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Enquete serologique en Tunisie sur les arbovirus
B. NABLI,' C. CHIPPAUX-HYPPOLITE,2 A. CHIPPAUX 3 & J. TAMALET 4

Les conditions ecologiques re'unies en Tunisie - pre'sence de nombreux arthropodes,
passages d'oiseaux migrateurs - et la fr&quence de syndromes meningo-encephalitiques
d'etiologie indetermine'e ont incite les auteurs a entreprendre un premier sondage inmmuno-
logique sur la presence des arbovirus.

Au cours d'une enque'te menee en divers points du pays, 1406 serums, dont 1370 preleves
chez des enfants de moins de 15 ans, ont ete' titres vis-a-vis d'une serie d'antigenes: 5 %
d'entre eux pre'sentaient des anticorps pour un ou plusieurs des antigenes etudies. Ces resul-
tats montrent l'activite dans la population tunisienne de divers arbovirus, et en particulier
du virus West Nile.

D'importants travaux d'ensemble, plus particulie-
rement en Egypte (Taylor et al., 1956; Schmidt et al.,
1960), en Grece (Theiler et al., 1960; Pavlatos &
Smith, 1964), en Israel (Ben-Porath et al., 1966),
en Italie (Verani et al., 1967), et en France medi-
terraneenne (Panthier, 1968), ont precise au cours
des quinze dernieres annees la repartition des arbo-
virus dans le bassin mediterran6en, leur incidence
dans la pathologie infectieuse et ont analyse les
principaux maillons de leur chaine epidemiologique.
Ainsi non seulement des affections saisonnieres
connues de longue date, mais certaines epidemies,
ont-elles pu etre rattachees a une etiologie virale
precise: virus de la dengue a Athenes en 1927, virus
de la fievre a phlebotomes parmi les troupes alliees
en 1943-1944, virus West Nile en Israel en 1951-1952.
Completant habituellement les enquetes immu-

nologiques, des isolements de virus ont ete realises
parallelement chez l'homme ou l'animal malades,
chez le vecteur et parfois chez l'animal reservoir:

West Nile a ete isole en Israel (Olejnik, 1952;
Bemkopf et al., 1953; Goldblum et al., 1957; Nir et
al., 1967), en Egypte (Work et al., 1953; Taylor et al.,
1956; Schmidt & El Mansouri, 1963) et en France
(Hannoun et al., 1964; Panthier et al., 1966, 1968);
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Sindbis a ete isole a plusieurs reprises en Egypte
et en Israel (Nir et al., 1967), Tahyna en France
(Hannoun et al., 1966) et en Italie du Nord (Balducci
et al., 1968);

les souches Sicile et Naples du virus de la fievre a
phlebotomes ont ete isolees en Italie (Sabin et al.,
1944) et en Egypte (Taylor, 1959; Schmidt et al.,
1960).

C'est en fonction de ces isolements et des resultats
des enquetes serologiques que nous avons choisi les
souches utilisees pour la preparation de nos anti-
genes.

MATIRIEL ET METHODES

Serums
L'enquete porte sur 1406 echantillons de serums

preleves en divers points du territoire tunisien (fig. 1).
Parmi ces serums, 1094 ont ete recueillis dans l'Ile
de Djerba, au sud-est de la cote tunisienne (fig. 2).
Cette ile constitue un ensemble ecologique bien
defini. Sa population relativement stable reste fidele
a un mode de vie traditionnel. Son climat est sub-
tropical avec des pluies rares et irregulieres.
Des autres serums, 205 proviennent de la region

de Tunis, 85 du gouvernorat de Gabes et 22 de
diverses autres localit6s.
Ces serums sont ceux d'enfants d'age scolaire, 'a

l'exception de 36 serums de Tunis. Aucun de ces
sujets n'a ete vaccine contre la fievre jaune.

Antigenes
Sept souches d'arbovirus ont ete utilisees pour la

preparation des antigenes:
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FIG. I
SITUATION G9OGRAPHIQUE DES REGIONS PROSPECTtES

Sindbis, souche Eg Ar 339;
chikungunya (CHIK), souche S-27 (Ross, 1956);
West Nile, souche Halima, isolee en Camargue

(France);
encephalite japonaise (JE), souche Nakayama;
encephalite d'Europe centrale, souche Graz;
fievre a phlebotomes, souche Sicile;
Tahyna, souche isolee en Camargue (France).

Toutes ces souches sont entretenues par passages
sur cerveaux de souriceaux et conserve'es a -80°C.

Les 6 antigenes hemagglutinants sont prepares 'a
partir de cerveaux de souriceaux ages de 2 a 4 jours,
preleves a la phase paralytique; West Nile, Sindbis,

Graz et JE sont extraits au Freon 113; Sicile et
chikungunya en saccharose-acetone. Le titre de
chaque lot d'antigene est controle avant chaque
reaction a pH et a temperature optimaux.

L'antigene Tahyna fixant le complement est pre-
pare a partir de cerveaux de souriceaux infectes,
traites au Freon 113; il est titre en echiquier avec
un immunserum de souris.

Methodes
Ainsi qu'il est maintenant classique de le faire

pour un premier sondage epidemiologique sur les
arbovirus, c'est la reaction d'inhibition de l'hemag-
glutination (IH) selon la technique de Clarke &
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FIG. 2
POINTS DE PRtLtVEMENT DES SERUMS DANS L'ILE DE DJERBA

Casals (1958) qui a ete choisie pour tester l'ensemble
des serums avec les divers antigenes. Toutefois,
25 serums dej'a examines en IH avec l'antigene
West Nile ont ete contr6les par seroneutralisation
sur souris (SN). Par ailleurs, 1'emploi de la reaction
de fixation du complement a permis d'etudier
170 serums avec un antigene Tahyna non h6mag-
glutinant.

Techniques
Inhibition de l'he'magglutination. Les serums, con-

serves a -25°C puis decomplementes, ont ete
absorbds systematiquement avec une suspension de
kaolin et des globules rouges d'oie. Un premier
examen d'orientation effectue sur une seule dilution
au dixieme (1/10) du serum permet de selectionner
les serums positifs. Puis un titrage quantitatif en
precise le titre. Chaque serie de reactions se fait en
micromethode: plaque de Plexiglas de Takatsy,
r6partition a la micropipette de 0,025 ml de s6rum
dilue et de 0,025 ml d'antigene contenant au moins
8 unites hemagglutinantes. Apres contact d'une
heure 'a la temperature du laboratoire, on ajoute
0,05 ml de suspension de globules rouges d'oie
dont la concentration est ajustde au photometre.

Cette incubation breve 'a la temperature du labora-
toire permet de conserver un excellent titre a tous
les antigenes, mais peut diminuer tres ldgerement le
titre inhibant l'hemagglutination (Smith, 1967).

Les temoins habituels - sdrums, titre de l'anti-
gene et suspension globulaire - sont inclus dans
chaque serie.

Fixation du complement. C'est une reaction de
Kolmer realisee sur plaques de Plexiglas avec
2 unites de complement et une incubation a 4°C
pendant 18 heures.

Seroneutralisation. Elle a ete seulement qualitative,
par inoculation intracerebrale a des souris de
6 semaines de 0,02 ml d'un melange sdrum-virus
apres incubation 'a 37°C pendant une heure. Le
virus West Nile est dilue de fa9on a contenir au
moins 200 DL50. Le serum est pur. Apres dix jours
d'observation et controle, pour chaque serie, du
titre du virus, des serums positif et negatif temoins,
on compte comme serums neutralisants ceux qui
protegent 4 ou 5 souris sur 5, et comme serums
partiellement neutralisants ceux qui protegent seule-
ment 3 souris sur 5.
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RESULTATS ET COMMENTAIRES

Le tableau 1 presente l'ensemble des resultats des
rdactions d'IH et montre une preponderance de
West Nile (66/1406, soit 4,7 %). Sur les 1406 serums,
70, soit 5 %, presentent des anticorps pour au moins
un des antigenes.
Le tableau 2 indique la repartition geographique

et le titre des sdrums positifs avec l'antigene West
Nile et le tableau 3 les resultats de la seroneutralisa-
tion avec le virus West Nile. La concordance est
absolue pour les 14 serums negatifs; 4 serums
d'enfants de 7 ans sont positifs en IH et negatifs en
seroneutralisation. Cette discordance s'explique par
le fait qu'il peut s'agir d'anticorps heterologues de
moindre specificite; en effet nous relevons 7 serums
sur 70 positifs pour 2 ou 3 antigenes du groupe B.

Par ailleurs, les 170 serums titres en fixation du
complement avec Tahyna sont tous negatifs.

I1 est difficile de comparer ces resultats avec ceux
des enquetes effectuees dans d'autres regions medi-
terraneennes: le choix des serums - tranches d'age,
localites, conditions epidemiologiques, rapport de
l'echantillon a la population totale - et le choix de
la gamme d'antigenes sont tres varies, en fonction
des motivations de ces enquetes.

C'est ainsi que Pavlatos & Smith (1964) ont
analyse l'etiologie de l'epidemie grecque de 1927
et ont recueilli leurs serums dans dix localites parmi
deux groupes d'age: sujets nes avant ou apres 1928.
Les premiers montrent 180% de porteurs d'anticorps
dengue et 60% de porteurs d'anticorps West Nile,
et les seconds 1 % de porteurs d'anticorps pour les
deux antigenes. I1 n'y a aucun porteur d'anticorps
Sindbis ni d'isolement de virus.
Taylor et al. (1956) ont etudie la distribution geo-

graphique du virus West Nile en periode epidemique
(23 isolements de virus chez des enfants fdbriles).
Sur 943 serums recueillis dans 17 localites du delta
du Nil, 55% neutralisent ce virus dont 36% de serums
d'enfants de 0 'a 14 ans et 68% de serums de sujets
de 15 ans et plus. A Alexandrie (Egypte), Mohammed
et al. (1968) ont trouve sur 133 serums 150% de por-
teurs d'anticorps pour West Nile, 2% pour la dengue,
26% pour Sicile, 13% pour Tahyna et aucun porteur
d'anticorps Sindbis.
En Israel, Ben-Porath et al. (1966), sur 616 serums

recueillis dans une region oii le virus West Nile a ete
actif quelques annees auparavant, trouvent selon les
villages, les groupes ethniques et l'age, de 5 a 33 %
de porteurs d'anticorps West Nile chez l'enfant et
de 1,3 a 35% de porteurs d'anticorps Sindbis pour
1'ensemble des serums.
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TABLEAU 2
REPARTITION DES StRUMS TESTtS ET DES StRUMS POSITIFS EN IH
POUR L'ANTIGtNE WEST NILE, SELON LA LOCALITt ET LE TITRE

Point Nombre S6rums positifs Nombre de s6rums de titre
de de s6rums

pr6lvement Mtudifs Nombre % 1/10 1/20 1/40 1/80

lie de Djerba

Adjim

Arkou

Beni Meagel

C6douikbche

C6driane

El K6chaTne

Fetou

Ghizen

Guellala

Houmt Souk

Khenansa

Mahboubine

Midoum Fath

MozraTa

Hara Sghira

Oualleg

Srendi

Total Djerba

Gab6s

Tunis

Autres r4gions

Total gdn6ral

142

57

36

23

36

20

57

34

146

114

83

131

98

43

8

34

32

1 094

85

205

22

1 406

7

1

2

3

2

2

2

2

2

10

6

0

0

0

42

6

16

2

66

4,9
1,7

5,5

4,3
8,3

10,0

3,5

5,9
1,4

1,7

1,2

7,6

6,1

2,2

3,8

7,0

7,8

9,0

4,7

2

1
I

I

25

5

23

4

16

2

45

4

4

9

9

3

2

I

9

2

11

TABLEAU 3
RtSULTATS DES IPREUVES DE

StRONEUTRALISATION (SN) AVEC LE VIRUS WEST NILE

Nombre F Nombre Nombre
de s4rums Titre IH dosirums de serums
dtudi6s positifs n6gatifs

en SN enSN

5 1/10 3 2

2 1/20 1 1

4 1/40 3 1

14 0 0 14

25 [ 7 18

Verani et al. (1967), en Italie du Nord, notent en
particulier sur 209 serums etudies avec une tres
large gamme d'antigenes l'absence de porteurs
d'anticorps Sindbis et la presence d'anticorps pour
les antigenes West Nile (8,3 %), dengue (0,9 %),
Sicile (20,5%) et encephalite 'a tiques (1,9 °).

Enfin l'un de nous a trouve dans un groupe de
17 ecologistes travaillant en Camargue 10 porteurs
d'anticorps West Nile (60%), 13 porteurs d'anti-
corps Tahyna (76%) et aucun porteur d'anticorps
Sindbis.

L'ensemble de ces resultats reflete malgre leur
heterogeneite l'existence de foyers d'activite tres
inegale, parfois tres limitee, de ces differents virus,
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en particulier West Nile, Sicile, Sindbis, foyers dans
lesquels s'inscrivent ces premiers resultats tunisiens.

CONCLUSION

Au terme de cette premiere enquete qui porte
essentiellement sur des serums de jeunes enfants de
l'ile de Djerba, nous pouvons conclure a la presence
dans la population tunisienne de signes d'activite
d'arbovirus du groupe B, dont tres probablement
West Nile, et des virus Sicile et Sindbis.
La Tunisie est un lieu de passage et d'hivernage

de nombreuses especes d'oiseaux migrateurs. On
sait l'importance de cette notion dans le cycle des
virus West Nile et Sindbis et peut-etre dans le trans-
port transcontinental d'autres arbovirus. Le conti-
nent africain est # le prolongement de l'Europe

meridionale et la traverse' de la Mediterranee deter-
mine les grands courants de migration; les cotes
constituent des routes bien trac6es * (Dorst, 1962).
Le cap Bon voit passer de nombreux oiseaux en

provenance d'Italie, de Sicile se dirigeant vers
l'Afrique centrale ou l'Egypte; certaines especes
hivernent en Tunisie de novembre a avril.
Ces conditions ecologiques permettaient de sup-

poser avec beaucoup de vraisemblance la presence
endemique en Tunisie d'arbovirus deji identifies
dans differents pays mediterraneens. L'ile de Djerba
pourrait representer une zone de recherches # pri-
vilegieee* pour un travail d'ensemble sur les arbo-
virus, groupant I'analyse des conditions biologiques
des reservoirs et des vecteurs, des essais d'isolement
de virus et une surveillance serologique.
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SUMMARY

SEROLOGICAL STUDY OF ARBOVIRUSES IN TUNISIA

A serological investigation was conducted in Tunisia
to obtain preliminary information on the arboviruses
that might be present among the population. Altogether
1406 serum samples were drawn, 1094 of them from
persons living on the island of Djerba; all but 36 of the
total sera were from children of school age. The haem-
agglutination-inhibition test was used for most sera, but
serum neutralization tests were also performed on 25 sera
and complement-fixation tests on 170. Seven antigens
representative of the more important arboviruses isolated
in the Mediterranean area were used-namely, Sindbis,
chikungunya, West Nile, Japanese encephalitis, Central
European tick-borne encephalitis, Sicilian sandfly fever
and Tahyna.

It was shown that arbovirus infections are present
among the Tunisian population, some 5 % of the total

sera tested containing antibodies to one or more of the
antigens. The highest proportions of antibody were to
West Nile (4.7%) and Sicilian sandfly fever (2.5 %);
rather few sera were positive for Central European tick-
borne encephalitis and Japanese encephalitis (0.5 % each)
or to Sindbis (0.2 %), and none to chikungunya or
Tahyna.
The authors point out that, since birds are known to

be important in the West Nile and Sindbis virus cycles and
may play a role in the transcontinental transmission of
other arboviruses and since Tunisia is on the spring and
autumn bird-migration route between Europe and Africa
and also serves as an important wintering territory, a
variety of arboviruses already known from other countries
elsewhere in the Mediterranean area may well be endemic
in Tunisia.
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