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TECHNIQUES DE LABORATOIRE POUR L’ETUDE DE LA FILARIOSE
&
COLLECTION DE FILAIRES DE LA COMMISSION

| LIBRARY
lSecretorict of the Pacific Community DU PACIFIQUE SUD

La conférence d’experts sur la Filariose et l’Elephantiasis
réuniec & Tahiti du 2I Aofit au Ier Septembre I95I sous 1les auspl-
ces de la Commission du Pacifidue Sud a recommandé entre autres:

- la création par la Commission du Pacifiéue Sud d’une col-
lection de filaires (vers adultes ct stades embryonnaires) humai-
nes ot animales ainsi que de pi&ces et de préparations anatomo-
pathologiques se rapportant & la filariose (recommandation 1) ;

- 1’uniformisation des méthodes utilisées pour 1’étude de la ;

filariose (recommandation 5I),.

A.COLLECTION .
_ Pour la création de cette collection la CGonférence demande
a4 tous les chercheurs du Pacifique d’adresser & la Commission du
Pacifique Sud (Section Santé, Noumea, Nouvelle-Calédonie) des
spécimens (adultes,microfilaires, différents stades larvaires
chez les vecteurs) de filaires humaines et animales ainsi que des
piéces anatomo-pathologidues en provenance de leur région. Leur
étude par des spécialistes dualifiés sera faite par 1’intermé- |
diaire de la Commission. Les résultats de ces examens, communi- ;
qués & tous les chercheurs intéressés, leur fourniront des in-
formations de valeur. Il est recommandé, chaque fois que cela
sera possible, d’adresser en m&me temps que les vers adultes
des frottis de sang ( ou de derme ) pour 1’étude des microfi-
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B.. Dans(;gibut d’uniformiser les méthodes de recherche, la Confé-

rence recommande les techniques suivantes :

I. RECOLTE ET PRESERVATION DES SPECIMENS POUR COLLECTION.

I° Les microfilaires.

a) Il est recommandé de faire pour chadue cas une goutte
épaisse et un frottis de sang, sur une seule lame ou sur
des lames différentes. _

b) La méthode de coloration rapide de Glemsa, telle éu’elle
est utilisée pour les parasites du paludisme, est recom-
mandée. Les frottis de sang devront &tre colorés aussitdt
que possible aprés leur dessication compléte.

2° Les vers gdultes.

a) Les techniques sulvantes sont recommandées pour la collec=
te des vers adulpes 4 partir des tissus obtenus par biop=
sie ou autopsie
(1) Dilacérer le tissus, lorsdue c’est possible; ou le

découper en bandes de I-2 centimétres d’epaisseur.

. (ii) Le fairc macérer dans du sérum physiologique & la tem=-
pérature ordinaire (20-25°), et changer le liquide,
toutes les 2 ou 3 heures si possible, prélever les
vers Qui se sont libérée du tissus. Continuer pendant
8-I0 heures.

(111) Filtrer le résidu dans un tamis fin en vue de collecw
ter les vers et les fragments de vers.

b) Les vers adultes sont bien fixés par 1l’alcool éthylique

chaud & 704 ¢t peuvent 8tre conservés dans l’alcool & 70%

&
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auquel a été ajouté de la glyeérine (environ 2%). Avant
1’expédition,; les flacons contenant les vers devront &tre
remplis complétement avec de 1l’alcool & 70%, et scellés
en plongeant les bouchons dans de la paraffine en fusion

ou de la celloidine.

3°) Les piéces anatomigues peuvent &tre fixdes et expédiées dans
du sérun physiologique, formolé & IO %.

4°) Les préparations anatomo-pathologigues montées sur lames de-

vront &tre faites sulvant les techniques courantes.

5°) Renseignements.

a)

b)

Tous les spécimens devront &tre accompagnés par les ren=-

seignements minimum suivents fixés & chadue lame ou réci-

pient expédiés: _

(1) non du territoire (ou) institutiong

(11) nom de la personne ayant pratiéué le prélévementy

(i11) date du prélévement;

(iv) un numéro d’ordre;

Des feullles de renseignements donnant des informations

plus détaillées devront 8tre jointes aux spdcimens et de=-

vront mentionner : N

(1) une ripétition des renscignements inscrits sur 17é8ti-

. quettes

(11) une liste des spécimens envoyds provenant d’un méme
sujet 3 ‘

(1i1) une identification du sujet, par 1’8ge, le sexe, la

race;
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(1v) un résumé de l’observation c¢linique ;

(v) 1’heure (heure locale) ou le prélévement a été effectuéy

(vi) l’historique du traitement antifilarien ou de toute au-
tre chimiothérapie utiliséde au cours de l’année précé-

' denteg _

(vii) les méthodes utilisées pour la préparation du spéci-

‘ men si ce ne sont pas celles recommandéess (

(viii) s?11 s’agit de vers adultes ou de piéces anatomo-pa-
thologiques, le point de prélévement et le mode (biop=
sie ou autopsie); s’il s’agit d’une autopsie le temps

_ écoulé depuis le décés est important j

(1x) si des microfilaires sont expédiées sous forme de
frottis de sang, i1l faudra indiquer si le sang est
d’origine veinecuse ou périphérique et le point ou le

prélévement a été effectué.

II. ETUDES SUR LA PERIODICITE,

En vue d’uniformiser autant é’uil cst possible les études
sur la périodicité des microfilaires de Wuchereria, les méthodes
suivantes sont recommandées :

(i) trois frottis seront faits, d’une quantité mesurée de

20 mm3 chacun, prélevés sur chaque sujet & chaque exa-

- menj

(11) les frottls seront effectués toutes les 2 heures pen-

dant une période d’au moins 24 heures ; |

(i1i) 1’heure du prélévement secra notée su;vant le systémg

international de 00.00 3 24.00 heures (heure locale) 3
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(iv) les échantillons de sang périphéridue seront prélevés
; au niveau d’un doigt j
(v) les renseignements devront comporter @
a) le lieu géographidue précis de la résidence du sujet
dans la région ; | ‘
b) 1’4ge, le sexe, la race du sujet; '
¢) le lieu d’origine et tout renseignement particulier
sur les déplacements du sujet j
d) si le sujet est étranger & la région ol 11 est étu-

dié, la durée de son séjour dans cette réglon.

III, METHODES ET NOTATIONS EN ENTOMOLOGIE. o
1) Aprés avoir envi;agé les possibilitds d’étude de la densi-
té culicidienne : enduetes entomologidues basées sur le nom~
bre de larves de moustique, sur le nombre de moustidues
capturés & la recherche d’un repas de sang ou sur le nomw=
bre des moustiques capturés dans des abris, la conférence
a décidé de ne faire aucune recommandation officielle en
ce qui concerne les méthodes a utiliser. La méthbde devra
toujours ttre déerite.
2) Notations. | . -
a) Indépendamment des méthodes utilisées, l’incidence de
1’infection chez 1le moustiéue devra &tre rapportée &
la densité culiecidienne.
b) Les vers découverts chez des moustiques donnés devront
8tre identifids, classés en fonction des régions du
corps ol ils ont été trouvés et de leur stade de déve=-

loppement.
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IV, RECHERCHE DES MICROFILAIRES AU LABORATOIRE.

a) La recherche des microfilaires chez l1’homme peut &tre pra-
tiquée en examinant le sang ou tout autre liquide sﬁSpeqt
de contenir de la lymphe ou du chyle. Le sang veineux ou
capillaire peut &tre examiﬁé; pour le sang veineux la mé-
thode de Knott (1) est recommandée. Celle=ci a probablement
1’avantage de permettre la mise en évidence d’infestations
légéres.

b) Le sang capillaire prélevé & 1l’oreille ou au doigt peut
servir & 1’examen direct pour la recherche des microfilai~-
res mobiles, ou pour préparer des gouttes épalsses & par-
tir desquels des numérations exactes pourront &tre effec=
tudes. Vingt mm3 de sang sont étaléds sous forme d’un cercle
de I,5 cm de diamztre et séchés avant coloration par le
Gicmsa. Dans la filariose pérlodique pratiquer les frottis
entre 2200 et 0200 hecures, (heure locale), dans les régions
ol la périodicité n’est pas clairement préc?sée le sang de-
vra 8tre prdlevé entrc I400 et IB00 heures (heure locale).
Les résultats obtenus par les examens de gouttes épaisses
devront &tre exprimés en fonction du nombre de micerofilai-

res par 20 mr3, ou par multiple de ce volume.

V. ENQUIZTZS. |
a) Bien que la méthode de Knott de recherche des microfilai=-
res fournissent des résultats comparables & ceux de la

goutte épaisse de 20 mm3, elle ne donne pas de résultats

o —— —— - —— s— = or— "t - —— 4 -

(1) Recherche des microfilaires dans le culot de centrifugation de
lem3 de sang velncux hémolysé dans I0 em3 d’eau distillée.
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quantitatifs. Clest pourduoi, au cours des enduétes, les
numérations exactes des microfilaires devront &tre effec-
tudes sur des gouttes épaisses de 20 mm3 de sang ou d’un
multiple de ce volume, prélevées au niveau du doigt.
L’cspéce de Wuchereria rcncontrée devra &tre notée.A

b) Dans de telles enéuétes, 1’8ge et le sexe devront étre
mentionnés. Des groupes d’8gc de 5 en 5 ans sont conseil=~
1és: O=4, 5-9,I0-Ik, I5-I9, 20-24%, 25-29, etc., et ainsi

de suite.

VI. UNIFORMISATION DFS TFSTS INTRADERMIQUES. |
En raison de la facilité que 1’on a de se procurer des Diro-
filariae immitis, l’antigire préparé & partir de ce ver sera emplo-
yé dans la plupart des tests intradormiducs, bien Que d’autres an-
tigénes filariens soient suscentibles de fournir d?aussi bons ré-
sultats. .
a) Standardisation de 1’antigéne ,
Les faits montrent due pour le moment l’antigéne extralt
du ver entier peut ttre utilisé pour pratiéuer des tests
intradermiéues, 1’extraction fractionnée n’ayant pu enco=-
re fournir d’extrait de plus grande spécificité. Actuel-
lement, 11 ne semble pas duo 1?activité de 1’antigéne soit
en relation avec son titre cn azote. C’est pourquoi il est
reccommandé d?appricier 1l’activité de 1l’antigéne en le met-
tant en présence d’un sérum fortcement positif et en utili-
sant la rdaction de¢ fixation du complément ou une réaction
de floculation.

Il est recommandé d’utiliser hablituellement pour les tests

cutands une dilution & I/8000 dans du sérum physiologique,

e — o .



b)

c)

B

les faits semblent indiquer que cette dilution fournit
un pourcentage plus élevé de réactions positives chez les
sujets sensibiliséds et qu’elle donne peu de réactions non

spécifiques.

Technique d’gpplication

I1 est recommandé de pratiéuer une injection de 0,01 cm3
de la dilution correcte d’antigéne, le traumatisme méca-
nique produit par 1l’injection d’une quantité plus impor-
tante peut, chez certains sujets a réaction négative,

déterminer une réaction non spécifique.

Une dose égale d?une dilution identique de sérum de chien
pourra &tre utilisde comme contrtle. S1 on le désire, un
contrdle compllémentaire peut 8tre pratique avec une dose

identique de sérum physiologique.

Les solutions d’antigéne et de liquide de contrdle se-
ront injectées au m8me avant-bras afin d’éliminer les
différcnces possibles de rdactivité des diverses rézions |

du corps.

Uniformisation des méthodes de lecture 3
Au cours des enéuétes les lectures devraient Gtre etfec=
tuées 20 minutes aﬁrés 1’injections Si le test est uti=-
1isé pour le diagnostic, une lecturc suplémentaire peut
8tre faite aprés 24 heures, car des rdactions tardives

se produisent dans un petit nombre de caso
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La réaction scra considérée comme positive lorsque le dia-
nétre de la papule produite par 1’injection de 1’antigéne
dépassera de 3 mm celui du contr$le. La présence de pseu-
dopodes peut &tre considérée comme une preuve supplémen-

taire de positivité.

Pour les études comparatives il est conseillé de faire
des calques & l’encre sur du papier transparent ou de la
cellophane des papules inltiales et de comparer les dimen=-

sions apreés 20 minutes.
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TABLEAU INDIQUANT LE NOMBRE DE MICROFILAIRES
DES DIFFERENTES PRELEVEMENTS POUR LES OBSERVATIONS

A, B, C.
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