ! )
9 , male ' 4 mois | 32 : mile | 5 ans g
1 1 - T 1 ; ] N { - )
10 * mile : 6 mois ° ° 33 : mile : 3 ans )
1 ] P i 1 \
11 ! mile { § mois ! I 34 I mile ! 4 ans )
! ! 1—1 ! ! }
12 , mile | 5 mois , 35 \ femelle | 3 ans )
] 1 T 1 ] ] )
13 ‘' femelle - 3 ans - ° 36 : male : 2 ans )
I | Lo i | )
14 1 femelle ! 4 ans I | 37 ! mile 1 2 ans 5
1 ! oy ! ! )
15 , male , 2 ans | | 38 ,  nmale , 1 an )
! ! )
T T 1 1 ) 1 ~ T )
16 ' mile ) 2 mois ° ° 39 : mile : 6 ans )
! P L1 ! L )
17 ! femelle ! 1 an 1140 ! mile ! 3 ans ]
1 L Ll ~L 1 ~%
18 , méle \ 1 an . 41 ' méle . 3 ans )
! ! (I ! ! :
] 1 T ] ] - 1 ; 3
19 * male : 2 ans = ° 42 : femelle : 5 ans )
1 1 1 1 ! )
20 1 m3le ! 3 ans | | 43 ! mile -3 ans ;
3
21 ! mnale ! 2 ans ! ! a4 I mile ! 5 ans )
_ )
22 | male - ! 1 an ! 45 ! mile - ! 2 ans 12%
! ! ! ! ! )
23 !l mile 11 an 1/2 ! 46 ! mile ! 2 an )
s ! o ! ! )
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Tableau N° 1 Matériel Animal (suite)
r. . 1o )
N°® d'ordre’ Sexe Age * "N°® d'ordre Sexe Age )
1 1ol )
47 I femelle 5 mois { ! ‘ 69 mile 4 ans %
! : —1 )
48 , mile 9 mois | , 70 mile 6 mois )
! t ! )
T A I )
49 femelle 7 mois 71 mile 2 ans )
] 11
. . . )
50 ! mile 2 ans ! ! 72 femelle 1 an 1/2 )
| fed %
51 y mile 1 an v 73 mile 2 mois )
! n [ ~ )
52 mile 1 an 74 mile 2 ans )
! 1] )
53 ! mile 6 mois ! ! 75 mile 4 ans %
| = . 5 )
54 , mile 5 ans | 76 mile 3 ans )
! [N )
v T R . 11 ~ )
55 mile 10 mois 77 mile 1 an )
1 11
. . . )
56 ! mile 2 ans ! ! 78 mile 1 an )
! 1— )
57 , femelle 1 an P 79 femelile 4 ans %
T T 1 )
58 * mile 4 ans = ° 80 mile 3 ans )
! 1ol )
59 ! mile 10 mois ! ! 81 femelle 4 ans %
! [ )
60 ;  femelle 2 ans | , 82 male 8 mois )
. - . )
Y ; T
61 ' mile 2 ans ! 83 mile 9 mois ﬁ%
1 1oy :
. . . \
62 ! mile 6 mois ! ! 84 mile Z ans )
+ - )
63 . male 4 mois , , 85 male 11 mois ]
' - )
64 ' mile 6 mois ° ° HES mile § mois )
! 1! )
65 | femelle 1 an ! ! 87 mile 3 aus 7)
—t- L )
66 y male 10 mois |, , 38 femelle 3 ans g
67 : mile 2 ans s 89 mile 1 an 4}
! 11 3
. P
68 ! femelle 6 ans ! 990 mile 2 ans %
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Tableau n® 1 Matériel Animal (suite)
( [ ! ! )
E N° d'ordre Sexe Age [ N° d'ordre | Sexe : Age )
- o - . )
E 91 mile 6 mois t 113 ! mile ! 1 an )
‘ [ | 1 )
E 92 mile 3 ans 1! 114 i mile ! 7 mois§
)
[ : 1
% 93 femelle 4 ans ' 115 . mile | 1 an %
f . - . . /
E 94 madle 9 mois ' 116 ! femelle ! 4 ans i
{1} ! ! )
% 95 femelle S5 mois 1! 117 ! femelle 2 ans g
r | . I 4 —
< . H 13 J
E 96 mile 1 an . 1138 | femelle 8 ans )
. - . _J
% 97 mile ans H 119 ! femelle | 2 ans %
% 98 mile 1 an ;; 120 ; mile ; 3 ans %
¢ 1! ! !
)
E 99 male 1 an Hoan ' femelie ! 2 ans )
1l ! ! | )
¢ 100 femelle 3 ans 11 122 (1 femelle 1 4 ans %
( ' e
t -4 —— + )
E 101 male 8 mois |, 123 ,  femelle |, 2 ans )
'.. - . )
E 102 femelle 5 mois tH 124 ! femelle ° 3 ans %
[ I ! {
> — )
E 103 mile 2 ans i 125 1 mile. ! 2 ans )
' — " ¢ )
¢ 104 femelle 3ans 126 | femelle 2 ans J
% 105 femelle ! 4 ans 11 127 1 femelle | 1 an %
¢ )
£ + — ; )
E 106 mile 9 mois 128 | fenelle ' 2 ans )
S 107 R ! . K 20 ! A L %
( mile 6 mois ; 129 mile : 3 ans )
£ ! : 11 ! . !
\ ( L )
; 108 femelle | 3 ans 1 130 ! femelle 1 7 mois)
{ ! —t- ! [ , )
( 109 mile [ 2 mois 131 | male | 2 ans g
‘ . ' )
E 110 femelle * 2 ans H 132 ! femelle ! 1 an )
! 1! ! ! )
; 111 male I 2 ans I 133 | male [ 12 ans i
E 112 male . 6 mois ., 134 ,  mile | Zanms )
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Tableau N° 1 : Matériel Animal (suite)

! ! ' ! !

f"ﬂﬂ\f"\ﬁf-‘\f-‘\f"\/‘\ﬁﬁﬁﬁ(“A.““‘\I‘"\ﬁﬁf_\ﬁf'\f TSN

S TN AN TN

D s Yo Y e e Y Y Vo Ve Ve Y o Ian Y Yan T

N° d'ordre; Sexe . Age '; N° d'ordre ; Sexe ' Age
! | Il ! 1
135 | mile | 3 ans ) 159 | femelle \ & ans
136 ] mile 1 6 mois 1 1560 ! méie ! 32 ans
137 . male . 6mois 161 . mile .S ans
138 ' male ' 1 an M 162 Y omale 7 mois
1 ! 11 ! !
139 ! femelle ! 3 ans 11 i63 ! mile ! 1 an
$ . — 11 L I
140 ! femelle | 2 ans (' 164 I femelle | 2 ans
! R T T ! T
141 | mile 3 ans ' 165 | femelle | 1 an
! ! 1l !
142 ! mile ! 3 ans i 166 ! male ' 4 mois
l ! 11 1 1
143 | femelle 2 ans 1 167 { mile 1 2 ans
144 ! mile ! 7 ans 1! 168 ! mile !' 3 mois”
! 1 11 1 i
145 1 mile i 5 mois 1 169 I femelle 17 ans
146 ' nale Y 7 mois ! 170 ' onaie 5 ans
I ! a1l ! !
147 1 femelle ! ¢ mois A 171 ! mile ! 8 mois
! ! = : : '
148 | mile : 2 ans . 172 | femelle , 1 an 1/2
149 ! mile ! 1 an R 173 ! mile 9 mois
! ! 11 1 !
150 ! mile ! 7 ans j! 174 i mile ! 2 ans
4 4 -t L !
151 : femelle : 7 ans T 175 | femelle , 4 mois
' :
152 ' nale Y 2 ans M 176 " femelle 6 mois
! ! ¥ ! !
{ 153 ! femelle ! 8 ans 11 177 ! femelle ! 2 ans
¢ -+ — —t+ : '
{ 154 | femelle | 3 ans - 178 . méle ; 1 an
; ! ! 1l !
? T " T ) T i " i
: 155 : mile : 8 mois * 179 mile £ an
: ! ! 11 ! !
¢ 156 ! male ! 4 ans 't 180 ! male t I ans
E ! A ! T ! X T .
¢ 157 male 4 ans 181 femelle 5 ans
4 I | 11 ! I
Y 1!
E 158 ! femelle ! 6 ans N 182 ! mile ! 95 mois
r
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Tableau N° 1 Matéricl Animal (fin)
{ ! ! T I T
¢ . o Lo ¥ 1 !
¢ 1% d'ordre ' Sexe ' Age . N® d'ordre Sexe Age
{ ! ! Hl ! !
( ; ! Ll 1 !
£ .
( 183 ! mile ! 6 mois bl ! )
(
( 184 ! mile : 3 ans H ! !
( : z =+ +
E 185 I mile ! 5 ans g | !
( 186 ! femelle ! 4 ans ' ! !
% ! i Il ! I
{ ' ; =+ : !
{ ! ! Ll 1 |
E ! ! L ! !
( | | | ! |
( ! ! 1 ! !
£ + = -+ :
% ! ! 11 1 !
( ! ! 1 i !
% ! ! K ! !
( + : ; t a
( ! ! al ! |
% ! ! ) ! :
% ! P I ! i
t : z = i
( ! ! L !
% ! ! I ! i
? [ z I !
¢ : t o s ;
( ! ! 1! ! !
} ! ! 1l ! !
%‘ ! ! i ! !
( : : z z ;
( ! ! ! 1 ! !
E ! ! 1 ! !
( i ! It ! !
E ! ! 1 ! z
( ! ! Y ! !
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- Des marqueurs pour numéroter les tubes ; des cclliers et
agraphes pour identifier les animaux.

- Les réactifs sont contenus dans un Kit Pet Chek* <<canine
heartworm antigen test Kit >> fabriqué par le laboratoire
IDEXX corp & PUORTLAND aux USA.

Ce Kit comporte :
. deux plaques ELISA pour la dilution préalable des sérums ;
. deux plaques ELISA déja tapissées avec l'anticorps Dirofilaria
immitis ;
chacune de ces plaques renferme 96 cupules.
. deux solutions tampons 5, et 5, pour le traitement des sérums ;
. le conjugué anti dirofilaria : H R P 0 (Horseradish peroxidase ;

. deux flacons, TMB (Tétramethylbenzidine) diluant et TH3 con-
centré dont le mélange constitue le substrat enzymatique qui
permet la mise en évidence des antigénes capturés.

. un flacon contenant la solution dfarrét.

1.2.2 Equipement

Nous avons également & notre disposition ¢

- une picette contenant la solution de lavage et de 1'eau distillée

- des micropipettes de précision dont une a 1G0 Pl avec 5 cdnes
et 1'autre de 50 Ul ; '

- un carton de cdnes

- un agitateur magnétique pour favoriser les réactions.

2. METHODES

1. Obtention du sérum

Le sang est prélevé au niveau de la veine jugulaire
des chiens dans des tubes a essai, sous vide ; ceux-ci son

e/
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ensuite placés dans une glaciére contenant des blocs de glace
enveloppés dans des sachets plastiques et sont transportés au
laboratoire. Ils vont subir une centrifugation a 3 000 tours/mn
pendant 5 minutes. Le sérum ainsi obtenu est conservé dans des
tubes Eppendorf N.D. au congélateur dans l'attente d'étre utilisé.

2.2 Application du test sérologique : ELISA

2.1 Principe

I1 consistegﬁ‘la détection d'antigénes circulant sé-
crétés par les Dirofilaria immitis adultes grice a 1l'utilisation
d'anticorps monoclonaux.

L'antigéne contenu dans le sérum a étudier va €tre
mis en présence d'anticorps antidirofilarien tapissant les plaques
de polystyréne. Il se forme i complexe antigéne - anticorps.

Aprés lavage, un conjugué contenant un anticorps
monoclonal est ajouté, et va se fixer sur l'antigéne capturé dans
les cupules des plaques de polystyréne.

A la fin du test, un substrat enzymatique et un chro-
mogéne sont ajoutés pour marquer la réaction (le complexe anti-
géne - anticorps formé&) (cf schéma N° 4 ),

2.2 Manipulation

- Préparation des réactifs

. Décongélation des sérums aprés les avoir sortis
du congélateur

. Exposition des réactifs contenus dans le kit & la
température ambiante avant l'emploi.

- Dilution de 1la solution de lavage ;

la solution de lavage concentrée est utilisée au
1/10e : une partie de cette solution de lavage & laquelle
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on y ajoute 9 parties d'eau distillée ;
exemple pour 1000 ml (1 litre) de solution de lavage il faudra
100 ml de solution concentrée + 900 ml d'eau distillée.

v

Dilution des sérums

Dans les plagues blanches (2) utilisées pour la dilution des
sérums :

nous avens déposé SO-FI de sérum de contrdle positif dans un
cercle puis 50 Fl de sérum de contrdle négatif dans un autre
cercle et enfin 50 Ul de sérum & étudier successivement dans

chaque cupule (excepté les 3 premiers cercles) ;

Nous avons ajouté une goutte de 35 p1 de la solution tampon S,
.dans chaque cupule ; et aprés agitation et incubaticn & la tem-
pérature ambiante 15 Ul de la solution tampon 82 ont éte
réajoutées suivi cnsuite dfune agitation afin de bien homo-
genéiser la diiuticn.

Distribution des sérums dilués

A 1'aide d'une pipette propre a chaque cupule, nous avons
transféré le contenu de la plaque blanche, dans la plaque tapis-
sée d'anticorps.

Lavage des plaques ,

Aprés 30 minutes d'incubation a la tempé€rature ambiante, le
contéenu des plaques est rejeté puis chaque cupule est rincée
5 fois avec la solution de lavage. Ces plaques sont ensuite
retournées, secouées vigoureusement sur du papier absorbant
afin de sécher les cupules.

Distribution du conjugué

3 gouttes de conjugué sont déposées dans chaque cupule puis les
plaques sont remises en incubation pendant 15 minutes & la tem-
pérature ambiante ; le conjugué est rejeté et le lavage des
plaques est fait comme précédemment.

.



- Distribution du substrat

‘ Une goutte de diluant THMB cst déposé dans chague cupule suivi
d'une goutte de THB concentré, le tout est mélang?® grice & une
agitation des plaques puis apres une incubarion de 20 minutes
& la température ambiante.

Une seconde agitation est réalisée perndant 5 minutes ;

et pour terminer; nous avons ajouté une la solution

9]
oS
Q
o
‘—?
l<)
[¢]
[aW
o

d'arré&t dans chague cupule.

- Lecture de 1la réaction.

Elie peut se faire soit au spéctrophotometre (1)

soit & 1l'oeil nu (2Z).

Le spectrophiotométre é€tant en panme, nous avons utilisé 1la
méthode numéro 2 : c'est 4 dire la lecture & 1'oeil nu.

I1 s'agit d'une lecture directe ; en prenant comme réfsrence

le témoin positif qui se colore en bleu foncé et le témoin
négatif qui est incolore ou clair. HNous avons cbtenu les résul-
tats suivants : {cf chapitre résultats).



1. RESULTATS

Sur 186 sérums prélevés, 7 ce sont revelés positifs
au test Ag - ELISA, soit Tin. pourcentage de 3,76 %.

Ainsi 4 partir des résultats individuels détaillés
dans le tableau n° II, nous avons analysé les résultats en fonc-

i

tion du sexe (tableau N°III) et de 1‘'age (Tableau n°® IV},

I1 ressort nettement qu'il n'y a aucune différence si-
gnificative en fonction du sexe ; en revanche ell:s 1'est en fonc-

tion de 1'3ge.
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: Résultats détaillés

Tableau I1I

PPN PNLNLTNCTNLTNCTNLTNNNOONCONONNNONNONCONNN NN
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d'ordre
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Résultats détaillés (suite)

11

Tableau

ELIGA

d'ordre

[Uhe

ELISA

d'ordre

NO

66

47

((L

7N N

67

48

r(L\(Ltf\f

68

49
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Résultats détaillés (suite)

Tableau II :
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Résuitats détaillés (suite)

Tabieaﬁ.II
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(fin)

Tableau N° II

: Résultats détaillés
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Tableau N° III
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Répartition des résultats en fonction

du sexe.
{ !
Sexe | , Mile Femelles Total
: : —~—t
Nombre ! 129 57 186
! !
! !
Test Elica i Positif | 4 3 7
| Négatif ! 126 ! 54 179
1 4 —1
! Pourcentage !
Pourcentage , de positivi-, 3,1 5,26 3,76
(P.100) * té (P.100).
! !
Tableau N° IV : Répartition des résultats en fonction
de 1'age
( ! ! ! ! )
( Age 1 ! - 6 mois) 6 - 1 an 11 - 12 ans'! Total )
( } t ; —+ )
( Nombre ] 1 31 ! 46 ! 109 186 )
C ! t : — )
( ' positif ! 0 ! 0 ! 7 7 )
( d'Elisa 1 peoarif ! 31 b 46 o102 179 )
! ! I ! )
( ! ! ! ! )
Pourcenta- *Pourcentage
I
( ge (P.100)! oirivite! 0 ’ 0 ° 6,42 3,76 ))

(




CHAPITRE 3 : DISCUSSION ET PROPOSITIONS DE LUTTE

I. DISCUSSION

Le matériel et les méthodes utilisés, ainsi que 1les
résultats obtenus dans notre enquétre sérologique nécessitent des
commentaires et des critiques.

1.1 Matériel

1.1.1 Matériel animal

Notre €tude a porté sur 186 chiens choisis de facon
aléatoire dans la commune de PIKINE.

Tenant compte de la taille de notre échantillon et le
mode de prélévement, on peut s'interroger sur

- la représentativité de 1'échantillonnage ;
- 1'effectif total des chiens que regroupe la commune de PIKINE.

En effet, il n'existe aucune donnée statistique officielle
sur le nombre de chiens dans la région de DAKAR en général et la
commune de PIKINE en particulier. Les recensements n'ont jamais
concerné les populations canines, ce qui limite l'estimation de
1'effectif total des chiens dans cette région. D'ol le choix au
hasard du nombre d'animaux cons tituant notre échantillonnage.

Ainsi nous ne pouvons pas affirmer avec exactitude si’
1'échantillonnage est faible ou élevé. Toutefois ce nombre est
relativement important et adapté au matériel de laboratoire dont
nous disposons a savoir un Kit pet-chek* ne pouvant servir au maxi-
mum qu'a 186 chiens.

Comparativement aux travaux réalisés sur la Dirofilariose

par plusieurs auteurs, notre échantillon parait éleveé.



Ronald JACKSON (24 ) en 1969 résume ces cbservations
grdce a une étude portant sur 69 chiens suspects de filariose.

En 1974, HOUSE et CLOVER en comparant le test
de filtration au test de KNOTT et 1'ecxamen direct, utilisent un
total de 119 chiens filariens.

Aux USA, WYLLIE en 1970 (65) teste 25 chiens tandis que
PALUMBO utilise 85 chiens en 1972.

1.1.2 Le sérum

Des précautions ont été prises au moment du prélévement,
du traitement et de la conservation des sérums afin d'éviter toute
contamination. Parmi celles-ci

- Traitement immédiat du sang au laboratoire aprés chaque
séance de prélévement ;
- Stérilisation du matériel.

1.2 Méthodes

1.2.1 Choix de la technigue

Nous justifions le choix du test ELISA parce que c'est
la technique la plus sensible de toutes les techniques sérﬁologi-
ques utilisées pour le dépistage de la Dirofilariose. Cela est
d'ailleurs conforté par les travaux expérimentaux réalisés
par Ray Dillon et Collaborateurs (50).

Ceux-ci, aprés infestation expérimentale des chats par
Dirofilaria immitis, ont utilisé différents tests pour détecter
les chats porteurs (IFI, ELISA Electrophorése....). Dfaprés leurs
résultats (tableau N° 5), 1'ELISA est bel et bien la technique la
plus sensible de toutes les autres techniques.



Tableau N° 5 : Données collectées chez les chats aprés inoculation de L. Dirofilaria immitis.
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Tableau N° 5 : Données collectées chez les chats aprés inoculation de L, Dirofilaria immitis (suite)
P 3
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Ces mémes ch@’rcheurs confirment aussi que le test
Ag - ELISA est de loin plus sensible que le test Ac - ELISA.
Ce qui conforte le rapprochement des résultats que nous avons
obtenu tant en sérologie (3,76 %) qu'a l'autopsie au labora-
toire de parasitologie (8,69 %), voir tableau N° 6 ci-dessous.

Tableau N° 6 : Prévalence des helminthes rencontrés
chez les chiens autopsiés

1
* Nombre

Espéces. ! d'animaux ! Prévalence ! Localisation
; positifs | .

FENITNNTNNINCONINTTINTNTN SN\ TNTINTN NS LN TN NN

T z T

Cestodes | i i
Dipylidium canium i 60 !' 86,95 ! Intestin gréle
Taenia hydatigena ! 31 ! 44,92 | Intestin gréle

! ! 1

Nématodes ! ! !
Spirocerca lupi ! 14 : 20,28 : Oesophage + estomac
Ankylostoma brasiliense ! 55 ! 79,71 ! Intestin gréle
Ankylostoma caninum ! 1 1 17,39 ! Intestin gréle
Toxocara canis ! 6 ! 8,69 ! Intestin gréle
Dirofilaria immitis ! 6 ' 8,69 ' Coeur droit.

N Nt vt N Nt N e o s s et s a \a st g e Nt VVU\J\—J
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‘ ainsi, la technique sandwich - ELISA fondée uniquement
sur la recherche des antigénes circulants comparativement a d'au-
tres tests recherchant des anticorps circulants semble &tre beau-
coup plus spécifique.

1.2.2 Application de la technique

Le test Ag - ELISA a été réalisé griace au respect scru-
puleux des indications contenues dans la notice. Nous avons con-
firmé la séropositivité de facon visuelle en prenant comme repéfe
les sérums témoins positif et négatif.

Le spectrophotométre ne possédant pas le filtre recom-
mandé par le laboratoire, nous n'avons pas procédé au titrage des
antigénes circulants.

Le test Ag - ELISA est une technique nouvelle qui jusqu'a
présent n'est utilisée qu'a titre expérimentale en AFRIQUE au Sud
du Sahara. En revanche les tests de dépistage actuels sont basés
essentiellement sur la recherche des microfilaires ce qui emoindri
donc les chances de dépistage lors de la Dirofilariose amicro-
filarémique.

Cette technique Ag - ELISA, en raison de l'utilisation
des plaques, est orientée non pas vers un diagnostic clinigue in-
dividuel mais plutdt vers un diagnostic de masse lors d'enquétes

épidémiologiques.

1.2.3 Interprétation des résultats

1.2.3.1 Résultats globaux

Les résultats obtenus par la méthode sérologique (3,76 %)
se rapprochent de ceux obtenus & lfautopsie (8,69 %). Il en

ood .
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résulte que ces taux étant trés faibles, 1'incidence de ia
Dirofilariose est moins marquée dans la région de DAKAR,
nonobstant 1'intervention des facteurs extrinséques :

- le mode de vie de la plupart des chiens que nous avons utilisés
(chiens vivant a 1l'extérieur)

- la prolifération des vecteurs potentiels (Anophéles,; culex)
sévissant dans cette région ;

- 1'3ge assez avancé de la majorité des chiens (58 % de
1 a 12 ans).

Toutefois la maladie bien que d'incidence faible existe
au SENEGAL et cela ne fait que confirmer ce que divers auteurs
ont énoncé

La filariose cardio-pulmonaire est une maladie transmise par les
culicidés et frappant généralement des animaux[qui vivent a
1'extérieur et qui ont un 4ge supérieur ou égal a 1 an sauf ex-
ception.

Maladie signalée en Afrique équatcriale et occidentale, nous
nous attendons & un pourcentage &€levé en dépit de notre £faible
échantillonnage car le SENEGAL es% un pavs tropical, chaud et
humide qui réuni toutes les conditions favorables au développe-

ment de la filariose canine avec des taux trés: éleveés.

Or il ressort de nos résultats (3,76 %) que ce n'est
pas le cas comparativement a certains pays tempérés qui offrent
des pourcentages plus élevés maigré leur faible échantillonnage.

C'est ainsi qu'aux U S A, sur 119 chiens filariens,
HOUSE et CLOVER obtiennent un pourcentage de 97,5 % par la tech-
nique de filtration. De méme, en 1970 WYLLIE réalise une préva-
lence de 100 % sur 25 chiens soumis au test de filtration.
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En Guyanne francaise, toute la région cdtiére est
atteinte a 90 % et que dans 1'ile de Cayenne, ol les préléve-
ments furent plus nombreux et la recherche menée de facon sys-
tématique, le pourcentage atteint 95 % HODEBAR en 1973 (22 ).

1.2.3.2 Résultats en fonction du sexe

D'aprés nos résultats, le sexe n'influence nullement
la maladie. Nos observations sont d'ailleurs confirmés par les
travaux de LECHAPT ( 35 ).

1.2.3.3 Résultats en fonction de 1'dge

Nos résultats confirment que la Dirofilariose est incon-
testablement une maladie 1liée a 1'4ge. Ce sont des sujéts dgés
d'un an au moins qui payent le plus lourd tribut. Netre constat
est corroboré par divers travaux réalisés de par le monde dont
EUZEBY, LACHAPT, HODEBAR, JACTEL...

1.2.3.4 Incidence sur la santé publique

La Dirofilariose uniquement zoonotique chez 1'homme est
dle a D. immitis parasite du chien ct plus rarement du chat.

On connait une centaine des cas d'infestation humaine qui
se traduit, surtout par la formation .de fovers d'infarcissement
enveloppés d'une réaction pneumatique a éosinophile EUZEBY (13 ).

Mais en AFRIQUE en général et au SENEGAL en particulier
aucune infestation humaine n'est signdalée jusqu'a nos jours.

De tout ce qui précéde, l'on peut conclure que la
Dirofilariose est une maladie qui existe a PIKINE avec cependant
une incidence faible. En raison de la gravité des symptSmes qui
peuvent en découler, il serait souhaitable de préconiser des me-
sures de lutte contre la filariose cardio-vasculaire.

C'est ce que nous allons envisager dans ce dernier sous chapitre.

..



I11. PROPOSITIONS DE LUTTE

Nous allons 1'envisager sur deux plans

- un plan sanitaire

- un plan médical.

2.1 Mesures sanitaires

2.1.1 Chez 1'hdote définitif (chien)

- I1 faudra limiter le temps d’exposition des animaux au contact
des culicidés, particuliérement lors des périodes dfactivité
des moustiques.

- Utiliser des agents répulsifs, des colliers insecticides afin
de protéger les chiens vivant & 1l'extérieur contre les piqlres
d'insectes.

2.1.2 Chez 1'hdte intermédiaire (culicidé)

La destruction massive des vecteurs s'avere diffi-
cile mais il faudra tout de méme chercher 4 les atteindre direc-
tement en détruisant <<les gites a moustiques>> a la fin de la sai-
son des pluies et pendant la saison chaude.

Les mares, les points d'eau stagnante devront &tre assé-
chés, ou supporter & intervalles réguliers l'expansion d'insectici-
de sur leur surface (3 &8 6 fois durant la belle saison) afin de dé-

truire les larves de moustique.

Atteindre les insectes par l'utilisation d'insecticides.
La désinsectisation pourra se faire plusieurs fois par an, au

moins deux fois par mois.

Toutefois, la meilleure protection des chiens sera
apportée par la prophylaxie médicale.

..



2.2 Mesures médicales

Elles visent a détruire le parasite, sous sa forme lar-

vaire ou adulte ou a 1'état de microfilaires circulants, chcz
1'hdote définitif.

La destruction des larves, au fur et & mesure qulelles
sont transmises par les insectes vecteurs, est le moyen idéal.

Bloquer le cycle évolutif au stade larvaire, empé&cher
les chiens de s'infester par la mise en oeuvre d'une chimioprévention
active contre les 1larves en migration et les larves infestantes
en utilisant des anthelmintiques microfilaricides :

- Le diethyl carbamazine : NOTEZINE N.D.
C'est un dérivé de la pipérazine, se présente sous la forme
de comprimés a 0,10 g et doit &tre administré par la voie buccale,
de préférence dans une cuillerée a dessert d'eau ou de lait ou
de sirop simple.
I1 tue les larves L3 et L4 dans l'organisme 2 la dose de 2,5 mg/
kg/J.

On 1'utilisera de préférence sur des chiens non infestés venant
vivre dans une zone d'enzootie durant tout leur séjour et on pro-
longera l'administration pendant 2 mois envircn apras le retour
des chiens en zone indemne.

- L'antimonyl - pyrogallol - sulfonate de sodium a la dose de
5 mg/kg pendant 5 & 7 jours, tous les 45 jours, durant toute la
période d'infestation (saison 2 moustique). Ce médicament détruit
les larves infestantes de D. immitis avant leur transformation
en ver adulte.

On pourra méme pratiquer deux interventions chimiopré-
ventives dans les régions ou il existe une forte population culici-
dienne : Juin - Juillet et Septembre - Octobre.

.



- L'ivermectine
présente une trés grande efficacité dans la lutte contre

les filarioses humaines.
Utiliser & la dose de 0,1 mg/kg pendant 2 mois en sous cu-
tané, détruit complétement les microfilaires avant leur

transformation en adultes chez le chien.
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CONCLUSTION GENERALE

khkhkhhhkhkhkhkikhkhkhkhkhbhhkhkhkhhhkhhkhhhhhdhhhkhhkdhkk

La Dirofilariose canine sévit dans de nombreux pays
d'AMERIQUE du Nord et du Sud, d'ASIE, d°*OCEANIE, &'EUROPE et
d'AFRIQUE. '

Le SENEGAL n'est pas é€épargné puisque ncus venons de
le prouver.

L'agent étiologique : Dirofilaria immitis est une
filaire responsable d'une affection cardio-pulmonaire sévére.
I1 est trés lafgement distribué dans le monde entier mais intéres-
se surtout les zones humides, chaudes et tempérées des deux hé-
misphéres.

Dans toutes les régions ou elle sévit, la maladie
évolue dans des foyers bien localisés, en fonction des biotopes
des culicidés vecteurs et qui coincident souvent avec ceux du pa-
ludisme.

Les filaires adultes se localisent dans 1'organisme au ni-
veau du coeur et des valsseaux sanguins adjacenis. Elles sc¢ re-
produisent en donnant naissance & des microfilaires qui se dépla-
cent dans le courant sanguin et assurent la pérénnité de 1'infes-
tation.

La mise en évidence de ces embryons pose probléme et
nécessite le diagnostic expérimental. Elle est rendue possible
gridce @ des méthodes simples ou plus élaborées.

La plus immédiate est 1l'examen au microscope d'une
goutte de sang frais entre lame et lamelle. Les plus efficaces
telles que la méthode de KNOTT ou de filtration, réalisent une

véritable concentration du sang et augmentent les chances de succés.
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Cependant dans un certain nombre de cas, la maladie
ne s'accompagne pas d'excrétions microfilariennes. On aura donc
recours 2 d'autres moyens d'investigations. Le dépistage sérolo-
gique en est un. Il consiste & isoler et a quantifier les témoins
de 1'infestation (Acs ou Ag).

La recherche de ces anticorps ou antig@nes fait appel

a4 plusieurs techniques réservées a des laboratoires bien équipés.

I1 s'agit du test d'hypersensibilité, de précipitation
en gélose, d'agglutination, de fixation du complément, d'immuno-
electrophorése, d'immunofluorescence indirecte et enfin de 1'ELISA.

L'objectif de notre travail a été orienté vers 1l'adapta-
tion de cette technique Ag - ELISA pour dépister la dirofilariose,
technique qui jusqu'a présent est presque méconnue en AFRIQUE au
Sud du Sahara.

Test trés sensible et spécifique, 1'Ag - ELISA sera réser-
vé non pas pour un diagnostic clinique individuel mais plutdét pour
un diagnostic de masse lors d'enquéte épidémiologique.

La technique Ag - ELISA du fait de son efficacité, nous
a permis d'obtenir sur 186 sérums testés, une prévalence de
3,76 % de séropositivité. Ce qui nous permet d'affirmer, malgreé
ce faible pourcentage obtenu, que la Dirofilariose existe au
SENEGAL.

Fidéle compagnon de 1'homme, le chien rend des multi-
ples services & ce dernier (chasse, garde...). Cette complicité
qui lie ces deux €tres vivants aboutit parfois a des conséquences
néfastes. En effet, le¢ chien peut transmettre & 1'homme certaines
maladies dont la Dirofilariose & Dirofilaria immitis.

Aux USA, en AUSTRALIE et au JAPON, des cas d'infestations
humaines ont été observées. Ce qui n'est pas encore le cas en
AFRIQUE. Toutefois cela ne nous permetﬁﬁe dire qu'il n'existe pas
d'infestation humaine dans notre continent.

..
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Enfin, une prophylaxie gén2rale s'impose chez 1'héte
définitif par 1'utilisation de médicaments microfilaricides em-
pé€chant ainsi par la m&me occasion l'infestation des insectes
h6tes intermédiaires et vecteurs du parasite. Le microfilaricide
par excellence tant en filariose humaine qu'animale demeure de
nos jours l1l'Ivermectine, lequel & la dose de 0,1 mg/kg élimine les

microfilaires. pendant 1 mois dans la circulation sanguine.

A cette mesure médicale, le port d'un collier répulsif
serait suffisant pour protéger le chien contre d'éventuelles in-

festations.
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