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SUMMARY

PARASITOLOGICAL DIAGNOSIS OF ONCHOCERCIASIS
A CRITICAL REVIEW OF PRESENT METHODS

The different methods used for the parasitological diagnosis
of onchocerciasis are compared to test their reliability, sensi-
tivity and practicability under field conditions in the Sudan-
Savanna area. Two skin snips taken from both iliac crests
with a sclerocorneal punch give the best results during large
scale field surveys.

The incubation of biopsies in normal saline solution is the
most sensitive technique and the results may be further
improved by filtration on millipore filter-paper and collagenase
digestion. However, counting mictofilariae emerged after
30 minutes in distilled water is the easiest method and gives
a reasonably good reliability for comparison of the results in
space and time. The lack of sensitivity can be compensated
for by incubation of the negative specimen during 24 hours
in saline solution.

I. - INTRODUCTION

I’un des progrés majeurs réalisé au cours des
derniéres annécs dans le diagnostic de 'onchocercose
fut lintroduction en pratique courante des méthodes
quantitatives pour apprécier I'intensité du parasitisme
proposées par Duke (17) puis par Picq (59, 60).
Il est apparu que le dénombrement des microfilaires
au cours d’'un examen standardisé permettait la déter-
mination d’une charge parasitaite dont la valeur était
corrélée dans certaines limites avec lexistence de
complications oculaires ou cutanées et avec des ni-
vequx moyens de transmission estimés par les ento-
mologistes (80).

Dés lors, la notion de densité microfilarienne
moyenne” dans une communauté s’imposait 4 la fois

comme un index de gravité et comme un facteur de
risque.

La mise sur pied du programme tégional de lutte
contre l'onchocercose dans le bassin de la Volta
(OCP) a été I'occasion d’é¢tudier comparativement en
fonction de cette donnée nouvelle toutes les méthodes
de diagnostic proposées et de déterminer quelles sont
celles qui présentent la plus grande fiabilité, qui sont
aisément praticables en examen de masse, dont les
tésultats sont reproductibles par un second observa-
teur et de définir les limites de confiance de chacune.

S’agisssant de quantifier une charge parasitaire,
nous ne discuterons que celles qui permettent la
mise en évidence du parasite, sous sa forme adulte
ou microfilarienne, et ne citerons que pour mémoire
les autres techniques utilisées. I’essentiel de la dis-
cussion sera consacré aux modalités de la biopsie
cutanée qui est apparue comme la méthode de choix
en Afrique de I’Ouest et plus particuliérement dans
Paite I’OCP et dans les Etats membres de I’Organisa-
tion de Coordination et de Coopération pour la lutte

contre les Grandes Endémies (O.C.C.G.E.).

Il. - METHODES DE MISE EN EVIDENCE
INDIRECTE DU PARASITE

— L'épreuve de Mazzotti

L’administration de 25 4 50 mg de diéthylcarbama-
zine (D.E.C.) & un onchocerquien provoque dans un
délai de 15 minutes 4 25 heures une réaction prurigi-
neuse due au phénomene de migration et de destruc-
tion des microfilaires,
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Ce phénomeéne peut constituer un moyen de diag-
nostic si le parasite n’a pu étre mis en évidence (42,
12, 49, 38, 7), en particulier dans les infections
légtres. Bien qu’il soit le plus souvent mal accepté
par les populations, ce moyen d’investigation a été
employé lors d’enquétes de masses (66).

L’absence d’indication précise sur l’intensité de
l'infection nous a fait écarter cette méthode qui ne
se préte pas 2 des comparaisons de résultats 3 interval-
les réguliers. De plus, sa fiabilité n’est pas totale :
erreurs par défaut dues au fait qu'un certain nombre
d’onchocerquiens ne réagissent pas a la D.E.C. (2 p.
cent environ selon PicQ, comm. pers.) dont les
porteurs de lésions cutanées du type Sowda (19);
erreurs par exces telles que celles observées en Haute-
Volta ot le test de Mazzotti a élevé la prévalence de
25,5 p. 100 2 65,8 p. 100 dans des villages manifes-
tement hypoendémiques (48), ou telles que celles de
la clinique dermatologique d’Abidjan qui constate
11,8 p. 100 de positifs & la biopsie cutanée exsangue
pour 84,5 p. 100 de positifs au test de Mazzotti dans
un échantillon (53). Dans ces deux cas, les résultats
de l'une des deux techniques sont manifestement
erronnés.

Cette épreuve doit donc étre réservée i 'identifi-
cation d'infections latentes concurremment avec les
méthodes classiques de mise en évidence du parasite.

— Les Iésions cutanées et ophtalmologiques

Il s’agit toujours de complications de 1’onchocer-
cose dont certaines peuvent subsister aprés guérison
parasitologique. Il est donc utile de les rechercher
pour apprécier la gravité de affection -et son reten-
tissement général. Mais elles ne peuvent pas servir 3
%’estimation de la prévalence du parasite dans la popu-
ation.

De méme ['éosinophilie est un symptdme constant

mais non pathognomonique.

— L’'immunodiagnostic

Nous n’avons pas utilisé les méthodes sérologiques
en enquéte de masse, aucune n’étant encore aisément
praticable et suffisamment fiable. L’absence d’anti-
génes spécifiques, la réactivité croisée avec d’autres
méthodes tendent difficiles la détermination des posi-
tivités vraies. )

L’immunofluorescence indirecte ou le test “Elisa”
sont prometteurs, mais restent du domaine de Ia
recherche et ont une valeur encore faible lors des
études épidémiologiques.
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[1l. - METHODES DE MISE EN EVIDENCE
DIRECTE DU PARASITE

— Découverte du ver adulte

La recherche des onchocercomes (ou kystes sous-
cutanés ou nodules onchocerquiens) dans lesquels sont
pelotonnés un ou plusieurs couples d’Oxnchocerca
volvulus, Leuckart 1893, est la plus ancienne des
méthodes de diagnostic et est encore une pratique de
routine au cours de la plupart des enquétes.

Outre les ganglions et les rares nodules d’étiologie
différente, la principale erreur par excés vient du fait
que la palpation d’un kyste ne signifie pas que celui-ci
soit forcément un signe d’onchocercose active. 10 p.
cent environ de la population de vers adultes sont
normalement motts, dégénérés ou calcifiés et quelques
kystes sont vides de tout parasite, bien que la trace
de leur présence y teste visible (72). A moins de
dissection puis de digestion des tissus a la collagénase
(73) la seule présence des kystes ne peut constituer
un moyen d’appréciation dans le temps des résultats
d’une campagne de lutte ni donner autre chose qu’une
grossiere estimation de la prévalence du parasitisme.

Si la majorité des kystes sidgge en regard des plans
osseux au niveau sous-cutané, d’autres sont profonds
et non palpables : localisations dans lotbite (20),
dans Particulation coxofémorale (18). Un certain nom-
bre d’adultes sont libres dans les tissus sous-cutanés
{52), ot ils ont pu étre mis en évidence lors d’opé-
rations de hernie (6), voire dans le pus d’abces (56).

La palpation des nodules garde un intérét épidé-
miologique si le taux des porteurs de kystes est en
relation constante avec le taux réel de malades.

Une premiére grille avait été proposée pour la
Céte-d’Ivoire par Rives (66) : nous en avons confit-
mé les grandes lignes par une étude de corrélation
dans 32 villages de savane (soit 64 échantillons, cha-
que sexe étant traité séparément; tous les tfaux
utilisés sont ajustés pour ’Age par référence i une
population standard pour les rendre comparables).

11 en ressort qu’il existe une relation linéaire entre
le taux de porteurs de kystes que nous appellerons x
et le taux de porteurs de microfilaires que nous appel-
lerons y. Le ceefficient de corrélation entre les deux
séries r = 0,82 est satisfaisant.

Les valeurs s’ordonnent autour d’une droite de
régression empirique dont la représentation graphique
passe par les valeurs mathématiques qui la définis-
sent :

1. Le centre de gravité des données G (x, y). Dans
notre série, il correspond & 72,7 p. 100 de porteuts

de microfilaires (valeur y) pour 40 p. 100 de porteurs
de kystes (valeur x).

.
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2. L’intersection de la droite avec I’axe des ordon-
nées (valeur de y pour x = 0) qui donne le pourcen-
tage théorique de porteurs de microfilaires en Pabsen-
ce de porteurs de kystes. Ici pour x = 0,y = 40,8
p. cent. :

Un exemple soulignera l'inconstance de la mise en
évidence des vers adultes, et 'ampleur des erreurs
de diagnostic par défaut auxquelles elle peut condui-
re : dans le foyer hyperendémique du Haut-Sassandra,
en Cote-d’Ivoire, sur 1.388 sujets examinds, 1.169
ont été trouvés porteurs de microfilaires dermiques
et 747 porteurs de kystes. Sur ces 747 porteurs de

‘kystes, six seulement ont présenté une biopsie néga-

tive. Par contre, sur les 1.169 sujets présentant une
biopsie positive, 428 ne présentaient pas de kyste
décelable a 'examen clinique.

— Découverte de la microfilaire

a) XENODIAGNOSTIC
1l s’agit de la découverte de microfilaires d’O. vol-

‘vulus dans le repas sanguin d’une simulie fraichement

gorgée sur un patient suspect.

Méme si la simulie manifeste une habileté particu-
liere pour absorber des mictofilaires chez des sujets
faiblement parasités, cette technique est suffisamment
complexe pour rester du domaine de la recherche et
étre réservée aux études de transmission.

b) MICROFILAIRES DANS LES MILIEUX AUTRES QUE
LA PEAU

Des microfilaires d’O. volvulus ont été trouvés
dans la plupart des tissus ou des milieux : localisation
dans les tissus profonds (67), dans le sang et la lym-
phe (29, 46, 30, 15, 25, 26), dans le liquide céphalo-
rachidien (45, 22, 13), dans les crachats et les larmes
(2), dans les sécrétions gynécologiques (16, 78).

Ces localisations, souvent consécutives 4 1’adminis-
tration de médicaments filaricides, n’ont pas de valeur
épidémiologique. Deux milieux méritent toutefois
une mention particuligre :

— lurine, ot la présence de microfilaires a été
détectée depuis longtemps (46, 63) mais ol ce
symptOme n’a acquis que récemment une valeur épi-
démiologique (11, 10, 62, 2, 4). Dans la zone du
programme OCP, en hyperendémie, la microfilarurie
est présente chez 1,8 p. 100 2 36,5 p. 100 de la
population des villages, avec une moyenne de
18,6 p. 100 chez les hommes et 9,1 p. 100 chez les
femmes. Mais ce symptdmé a toujours été associé a
un fort degré de parasitisme cutané et n’a jamais été
observé isolément. Son association significative avec
la présence d’autres complications graves d’oncho-
cercose, cutanées ou oculaires, en font un témoin de
la gravité de la maladie ;
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— Deeil, ou, selon enquétes, le parasite est présent
dans des proportions allant jusqu’a 60 p. 100 de la
population de plus de 5 ans. Il existe quelques cas
ol le parasite est présent dans I'ceil sans qu’il soit
possible de le mettre en évidence dans la peau par
les méthodes les plus sensibles. Sur un échantillon de
7.584 individus examinés parmi lesquels 4.566 pré-
sentajent des biopsies dermiques positives, 30 n’ont
été trouvés porteurs de microfilaites que dans Dceil.
Si la prévalence de la maladie dans ’échantillon n’en
a été que peu affectée (60,6 p. 100 au lieu de
60,2 p. 100), ceci permet d’affirmer que ’ophtalmo-
logiste peut détecter 1 p. 100 de malades parmi les
sujets a biopsie négative (30 pour 3.018).

c) MICROFILAIRES DERMIQUES

La couche superficielle du derme constitue le lieu
d’élection des microfilaires d’O. volvulus (36) et la
recherche des microfilaires dermiques est toujours la
méthode de diagnostic la plus précise de la maladie.
Deux procédés sont concurremment employés : la
scarification et la biopsie cutanée exsangue.

=)

La scarification

Préconisée par d’HooGHE en 1934 pour la premiére
fois, son efficacité a été appréciée par de nombreux
auteurs (33, 83, 44, 47, 5, 55, 66). Elle est actuel-
lement recommandée par P’école belge qui I'a norma-
lisée : pratiquer quatre incisions de 8 mm de long
espacées de 2 mm 2 la face supéro-externe du bras ;
aptés dix secondes, pincer la peau et recueillir le suc
dermique mélangé de sang par apposition & cing ou
six reprises d’une lame porte-objet; aprés séchage,
colorer la lame au Giemsa (24, 23, 85).

Cette technique a l'avantage de permettre en Afri-
que Centrale le diagnostic différentiel sut lame colorée
de Tetrapetalonema streptocerca.

Aprés plusieurs essais, nous avons écarté cette
méthode pour les motifs suivants :

a) toutes les recherches de T streptocerca en zone
de savane d’Afrique de I'Ouest ont jusqu'ici été
négatives. PrISTER (58) est le seul & signaler en
Haute-Volta 5 cas importés. Le diagnostic différentiel
des deux espéces de microfilaires dermiques ne parait
donc pas s'imposer ici de facon systématique ;

b) en zone de savane, la recherche des microfilaires
dans la région scapulaire est moins sensible qu’en
d’autres sites ;

c) la pratique des scarifications est douloureuse et
mal acceptée partout ol nous 'avons testée ;

d) cette technique se préte mal 2 la quantjfication ;

e) la sensibilité de la biopsie est plus grande (35) ;
sut un échantillon d’une équipe OCP, lordre de
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grandeur était de 74,4 p. 100 de positifs par biopsie
pour 23,3 p. 100 par scarification, et au Cameroun
de 91 p. 100 contre 48 p. 100 (65).

La biopsie cutanée exsangue

D’usage aussi ancien que la scarification, elle est
directement dérivée des travaux de MONTPELLIER et
Lacroix (50) qui travaillaient sur des fragments
cutanés fixés pour examen anatomo-pathologique.

N

Elle consiste & exciser un lambeau de peau de
1 4 2 mg englobant les couches supetficielles du
derme et a le placer dans de l'eau distillée ou physio-
logique. Les microfilaites émises sont observées a
létat frais au microscope ou a la loupe binoculaire
(43, 17, 40, 39, 59, 60, 61).

Cette technique a été proposée pour toutes les
enquétes épidémiologiques en zone de savane ouest-
africaine (64, 51). Ce sont ses modalités pratiques
que nous allons développer ici. ‘

VI. - LA BIOPSIE CUTANEE EXSANGUE
ouU “SNIp”

Les parameétres 4 prendre en considération sont
les suivants : le site, le nombre et la dimension des
biopsies, le mode et Thoraire de prélevement, les
milieux d’incubation, les temps de lecture, la repro-
ductibilité des résultats,

A. PROST ET J. PROD’HON

Site et nombre des biopsies

Les sites anatomiques habituellement considérés
sont : [’épaule (région deltoidienne ou pointe de
l’omoplate), la créte iliaque, le mollet et plus acces-
soirement la marge externe de I'ceil. Le choix n’en
est pas indifférent, les vatiations interindividuelles
lides au site étant trés importantes (68). La ceinture
pelvienne est significativement plus sensible que le
mollet [Picq et JARDEL (61) : risque inférieur 2

1 pour 1.000], celui-ci donnant des résultats supé-.

rieurs & ceux obtenus au niveau de I'omoplate. Il est
de plus exceptionnel gquun malade soit négatif au
niveau de la créte iliaque et positif en un autre site.

On ne peut pas mettré en évidence de différence
entre les localisations droite et gauche de la ceinture
pelvienne (61). Nos résultats sont comparables 2 ceux
de Prco et JAaRDEL : il existe une excellente corréla-
tion quantitative entre les effectifs microfilariens
dénombrés de chaque c6té (tableau I). En moyenne,
60 p. 100 des lectures se rangent de chaque coté
dans la méme classe numétique; 1,06 p. 100 du
total des lectures (2,3 p. 100 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).

L’analyse qualitative des mémes données (ta-
bleau II) montre que la pratique d’un second snip
3 la créte iliaque est de nature a modifier significati-
vement les résultats par rapport & la biopsie unique :

TABLEAU I

Corrélations quantitatives entre snip droit et gauche (localisation créte iliaque) chez 38.878 sujets examinés; lecture

effectuée selon la méthodologie OMS/OCP.

. Snip 1 Négatif “1a9 10-49 5099 ° 100-199 200 4
Snip 2 mf mf mf mf mf
Négatif 20.825 1.170 5 7 — —

94,7 %
139 mf 1.018 3.833 1.055 35 12 ~—
64,2 %
10-49 63 942 4.357 858 76 5
mf 68,1 %
50-99 2 42 888 1.673 350 18
mf 56,8 %
100-199 1 5 57 336 936 84
mf 63,9 % -
200 et + — — 2 11 49 93
mf 532 %
Droite de corré
lation et 9%
moyens de con-
cordance.
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le gain de prévalence est en moyenne de 5,3 p. 100
dans P’échantillon examiné, ce qui légitime I'usage de
la double biopsie.

TABLEAU II

Corrélations qualitatives entre snip droit et gauche
3 la créte iliaque.

Snip 2 Snip 1 Négatif Positif

Négatif 20.825 1.252

57 %

Positif 1.084 15.717
4.9 %

Par contre, ’emploi d’une troisiéme ou dune qua-
tritme biopsie n’est pas significativement plus sensible
et ne se justifie pas, & fortiori si elle sidgge 4 I’omo-
plate ou au mollet.

La concentration des microfilaites dans la peau de
la commissure temporale des paupidres (outer canthus)
serait, selon les ophtalmologistes, en relation avec
Pintensité du parasitisme oculaire et pourrait étre
un indicateur précoce du degré de risque encouru pat
Peeil (31, 32, 1, 27). En matidre de diagnostic de la
maladie, cet examen nous est apparu constamment
moins sensible que les biopsies en d’autres sites
en hyperendémie, il n’est positif que chez 30 p. 100
des sujets environ. Il s’agit donc non d’une méthode
de diagnostic, mais d’un élément d’information sup-
plémentaire sur la maladie dont nous ne discuterons
pas ici.la valeur.

Mode de prélévement et dimensions des biopsies

Les techniques 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 soit
aux ciseaux, soit avec une lame de rasoir. Cette
biopsie devait étre exsangue pour éviter la contami-
nation par microfilaires sanguines et intéresser une
épaisseur de derme égale 2 6 ou 8 fois celle de
Pépiderme au moins (23). Les fragments obtenus
vatiaient en taille et en poids, d’olr la nécessité de
les peser (17, 86), voite de les mesurer (8, 9, 76)
pour ramener le total des microfilaires dénombrées
3 une unité standard de poids, de volume ou de
surface.

Depuis quelques années s’est imposé 'usage d’une
pince emporte-piece & sclérectomie introduite en 1968
par SCHEFFEL et généralisée par Touric (81, 82).

Elle présente I'avantage, tout en facilitant le préle-
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vement, de recueillir des fragments cutanés de poids
et taille plus homogenes que le rasoir ou les ciseaux.

Il 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 diamétre
2 mm (Storz).

La pince de calibre 1,8 mm est & écarter. Elle ne
peut prélever une profondeur suffisante de derme et
donne de multiples erreurs par défaut.

La pince Walzer 2,3 mm donne 2 la créte iliaque
des biopsies de poids moyen 1,85 mg [déviation stan-
dard Sx = 0,014, Brinkmann (9)], 1,52 mg [dévia-
tion standard = 0,07, Rougomont (64)] et 1,4 mg
[Fuglsang et Andetson (27)], ce qui est assez homo-
géne et limite a4 des faibles effectifs les valeuts
extrémes, La surface moyenne est de 6,01 mm?
[déviation standard = 0,09, Brinkmann (9)].

La pince Holth 2 mm donne des biopsies de poids
moyen plus €élevé : 2,84 mg, déviation standard =
0,16 (57, 64).

Aucun des modeles n’est supérieur aux autres en
précision : le ccefficient de variation pondérale est
d’environ 30 p. 100 dans tous les cas, quels que
soient la pince ou le site, mais les différences de
poids ou taille n’influent pas sur le diagnostic d’inten-
sité de Dinfestation et lorsqu’on prend en considéra-
tion le dénombrement des microfilaires Issues de
snips de poids connu, leur nombre moyen, pour un
groupe donné de population, n’est pas proportionnel
au poids moyen des snips” (64). D’autres auteurs
avaient obtenu les mémes résultats (78, 79).

A

Nous avons nous-mémes cherché 2 vérifier si le
nombre de microfilaires 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 4 prélever des fragments plus lourds.
Deux biopsies ont donc été eflectuées successivement
chez le méme individu 3 1 cm d’écart sur la créte
iliaque droite, I'une avec une pince Klein, I’autre
avec une pince Holth, et examinées en eau distillée
aprés 30 minutes.

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
systématique en faveur de l'un des instruments et le
ceefficient de corrélation entre les valeurs des deux
séries de lectute est + = 0.84. L’usage de 'une ou
Pautre pince semble donc indifférent.

Périodicité du parasite

Par analogie avec les especes de microfilaires san-
guicoles, a été recherchée dans I’onchocercose ’éven-
tualité d'une périodicité des microfilaires. Les diffé-
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rents travaux effectués n'ont pu démontrer existence
d’un véritable cycle ni au cours des heures diurnes,
ni au cours des 24 heures (36, 61), mais certains
auteurs ont mis en évidence des vatiations d’ampli-
tude de la densité microfilarienne au cours de la
journée (41, 76, 21, 84, 2).

On a suggéré la possibilité d’une variation saison-
nitre (28). Nous avons noté nous-mémes des difté-
rences sensibles entre les densités microfilariennes
moyennes observées lors de nos passages successifs
dans un village, mais celles-ci ne sont pas plus signifi-
catives si le second passage se déroule 2 une autre
saison que le premier plutdt qu’d la méme (Ta-

bleau III).

TABLEAU III

Variations de la densité microfilarienne moyenne
d’un échantillon entre deux passages.

Moulé Bémakaba Pérou Dan
(Haute-Volta) (Céte-d*Ivoire) (Mali) (Haute-Volta)
27 supets 170 sujets 57 sujets 72 sujets
Fév. 75 : 36,3 Avril 75 : | Février 76 : Juin 75 :

53,5 22,6 34,8
Sept. 75 : 2891 Mars 76 : Nov. 76 : Février 78 :
‘ 71,8 32,1 50,2
Mats 76 : 204
Avril 77 : 53,1
N.B. : Villages sous conttéle antisimulidien : transmission

tésiduelle trés faible sauf 3 Bémakaha.

Les variations observées entre plusieurs enquétes

ne paraissent donc pas lides 4 un rythme saisonnier.

Nous pensons que dans [’état actuel de nos connais-
sances, rien ne peut imposer de procéder aux biopsies
i des époques préférentielles de I'année ou 2 des
heures particuliéres de la journée.

Milieux d‘incubation et temps de lecture

Apres prélevement, la biopsie cutanée est placée
dans un liquide d’incubation sans étre dilacérée. Les
analyses comparatives ont montré que, quelles que
soient les modalités d’incubation ou de lecture, les
microfilaires émergeaient toujours en plus grand nom-
bre dans le cas de biopsies non dilacérées (77, 35, 34).

Les “liguides d’incubation proposés sont I’eau dis-
tillée, 'eau physiologique (9 ou 7 pour mille), et plus
récemmerit le NCTC 135 en solution de Hanks (14).

Ce dernier milieu, normalement utilisé pour certai-
nes cultures de tissus, a donné des résultats significa-
tivement meilleurs que leau distillée ou physiolo-
gique. Ne pouvant en envisager ’emploi sur le terrain
en Afrique, nous avons testé comparativement la
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solution balancée de Hanks et I'eau distillée, 148
paites de biopsies prélevées au méme niveau ont été
placées dans 'eau distillée pour le premier fragment,
la solution de Hanks pour le second, et les résultats
lus aprés 30 minutes d’incubation. Les microfilaires
ont émergé plus nombreuses en solution de Hanks
dans 114 cas, et en eau distillée dans 31 cas (3 résul-
tats semblables). Le ccefficient de corrélation entre
les deux séries de lectures quantitatives est r = 0,71.
Cette supériorité toute telative de la solution de
Hanks ne compense pas les inconvénients majeurs de
son utilisation sur le.terrain (approvisionnement diffi-
cile, durée de conservation breve, nécessité de conser-
vation a -+ 4°). |

Les auttes méthodes proposées combinent 4 des
titres divers le facteur temps et les différents milieux.
Ce sont :

— LA mETHODE DITE “pE DUREe” (17) :

Les biopsies sont placées dans une goutte d’eau
physiologique sur une lame porte-objet, dilacérées 2
laiguille, conservées en chambre humide et la numé-
ration des microfilaites faite aprés 10 3 15 minutes.

— LA METHODE DITE ”DE Picq” (59, 60,61) :

Les biopsies sont placées sur une lame porte-objet
dans une goutte d’eau distillée et la numération faite
30 minutes aprés le prélévement.

— La mEtHODE DITE “DE NELSON” (54) :

Les biopsies sont placées dans 0,2 ml d’eau physio-
logique dans les puits d'un plateau de microtitration
et la numération faite 4 l’examen direct sur lame
aprés 24 h d’incubation. Si l'on veut éviter de faire
cet examen dans les conditions de terrain, I’adjonction
d’'une goutte de formol aprés 24 heures permet la
conservation des parasites jusqu'au retour au labo-
ratoire.

— LA METHODE DITE DE SCHEIBER™ (69, 70) :

Elle dérive de la précédente. Au lieu de procéder
4 Pexamen direct sur lame du liquide d’incubation,
celui-ci est filtré sur un filtre millipore et les micto-
filaires comptées aprés coloration,

— LA METHODE DE DIGESTION DES SNIPS PAR LA
COLLAGENASE' (71) :

Elle ne laisse subsister aprés 48 heures que la
couche cornée de I’épiderme. C’est la plus satisfaisante
en principe puisque la charge parasitaire par biopsie
ne dépend plus de facteurs d’émergence multiples et
mal connus, mais confine & I’absolu.

‘Dans le cadre de nos enquétes épidémiologiques,
nous avons successivement utilisé ces différentes mé-
thodes ou leurs variantes et les avons jugées du

|
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double point de vue de leur fiabilité et de leur
practicabilité sur le tetrain en enquéte de masse.

La plus séduisante est la technique de digestion a
la collagénase. Mais elle reste une méthode trés
coliteuse, d’un maniement délicat, et ne donne que
des résultats retardés (48 h ou 72 h), ce qui est un
handicap sur le terrain. Nous manquons encote de
Pexpérience de ce procédé, mais il ne parait pas qu’il
puisse jamais constituer une méthode de grande
diffusion pour des campagnes de masse. Par contte,
il doit d&s 3 présent s’imposer lors de travaux particu-
liers dont I’objectif nécessite une sensibilité maxima
(expérimentations thérapeutiques, détection des infec-
tions récentes ou latentes).

La technique préconisée par SCHEIBER permet la
coloration des spécimens, la numération des microfi-
laires avec une faible marge d’erreur et son contrdle
par un second technicien. Mais sa supériorité sur
l’examen direct s'arréte 13 : il n’y a pas évidence
que la filtration détecte plus de microfilaires ; les
opérations de filtrage, nettoyage, sont longues et déli-
cates (une enquéte selon cette méthode demande
trois fois plus de temps qu’avec tout autre procédé
et les risques d’erreurs sont multipliés dans les mémes
proportions). L’avantage relatif de la précision des
résultats a dispatu depuis qu’elle a été surclassée par
I'utilisation de la collagénase.

La méthode préconisée par DUKE est d’un manie-
ment délicat en savane séche. I’obligation de conser-
ver les prélévements en chambre humide impose
matériel et manipulations supplémentaires et ne suffit
pas toujours & empécher une dessication partielle de
la goutte qui rend Ia lecture trés difficile. Le standard
temps serait a préciser, Duke fixant la sortie de
90 p. 100 des microfilaires du fragment dés la cin-
quitme minute alors que KALE pense que ce taux
n'est atteint qu’aprés une heure. Le comptage est
rendu difficile par les mouvements rapides des para-
sites. De toutes facons, cette méthode est moins
sensible que celle que préconise NELsoN et d'un
maniement moins facile que celle de PIce.

Les deux méthodes de choix sur le terrain parais-
sent donc étre celles de P1cq et de NELsoN. Ce sont
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des éléments d’appréciation et de comparaison que
nous apportons ici.

L'émergence des microfilaires en eau distillée
en fonction du temps

P1cq (60), comparant le nombre de microfilaires
sorties 3 30 et 120 minutes en eau distillée avait
conclu qu’a 30 minutes, 50 p. 100 en moyenne des
microfilaires avaient émergé de la biopsie (temps de
sortie 50 p. 100 - TS 50), la totalité des microfilaires
étant obtenue aprés 120 minutes.

Au cours d’une étude sur le tetrain, nous avons
effectué 302 biopsies cutanées au niveau des crétes
iliaques droite et gauche de 151 sujets 2 I'aide d'une
pince 2 sclérectomie de type Holth, et décompté le
nombre de microfilaires sorties 4 30, 60 et 120 minu-
tes. Nos résultats different sensiblement de ceux
obtenus par Prcq : 2 30 minutes, nous observons
une émergence moyenne de 71,2 p. 100 des micro-

filaires (tableau IV).

TABLEAU IV

Nombres et poutcentages cumulés de microfilaires émergées
aprés 30, 60 et 120 minutes (302 biopsies cutanées).

Temps Total cumulé Pourcentages cumulés
(minutes) des microfilaires sorties de microfiliaires sorties
30 34.497 71,2 %
60 45.266 93,4 %
120 48.448 100 %

La représentation graphigue en coordonnées carté-
siennes permet de tracer la courbe d’émergence des
mictofilaires en fonction du temps (fig. 1). Les points
intermédiaires ont été obtenus par des lectures 2
15, 25 et 35 minutes (pour 43 biopsies), 45 et 90
minutes (pour 28 biopsies). Cette courbe differe de
celle obtenue par P1cq aux temps de lecture inférieurs
a 100 minutes.

TABLEAU V

Répartition du nombre des biopsies en fonction du pourcentage d'émergence des microfilaires aprés 30 et 60 minutes

d’incubation en eau distillée (302 biopsies).

Classes de pourcentages

Temps de a

a
499 | 549 | 599 | 64,9

509 | 55%| 60 %
a

65% | 70 % 5% | 80% | 85 % 90\% 95 %

3 i a 3 i 3 i 100 %
699 | 749 | 79,9 | 849 | 899 94,9 99,9

30 MINUEES «\vovererenranannnn 15 4 12 31

60 TANULES .+ v vneeeenaeeennn, j 1 2

15 2 14
92 100 62

47 56 44 35 27
1 1 3 5 35
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FIGURE 1

Diagramme des f{réquences cumulees de

sortie. des microfilaires dans le temps

_______ Courbe comparative obtenue

par PICQ, COZ et JARDEL 197

Temps

Nous donnons (tableau V) la répartition du nom-
bre de biopsies en fonction du pourcentage d’émer-
gence observé aprés 30 et 60 minutes d’incubation
en eau distillée. ' '

Nous étudierons les caractéristiques de dispersion
de cette répartition en déterminant aux temps princi-
paux-le 10° petcentile (P10), c’est-a-dite la valeur
du poutcentage des microfilaires émergées qui regrou-
pe 90 p. 100 des résultats observés.

A 30 minutes, le P10 est 4 60 p. 100, ce qui
signifie que dans. 90 p. 100 des cas, & cet instant,
60 p. 100 ou plus du total des microfilaites ont

50 120 { miautes)

émergé. A 60 minutes, le P 10 est 4 89 p. 100, ce
qui signifie qu'au bout d’une heure d’incubation en
cau distillée, dans 90 p. 100 des biopsies, environ
90 p. 100 des microfilaires qui devaient émerger
Pont fait. ‘

Nous constatons aussi qu’il y a relation directe
entre la densité microfilarienne et la vitesse d’émer-
gence des microfilaires. Celle-ci est d’autant plus
rapide que la charge parasitaire est faible : sur 22
biopsies de densité inférieure 2 10 mf., la totalité des
microfilaites dénombrées avait émergé dés la 30° mi-
nute (12 cas) ou la 60° minute (8 cas). A linverse,
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sur les 31 biopsies ot le taux d’émergence n’avait
pas atteint 60 p. 100 a la 30° minute, 16 étaient
tfés fortement chargées (plus de 100 mf.).

En conclusion, la lecture a4 30 minutes en eau
distillée constitue un standard pratique et constant
sur le terrain, donnant dans 90 p. 100 des cas un
résultat quantitatif représentant au moins 60 p. 100
des microfilaires devant émerger de la biopsie par
cette méthode. Les lectures éventuelles aprés une ou
deux heures modifient la densité microfilarienne obset-
vée mais rarement la prévalence de la maladie dans
Péchantillon. Sur le terrain, en enquéte de masse,
il est indispensable de fixer un étalon “temps” qui
ne saurait étre inférieur & 30 minutes ; la prolonga-
tion du délai d’incubation au-delid de ce chiffre ne
procure pas d’avantage tel qu'on puisse en recom-
mander la pratique.

La différence entre nos résultats et ceux de Picq

» peut étre due a des conditions d’expérimentation non

comparables ou 2 Pobsetvation d’un nombre plus
élevé de biopsies : 302 contre 96. Il ne semble pas
que la température ambiante, plus élevée sur le
terrain qu’au laboratoire, puisse étre mise en cau-
se (75).

Emergence comparée des microfilaires entre lo
30° minute en eau distillée et la 24¢ heure en
eau physiclogique (valeur quentitative)

Nous avons essayé de déterminer la relation éven-
tuelle entre les charges parasitaites évaluées par la
méthode de Prcq et par celle de NELSON.

677 biopsies positives ont été transférées en eau
physiologique aprés avoir incubé 30 minutes en eau
distillée. Le nombre de microfilaires restant sur la
lame (’charge initiale”) a été comparé au total obtenu
aprés addition des microfilaires supplémentaires sor-
ties en 24 heures dans l'eau physiologique (ta-
bleau VI).

La corrélation entre les deux séries de lectures est
excellente (r = 0,99) et correspond & une relation
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linéaire. Le calcul mathématique de la droite de
régression montre qu’elle n’a pas pour origine I'inter-
section des axes des coordonnées. Si x représente la
charge microfilarienne en eau distillée (30 minutes),
et y la charge en eau physiologique (24 h) :
I. Pour x = 0, la valeur théorique de y est 1,97.
Il y a donc une constante 2 ajoutet au facteur
de cotrection.

II. Le facteur de cotrection byx est de 2,36 pour
obtenir Ia valeur de y en pattant de x, et de 0,43
pour ramener a % la valeur de y.

III. On peut donc affirmer sur cette sétie d’observa-
tions que : la charge microfilarienne totale est
y = (xx2,4)+ 2; la chatge microfilarienne
en eau distillée & 30 minutes est % = (y x 0,43)
— 2.

Il existe donc une relation constante entre les
charges parasitaires évaluées par la méthode de Pico
et par celle de NeLsoN. La lecture en eau distillée
peut &ire un standard comparatif valable lors d’une
surveillance longitudinale : la numération des microfi-
laires aprés 30 minutes d’incubation des biopsies en
eau distillée représente de facon constante 40 p. 100
du total de celles qui auraient émergé aptés incuba-
tion de 24 heures dans I’eau physiologique (avec des
valeurs extrémes variant de 36,4 4 43,8 p. 100 sui-
vant la densité microfilarienne).

Comparaison de la veleur qualitative des métho-
des de Picq et de Nelson

L’eau physiologique est un milieu plus favorable
aux microfilaires que ’eau distillée : elles y émergent
plus vite et en plus grand nombre. Chez des sujets
faiblement parasités, un résultat trouvé négatif en eau
distillée peut étre positif en eau physiologique
Sowa (74), comparant les deux milieux sur 68 exa-
mens a trouvé 20 p. 100 de faux résultats négatifs
en eau distillée, ce qui selon nous est excessif et ne
s'explique que par la trés faible taille de son échan-
tillon.

TABLEAU VI

Emergence comparée des microfilaires entre la 30° minute en eau distillée
et la 24° heure en eau physiologique.

Classe de densité initiale (N. de mf. 30° minute) ......
Nombre de snips examinés .............c.vviiinnnn

Total des mf obtenues 2 la 30° minute (eau distillée)
(valeUt X) vivi it e e

Total des mf émergées aprés 24 h (addition des 2 lectures)
{valeur y) ’

Valeur proportionnelle de la charge initiale ..........

173
44

85

228
373

4-9 1032 3399 100 + Total
58 172 316 87 677
384 3508 18938 11644 34559
877 9643 45927 27507 84182
438 36,4 41,2 42,3 41,0
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“Pour définir le plus précisément possible I'erreur
paz défaut dont est grevée la technique de Prcq, nous
avons -systématiquement transféré en eau physiologi-
que.et examiné aprés 24 heutes d’incubation les
biopsies trouvées négatives en eau distillée. Le ta-
blgau VII donne les résultats de cet essai :

TABLEAU VII

uiVariation de la prévalence aprés relecture 3 la 24° heure
én eau physiologique des biopsies trouvées négatives par la
méthode de Picg.

3
. e 2 Modifi-
« P Positives .
: poputadon | Nt | n &3 | caton de
examince distillée m_eau phy- dl;ns I’échan-
; siologique !
1 . ) tillon
Villages de
~prévalence
inférieure |
.4 50 % 3.067 2.293 91 + 3%
Villages de
- ptévalence
supérieure
a 50 % 5.706 2.007 145 +23%

L’examen des charges microfilariennes des faux
négatifs montre que nous avons détecté ainsi des

Nombre
de cas

100
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infections 1égéres : 200 biopsies sur 236 (84,7 p. 100)
ont donné un résultat inférieur 3 4 microfilaires
(fig. 2). Les trés rares cas de trés fortes charges sont
peut-étre dus 2 une omission du microscopiste lots
de la premigre lectute.

L’analyse par 4ge des cas d’infection légére ainsi
détectés montre qu’ils ne prédominent pas chez les
enfants. Leur nombre croit régulidtement avec 1’Age
en proportion directe de la prévalence du groupe
considéré. ‘ ‘ o

CONCLUSION

La revue critique des méthodes de diagnostic
parasitologique permet les conclusions suivantes ;

a) ‘Les méthodes quantitatives en usage sont néces-
sairement un. standard de mesure et ne peuvent
prétendre & I’absolu : la totalité des microfilaires
n’émerge pas d’une biopsie, sauf digestion du
derme par la collagénase.

b) La répartition des microfilaites dans la peau
n’étant homogéne ni dans le temps ni dans l'es-
pace, un examen n’est jamais strictement reptro-
ductible, II n’est donc pas utile d’exiger de la

10

aprés 24 heures
.- négatives aprés

(Dapres MOREAU,

examen

T
. 20 25 40 S0 62 70 17
Nombre de microfilaires

v . " Fig 2. Distribution des densités microfilariennes observees

eau physiologigue de 236 biopsies
G 30 minutes en eau distiliée

'PROD'HON ET PROST 1977)
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technique d’examen une précision extréme com-
pte tenu de amplitude des variations individuel-
les. .

¢) La biopsie cutanée exsangue normalisée parait en
zone de savane la méthode la plus pratique et la
plus fiable pour la quantification de linfestation.

Au cours de nos enquétes, le grand nombre d’exa-
mens 2 réaliser et leur périodicité réguliere au sein
de I’échantillon constitué nous ont imposé de choisir
la technique comportant le moins de manipulations,
donc le moins de risque d’erreur, et possédant les
caractéres suivants :

— donner des résultats immédiats pour qu'un résul-
tat aberrant puisse étre contrdlé et au besoin
corrigé avant que Iéquipe ne quitte le village ;

— donner des résultats quantitatifs qui, sans cher-
cher 3 &tre une valeur maxima, soient un standard
comparatif fiable ;

— avoir par contre la sensibilité la plus fine au point
de vue qualitatif pour pouvoir détecter les cas
positifs avec la plus faible marge d’etreur.

Nous utilisons donc la double biopsie prélevée a
la pince emporte-piéce au niveau des crétes iliaques
droite et gauche, la lecture se faisant aprés 30 minu-
tes sur lame en eau distillée et étant contrdlée apres
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30 minutes sut lame en eau distillée et étant contrd-
lée aprés 24 heures d’incubation en eau physiologique
si le résultat est négatif. L’adjonction de collagénase
3 ce milieu est 3 I’étude pour tenter d’éliminer tous
les faux néatifs parasitologiques. Les tests de repro-
ductibilité sont satisfaisants. Ce choix n'exclut pas
que dans I'avenir des modifications ou des examens

N

supplémentaires soient ajoutés & ce schénia de base.

RESUME

La revue critique des méthodes de diagnostic patasitologi-
que de lonchocercose permet de conclure que, dans I’état
actuel de nos connaissances, la mise en évidence des micro-
filaires dermiques d’Onchocerca volvulus Leuckart, - 1893, par
biopsies cutanées exsangues prélevées aux deux crétes ilia-
ques 2 'aide d'une pince emporte-pidce constitue la méthode
de choix lors d’enquétes de masse en zone de savane d’Afri-
que de I'Ouest.

Bien que l'utilisation de I’eau physiologique comme milieu
d’incubation, couplée a des techniques telles que la filtration
sur filtre millipore ou la digestion a la collagénase, donne
des résultats de plus grande précision, la numération des
microfilaires aprés 30 minutes d’'incubation en eau distillée est
un bon standard de mesure, pratique et constant, Le contt8le
des résultats négatifs par immersion complémentaire des biop-
sies durant 24 heures en eau physiologique permet de cortiger
Perreur par défaut de la technique la plus pratique et d’alliet
la sensibilité & la simplicité.
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