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INTRODUCTION

Les trypanbsormses bovines figurent en bonne place parmi les
dominantes pathologiques qui préoccupent les services de 1'élevage des
pays africains auy sud du Sahara. Sans causer les ravages de ia~peste ou
de la pér'ipnewno?tie contagieuse bovines, elles revétent tout de
méme wne trés grande importance du fait qu'elles sant une des causes de
" 1a carence protidique qui affecte les populations africaines par suite
. des déficits dans les productions de viande. Mormet (31) dans une étude
sur les hématozooses animales montre cette importance 3 travers plusieurs
SOnsidérations ayant pour corollaire les trypanosomoses et qui se résument
ccmu:a suit

- Difficulté de 1'élevage des bovins sensibles (zébus, diakorés) surtout
dans les régions trés riches en glossines,

- péjoration de 1'élevage autochtone dags ces régions de type guinéen ou
forestier (races trypanotolérantes mais de format trés petit),

~ privation de 1'homme de quan¥ités énormes de _\_fi»ande et de lait,
- soustraction d l'agriculture de tonnages b@ortawts de fumiers,

- perte de journées de travail (traction - labourage) qui permettraient
d'augmenter les étendues cultivées actuellemens trés faibles.

Cette étude de MORNET fait bien ressortir-l'importance des try-
panosomoses animales. Elle retrouve son expdession chiffrée dans 1'es-
timation qui évalue & 10 millions de km2, 185 superficies privées
d'élevage 3 cause des glossines vectrices de trypanosomes en Afrique,
glossines dont 1'absence permettrait & ces zones de nourrir en plus
125 millions de tétes, soit une population bovine supérieure 3 toute la
population bovine actuelle du continent africain (11).



Cette importance est également raepportée par WILSON (5) qui-
pense que sans les glossines et autres diptéres hématophages vecteurs de
trypanosames, certaines régions pourraient nourrir un cheptel double.

Partant de ces arguments, il s'avére normal pour les spécialistes
de 1'alimentation de dire que le probléme des trypancsomoses est l'une des
grandes causes de la carence de 1'Afrique en protéines énimales. Aussi, peut-
on justifier avec raison, tout 1l'arsenal de moyens que les services vété-
rinaires africains ne cessent de mettre en oeuvre pour venir 3 bout de
telles affections. Et cette lutte entreprise ne saurait &tre efficace

que si elle est menée sur 2 fronts :

~ d'abord dans le milieu extérieur ol i s'agit de détruire les vecteurs
de la maladie : c'est la prophylaxie indirecte et celle-ci constitue
1'aspect le plus important de la lutte antitrypanosomienne mais aussi
le plus décevant du fait des nombreuses difficultés qu'elle présente
(trés vastes superficies 3 traiter, cofit élevé des opfrations, danger
des insecticides qui agissent de fagon indiscriminée etc.).

~ C'est pourquoi, les efforts sont souvent portés sur la prophylaxie di-
recte et le traitement qui sont eux menés sur 1'animal vivant par

- 1'utilisation des trypamocides. Cette 22me forme de lutte n'est pas
cependant si aisée car elle suppose des comnaissences de clinique et
d'épizootiologie des trypanosomoses ; dépistage des animaux parasités,
détermination des especes de trypanosomes et fréquence de la maladie
selon les régions. Cela indique 1'importance des méthodes de diagnostic,
méthodes dont 1'une, 1'immmofluorescence indirecte fait 1'cbjet de la
présente étude,



PREMIERE PARTIE

METHODES GENERALES DE DIAGNOSTIC

DES TRYPANOSOMOSES - TMMUNO -~ FLUORESCENCE



PLAN DE LA PREMIERE PARTIE

CHAPTTRE PREMIER

Méthodes générales de diagnostic des trypanoscmoses

. A/ le Diagnostic clinique
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I/ Les méthodes directes
II/ les méthodes indirectes

IT/1 - La réaction de fixation du complément ou d'hémolyse

I1/2 - L'hémegglutination indirecte
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L'immmnofluorescence et son application aux trypanosamoses

I/ Historique
II/ Principe général de 1'immuno-fluorescence
ITI/ Techniques de diagnostic par Immuno-fluorescence
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B/ MEthode indirecte proprement dite ou méthode de WELLERS
et COONS (1954), |
- La méthode par inhibition de la fluorescence
- La méthode de 1l'anticomplément
- La méthod de double coloration.



IV/ Applications de 1'immumo-fluorescence indirecte au diagnostic

des Protozooses et des trypanosomoses en particulier

A/ L'immmo~flucrescence dans les protozooses humaines

B/ L'immmo-fluorescence indirecte dans les trypanosomoses

bovines



- CHAPTTRE PREMIER

METHODES GENERALES DE DIAGVOSTIC

DES TRYPANOSOMOSES (11)

Dans les trypanosamoses animales, les différentes méthodes de
diagnostic peuvent se résumer comme suit :

A/ -~ le Diagnostic clinique

I1 est fondé sur une symptématologie peu caractéristique (fiévre ;
anémie ; larmoiement ; cedémes et parésie du train postérieur incons-
tants). Aussi est-il souvent complété par le diggnostic de laboratoire

B/ - Le Diagnostic expérimental

I1 dispose de deux groupes de moyens :
Les méthodes directes et les méthodes indirectes.

I - Les méthodes directes

Rassemblent 1'ensemble des arguments expérimentaux qui permettent de
mettre directement en évidence les trypanosomes chez 1'animal.

Elles font ainsi appel a :

1

1'observation microsoopique de trypanosomes

. . N -~ o‘ v .
1'inoculation de prélévements suspects 3 des animaux d'expérience

la culture de matiéres biologiques recueillies gur 1'animal
suspect
le x&nodizgnostic ou diagnostic sur 1'héte intermédiaire.



La recherche microscopique des trypanosomes constitue le

plus sr de ces moyens de dépistage lorsque la parasitémie est &levée chez
1'individu infecté. Il a également 1'avantage d'@tre rapide et peu onéreux
(peu de matériel biologique et chimique). Néanmoins il peut &tre défaillant
du Fait de la rareté des trypanosames dans le sang périphérique lors de
faibles infections.

Quant ax trois derniers procédés, ils ne s'utilisent surtout que
pour la confirmation des autres méthodes de diagnostic du fait de leur
cott mais aussi du délai assez long nécessaire 3 leur réalisation et des
nombreux facteurs qu'exige leur réussite (souche de trypanosomes en cause,
1'animal utilisé, milieu de culture, élevage de glossines neuves etc.)

C'est pourquoi le diagnostic expérimental se tourme de plus en

plus vers les méthodes indirectes pour obtenir des résultats dans des délais
relativement courts.

IT - Les méthodes indirectes

L'argument sur lequel se fondent ces techniques est la mise
en évidence des traces de la présence ou du passage des trypanosomes dans
les humeurs des animaux suspects (sérum en particulier). Elles tentent
en somme de déceler des anticorps se rapportant 3 des parasites connus

utilisés comme antigéne.

De 13, la dnomination expressive de méthodes séro-immunologiques
que porte ce groupe de techniques diagnostiques couramment appliquées au
domaine de la pathologie vétérinaire ; les principales épreuves de ce
diagnostic expérimental indirect sont :
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II/1 - La réaction de fixation du complément ou d'hémolyse

Pour certaines recherches qui lui furent consacrées, la réaction
de fixation du complément serait une excellente méthode pour le diagnostic
de la dourine des équidés (dwe 3 T. equiperdum) cn zone tempérée :

WATSON (22) et BALOZET (1946) (8) sont de cet avis. Pour d'autres, sa
valeur serait trés limitée sous les tropiques, dans le dépistage des try-
pandsom:ases bovines : c'est ce que font ressortir les travaux de :
ROBINSON (1929) sur T.congolense, HORNBY et BAILEY (1932) sur T.brucei

et qui sont rapportés par KILLICK-KENDRICK (1968) (22).

En fait, la réaction de fixation du complément présente comme
principale difficulté, 1l'obtention de 1'antigéne trypanosomien qui doit
étre extrait et purifié€ ; ensuite il y a les difficultés liées d la pré-
paration du sérum hémolytique et & 1'obtention du complément. Enfin son
utilisation suppose l'existence d'une seule espéce de trypanosomes et
selon certains auteurs, ce fait explique les résultats souvent décevants enre-
gistrés en Afrique au Sud du Sehara ol les animaux sont exposés & plusieurs
espéces de trypanosames. Aussi, cette méthode est-elle peu utilisée.

II/2 - L'hémagglutination indirecte a comm principe, 1'agglutination

des glpbules I"OU%E-: préalablement traités par 1'acide tannique et enrobés
d'an‘tlgéne provenant de trypanosames brcyes, lorsque ces globules sont
mis en contact avec le sérum de 1'animal suspect.

» vy

. Ce test serait hautement sensi‘ble avec T. evansi GILL (1964) (22)
bien que sa spécificité ne soit pas connue, et aurait donné de bons ré-
sultats avec cette espéce de trypanosames. Cependant son intérét est treés
limité dans le diagnostic sérologique des trypanosomoses bovines africaines
en général ; c'est ce que rapportent les travaux de M'WAMBU (1967) (32)

et WILSON (1969) (u48).
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le diagnostic indirect fait aussi appel & :

I1/3 - L'immuno-électrophorése et 1'immuno~diffusian (25)

Ce sont des procédés expérimentaux basés sur la recherche des
macroglobulines (IgM) dans certaines matiéres biologiques recueillies
chez les individus suspects (sérum, liquide céphalo-rachidien). Ils
sont trés connus en médecine humaine grice aux travaux de MATTERN qui
les appliqua aux trypanosomoses de l'homme 3 partir de 1961-1962 (27-28),
CUNNINGHAM et collaborateurs (1966) (15). WERY et collaborateurs (1970)
(39-40-41-42), Ces deux procedés auraient donné de bons résultats aussi
bien dans le diagnostic individuel quedeans les enquétes épidémiologiques
effectuées en zone d'endémie trypanosamienne (République Démocratique du
Congo : actuel Zaire).

Chez 1l'animal, de telles applications n'ont pas été faites sur
une grande échelle ; notons seulement une étude de BIDEAU et GIDEL
qui ont essayé la méthode par immumo-diffusion en Haute-Volta (1966) (9).
Dans ce domaine, la difficulté essentielle réside dans la nécessité
d'isoler des IgM bovines spécifiques d'une seule espéce de trypanosomes,
ce qui explique le coftt trés élevé du réactif. D'autre part, 1'interpréta-
tion des résultats obtenus par ces procédés suppose une parfaite connais-
sance de la technique. C'est pour toutes ces raisans qu'ils n'ont regu
qu'une audience trés limitée dans le diagnostic des trypanosamoses bovines.

Ainsi donc, parmi toutes ces méthodes ci-dessus exposées, la plus
importante et la plus slre a toujours été 1'observation microscopique
de trypancsames. En effet, la découverte de trypanosomes sur une lame, outr:
qu'elle ne laisse aucun doute sur la présence de trypanosomes chez un
animal donné, permet aussi de faire un diagnostic spécifique de 1l'espéce
en cause, ce qui n'est pag possible avec aucune des techniques sérologiques
actuellement utilisées. C'est encore une méthode plus aisée, plus rapide
qui 1'emporte camme il a été dit plus loin sur les épreuves d'inoculation
et d'hémoculture qui demandent plusieurs jours avant d'étre positives.
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II/4 - L'immunofluoresosnce (21)

C'est une méthode de diagnostic sérologique de pretique rela-
tivement récente. Flle a connu de nombreuses applications depuis que le
matériel nécessaive 3 son exécution (microscope 3 fluorescence, conjugué
fluorescent) est commercialisé. En sérologie parasitaire, san succes
sans cesse grandissant est parti de 1'utilisation que GOLDMAN en a faite
pour étudier des amibes parasites de l'homme. Ce succés fut ensuite
renforcé par FIFE et MUSCHEL (1959) (18) qui firent les premiers essais
d'évaluation de la méthode dans la maladie de CHAGAS (T.oruzi). De
nombreux autres travaux suivirent en matiére de trypanocsamoses humaines
et dégageérent 1'intérét de 1'immunofluorescence en tant que technique de
diagnostic de routine du fait de certains avantages non négligeables
qu'elle présente :

- rapidité d'exfcution (il est possible d'effectucr wne grande série
de tests en 2 h.30) ;

~ simplicité (elle utilise un antigéne facile & pf*épar'er contrairement
3 la réaction de fixation du complément) ;

- économie de matériel biologigue (elle emploie peu de sérum pour plusieurs
réactions).

Dans les trypanosomoses bovines, les études faites jusqu'ici,
sont fragmentaires et ne permettent pas d'emblée de conclure aux pos-
sibilités d'utilisation de la méthode sur une grande échelle. Il est
donc important de préciser sa valeur dans ce domaine pour 1'appliquer
éventuel lement comme procddé de diagnostic courant dans les enquétes
épizootiologiques et comme moyen de contrfle des actions prophylactiques

ks

et thérapeutiques.
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CHAPTTRE © IT

L' IMMUNO-FLUORESCENCE ET SON APPLICATION

AUX_ TRYPANOSOMOSES

I/ - HISTORIQUE

Si la réaction d'immuno-fluorescence connaft actuellement un
regain d'actuzlité et des applications majeures relativement récentes,
il faut reconnaftre que son principe est décrit depuls assez longtemps
(décennie 1930-1940).

En effet, au cours de cette période, un grand nombre de recher-
ches ont abouti & la conclusion importante qu'il est possible de conjuguer
des protéines anticorps avec des camposés chimiques divers sans que ces
anticorps per*den; la propriété de réagir spécifiquement avec les antigénes
correspondants i“MARRACK (1834) , HAUROWITZ et BREINL (1932) , HEIDELBERGER

-
"

(1933) HOPKINS et WORMALL (1933)J (10).

Partant de ces observations, COONS et ses collaborateurs (1941)
imaginérent de combiner les protéines anticorps non plus avec de simples
colorants, mais avec des substances colorantes d propriété fluorescente.
Ils utilisérent 3 cet effet 1'isocyanate de fluorescéine qui, en se
fixant aux immmo=~-globulines, donne des anticorps flucrescents ou conjugués
fluwrescents. Les anticorps marqués par le colorant fluorescent (fluoro-
chrome ) permettaient de déceler la présence des antigdnes cor'fespondants

contenus dans un substrat fixé sur lame (1).

Ces travaux de COONS et collaborateurs marquent le début des
applications d: 1'immuno-fluorescence.
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Ces mémes auteurs publient en 1842 une description détaillée de -
la préparation des conjugués fluorescents et leur utilisation dans 1= détec-
tian des antigénes pneumococciques de souris infectées, puis en 1952, wne

note sur la synthése de 1l'isocyanate (21).

D'autres chercheurs ont entrepris des études sur la technique,
tantdt pour la modifier, tant&t pour l'améliorer mais toujours en vue
d'étendre ses domaines d'application. On trouve ainsi WELLERS et COONS(1952-
1954) (21) qui devaient mettre au point une technique de coloration in-
directe et tenter ensuite de 1l'utiliser comme procédé de diagnostic en
Protozoologie.

Cette méthode ainsi élaborée par ces auteurs est actuellement

d'application trés courante dans nonbre de maladies bactériennes ou pa-

rasitaires d'éticlogie treés diverse.

IT/ - PRINCIPE GENERAL DE L'IMMUNOFLUORESCENCE (1-13-19)

L'immmno-fluorescence est une technique immunc-sérologique spéci-
fique, et comme telle, tend 3 visualiser le micro~-complexe immmologiaue
constitué par la liaison artigeéne-anticorps normalement invisible. Pour
ce faire, la méthode a recours 3 un artifice particulier qui consiste &
marquer 1'anticorps 3 1l'aide d'un colorant fluorescent ou fluorochrome ;
la réaction de 1l'anticorps sur 1'antigéne hamologue peut &tre visualisée
du fait de la fluorescence cobservée par excitation du fluorochrome en
lumiére ultra-violette.

On distingue deux principales modaljtés d'application de ce
principe : *
- la méthode directe
- et la méthode indirecte.
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ITI/ - TECHNIQUES DE DIAGQVOSTIC PAR IMMUNOFTUORESCENCE (13-1-19

A/ - Meéthode directe :

C'est la technique primitive de COONS et collaboreteurs (19u2).
Elle consiste a mettre 1'mntigéne directement en cantact avec 1'anticorps
marqué ; il se forme un micro-complexe antigne-anticorps si Ag et Ac
correspondent 1'un & 1'autre. Ce complexe fluorescent permet d'identifier
1l'antigéne. Elle est peu utilisée comme méthode de diagnostic de routine,

car elle nécessite un conjugué fluwrescent pour chague antigéne considéré.

B/ - Méthode indirecte proprement dite ou méthode de WELLERS
et COONS (1954)

Congue par ses auteurs pour pallier 1'inconvénient majeur de
la méthode primitive & savoir la nécessité de marquer individuellement les
sérums appartenant d une méme espece, 1'immuno~fluorescence indirecte
fut appliquée pour la premiere fois par B.K. WATSON et A.H. COONS 3

1'étude des virus (1).

En Protozoologie, elle constitue également la premiére tentative
d'application du test des anticorps fluorescents comme méthode diagnostique
(COONS et collaborateurs 1954) car elle servit d différencier deux

parasites intestinaux de 1'homme, (Emtamoeba histolytica et Entamoeba colt)
(21).

Cette méthode convient 3 la recherche d'anticorps dans un sérum
suspect,au moyen d'un frottis préparé avec 1'antigéne correspendant, en
faisant intervenir une anti-globuline fluorescente qui sert d'indicateur

marqué de la réaction Ag.Ac.
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L'anti~globuline provient du sérum d'un animal hyperimmunisé
avec une globuline de 1'espeéce d laquelle appartient le sérum 3 tester.
Contrairement & la méthode directe, elle ne nécessite qu'un seul canjugué
fluorescent anti-glcbuline pour examiner tous les sérums appartenant &

une espéce animale.

Pour la réaliser, il suffit dans un premier temps, de déposer
le sérum 3 tester sur la lame contenant 1l'antigéne connu et d'incuber en
chambre humide pendant 25 mn & lh. Le micro-complexe Ag.Ac. formé (si le
sérun contient les Ac.) est invisible (les Ac. n'étant pas margués) ; puis
dans un deuxiéme temps aprés lavage de 15 3 20 mn. de révéler la présence
du micro-complexe gréce 3 1'antiglobuline marquée qui est déposée
sur la lame. Au bout d'une nouwelle incubation dans les mémes conditions

que précédemment, la lame est 3 nouveau lavée, montée et examinée.

A obté des techniques principales présentées ci-dessus, il y a
leurs variantes (1) qui sont beaucoup moins utilisées.
Ce sont :

- La méthode par inhibition de la fluorescence (@LDMAN)(1957) (1)

C'est une variété de méthode indirecte ol les réactions positives sont
marquées par une absence de fluorescence. C'est un complément de la tech-

nique primitive.

- La méthode de 1'anticomplément (GOLIWASSER et SHEPARD (1958) (1)

Elle est semblable & la méthode indirecte mais utilise comme
conjugué un sérum anticomplément de cobaye préparé sur lapin par injection
de camplément de cobaye.
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~ La méthode de double coloration (RIGGES et collaborateurs (1958)(1 et 21)

C'est un moyen de contrSle des méthodes directe et indirecte
et permet 1'étude simuiltanée de deux antigénes sur une méme lame en
utilisant deux conjugués différents : un sénum anti-globuline marqué
d l'isothiocyanate de fluorescéine et la sérum-albumine bovine liée 3
la rhodamine ; dans le cas d'une réaction positive, il se produit un con-
traste de coloration entre les deux conjugués utilisés, Selon nonbre
d'auteurs, ces méthodes se révélent toutes trés sensibles mais exigent
une technique rigoureuse pour éviter les fluorescences non spécifiques.

Leurs domaines d'application sont multiples.
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IV - APPLICATIONS LE L'IMMUNO-FLUORESCENCE INDIRECTE AU
DIAGNOSTIC DES PROTOZOOSES ET DES
TRYPANOSOMOSES EN PARTTCULIER

A/ - L'immumno-fluorescence dans les Protozooses humaines

Los protozooses les mieux étudiées par la méthode d'immuno-

fluorescence sont celles dues aux plasmodiums, toxoplasmes et trypanosomes.

Parmi les travaux cités dans la littérature, on note d'abord ceux
de GOLDMAN et collaborateurs sur les amibes (1),

‘ Ces chercheurs ont en effet appliqué en 1953 la technique de COONS
came moyen de différenciation immmologique entre Entamoeba histolytica
et E.coli. (et comme dit plus loin, ce fut la premidre tentative d'utili-
sation de la méthode en parasitologie). Ils devaient par la guite (1954~
1960) compléter ces études sur les amibiases en se servant d'un micro-
fluorimeétre (1).

Aprés ces recherches, plusieurs auteurs dont AMBROISE-THOMAS, {2-3
et 4) ont essayé d'appliquer le test des anticorps fluorescents au cjiagnos—
tic du paludisme.

Pour ce qui est des trypanosomoses, 1l'étude-clef qui ouvrit la
voie 3 la technique de WELLERS et COONS fut celle réalisée par FIFE et
MUSCHEL (1959) (18) pour détecter la maladie de CHAGAS (T.erusz).

Elle fut suivie par de nanmbreux autres travaux dont le but était tantdt
d'étudier la structure antigénique des trypanosomes, tantdt de faire le

dépistage sérologique des maladies que ces parasites provoquent :
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SADUN et al (1963) (33) en faisant le diagnostic sérologique des
trypanosomoses humaines africaines (7T.rhodesiense et T.gambiense) et amé-
ricaine (T.eruzi) aboutirent 3 des résultats trés importants : grande
sensibilité de 1'immunofluorescence; existence de réactions croisées
entre les trois types de trypanosomes humains, réactions croisées plus
nombreuses entre trypanosomoses et leishmanioses qu'entre trypanosamoses
et d'autres infections; enfin réactions croisées entre T.lewis? et les
trypanosomes pathogenes. Pour ces auteurs, les résultats obtenus laissent
supposer d'une maniére générale que 1'immunofluorescence pourrait fournir
un procédé simple et pratique pour le diagnostic des trypanosomoses mais
ils pensent que les applications, pour sortir du domaine expérimental,
doivent attendre une documentation plus riche pour la raison particuliére
que la différenciation entre réactions positives et réactions négatives
n'est pas aussi nettement évidente avec les trypanosomoses qu'avec les hel-
ninthoses; par contre, l'accroissement des expériences avec 1l'observation
au microscope & fluorescence peut réduire le nombre de réactions douteuses.
SADUN et son équipe devaient d'ailleurs améliorer par la suite (34) leurs
techniques en utilisant, en méme temps que 1l'isothiocyanate de fluores-
céine, la rhodamine pour inhiber la fluorescence non spécifique. Des
épreuves faites sur lapins infectés par T.rhodesiense et T.gambiense

allaient révéler une grande sensibilité de la méthode.

En 1965, CUNNINGHAM (M.P.) et GRAINGE (E.B.) trouvérent dans
1'immunof luorescence indirecte un moyen de dépistage des affectinns de
1'homme dues 3 T.rhodesiense (16). Ils affirment avoir obtenu de bons
résultats et selon eux, la coloration non spécifique correspond & 1'action
du conjugué seul sur l'antigéne, ce qu'on peut éviter par absorption du
conjugué sur poudre d'organe.
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Un an plus tard, CUNNINGHAM et d'autres collaborateurs (15)
reprennent la méme étude en utilisant cette fois-ci la méthode dite des
confettis, c'est-da-dire du sang recueilli sur papier-filtre; leurs ob-
servations satisfaisantes se traduisent par l'obtention de tous les de-
grés de fluorescence dans les réactions (de +++ jusqu'd la fluorescence

nulle).

Toujours par cette technique utilisée parallélement a des
dilutions de sérums, WERY et collaborateurs (1970) (39) firent le dia-
gnostic de la trypanosomose humaine africaine (T.gambiense) et arriverent
a la conclusion que 1'I.F.I.* est trés sensible dans la détection des
trypanosomoses; en effet, les nouveaux cas de maladie peuvent &tre dé-
celés jusqu'ad des dilutions de sérums de 1/320 tandis que les témoins
indemnes de la maladie sont parfaitement négatifs 3 la dilution de 1/20.
De plus, un technicien de laboratoire non spécialisé peut effectuer la
réaction sur une centaine d'échantillons de sang séchZ en une demi-journée;
les auteurs insistent sur la valeur potentielle de la méthode de WELLERS
et COONS comme test sérologique de routine. Toutes ces observations
devaient étre confirmées dans les applications au diagnostic de masse

effectuées par :

- WERY ¢t collaborateurs (40-41) (42)
- van WETTERE (1971) (43).
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B/ L'immunofluorescence indirecte dans les trypanosomoses bovines

Parallélement & 1'étude des trypanosomoses humaines, quel-
ques travaux ont été consacrés a 1l'application de la méthode aux affections
similaires des animaux.

WILSON et collaborateurs (1966) (46) étudient des trypanosomoses
bovines en utilisant comme antigeénes T.brucei, T.vivax et T.congolense. A
cet effet, ils ont d'abord employé des sérums, ensuite des disques de papier-
filtre imprégnés de sang des animaux 3 tester (méthode dite des confettis).

Dans le cas des sérums, ces chercheurs constatent 1l'existence d'an-
ticorps communs aux différentes espéces de trypanosomes utilisées comme anti-
génes. Leur conclusion sur la valeur de 1l'utilisation des confettis est que
ce procédé pourrait &tre appliqué 3 1l'examen d'un grand nombre de prélévements
de sang d'animaux pour &tablir la répartition géographique de la maladie.

En reprenant le travail précédent, WILSON (1969) (48) opére de sur
des échantillons de sémums prélevés sur 467 hovins entretenus dans deux ré-
gions distinctes de 1'Ouganda de 1'Est et compare 1'immunoflucrescence indi-
recte (sérums et confettis) & la méthode d'agglutination. De ses épreuves,
il ressort que le test de séroagglutination a un intérét limité, tandis que
1'immunof luorescence donne des résultats satisfaisants car elle permet 3 la
fois de suivre 1'évolution de la maladie et la détection des cas chroniques.

C'est ce que confirment d'ailleurs les travaux de M'WAMBU et de
OMASET (1967) (32) qui ont fait les mémes essais, mais cette fois en comparant
la technique aux autres méthodes de diagnostic (goutte épaisse, inoculation
d'animaux sensibles).

D'autres recherches furent menées par la suite : 4
(ﬁILSON (1967) (47), WIESENHUTTER (1969) (45), SCHINDLER (1972) (35-36) etc.{l
et que nous reprendront dans les discussions. -



DEUXIEME PARTIE

ESSAIS DE DIAGNOSTIC DANS LES
TRYPANOSOMOSES BOVINES EXPERIMENTALES

Ils ont été effectués au Laboratoire national de
1'Elevage du Sénégal et ont porté sur des bovins
d'expérience infectés par différentes souches de

Trypanosomes
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PLAN DE LA DEUXIEME PARTIE

CHAPITRE I - MATERIEL ET METHODE

A/ METHODE GENERALE SUIVIE

1/ Opérations préliminaires

2/ Epreuves proprement dites

B/ MATERIEL
I - PREPARATION DES CONJUGUES
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I/2 - Isolement des y globulines
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- 2-2/3- Addition d'un antiseptique

I/3 - la conjugaison des protéines anticorps 3 1'isothiocyanate de

fluorescéine et épuisement de la solution de globuline con-

juguée

I-3/1- Conjggaison‘

I-3/2- Epuisement de la solution de globuline conjuguée sur
Gel Sephadex G 50 et concentration dans une solution
de polyethyléne glycol PM 4.000 '
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I/4 - La purification du conjugué fluorescent

I/5 - Le titrage ou étalonnage des conjugués

I-5/1- Conjugué A
I-5/2- Conjugués B, C, D, etc...

II - PREPARATION DES ANTIGENES

ITI - LES ANTICORPS

III/1 - Les sérums
III-1/1- Epreuves préliminaires sur bovins d'expérience

1-1/1- Bovins infectés avec la souche Trypanosoma

brucei

1-1/2- Bovins infectés avec la souche Trypanosoma

congolense

'1-1/3- Bovins témoins non infectés (négatifs)
ITI-1/2- Dilutions des sérums
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- titrage du conjugué par la méthode des confettis

IV - LA MICROSCOPIE

¢/ INTERPRETATION DES RESULTATS
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CHAPITRE II =~ RESULTATS DES ESSATS DE DIAGNOSTIC DANS LES TRYPANOSOMOSES

BOVINES EXPERIMENTALES : VALEUR DE L'IMMUNO-FLUORESCENCE IN-
DIRECTE DANS LE DIAGNOSTIC INDIVIDUEL ’

A/ EPREUVES REALISEES AVANT TRATTEMENT DES BOVINS INFECTES

B/

c/

D/

1/ Antigéne Trypandsoma brucet : Tableaux 1 3 5
2/ Antigéne Trypancosoma congolense : Tableau 6
3/ Commentaire des résultats du diagnostic des trypanosomoses expéri-

mentales non traitées

TESTS APRES TRATITEMENT DES ANIMAUX

1/ Antigéne T.brucei et conjugué fluorescent B : tableaux 7 3 13

2/ Antigéne T.congolense et le conjugué fluorescent B : tableaux 14

et:15

ETUDE COMPARATIVE DES IMMUN-SERUMS AVANT ET APRES TRATTEMENT

1/ Réactions monospécifiques

a

3 T.brucei : tableau 16
b) 3

T.congolense : tableau 17

2/ Réactions hétérospécifiques : T.brucet - T.congolense

a) antigéne T.brucei? - immun-sérums T.congolense : tableau 18
b) antigéne T.congolense - immun-sérums T.brucei : tableau 19

L' IMUNO-FLUORESCENCE INDIRECTE : VALEUR DANS LE DIAGNOSTIC DES TRY-

PANOSOMOSES BOVINES EXPERIMENTALES
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CHAPTTRE PREMIER

MATERIEL. ET METHODE (1 et 39)

A/- METHODE GENERALE SUIVIE

Elle a &té adoptée a la suite d'une série d'essais qui avaient
powr but de juger de 1l'influence d'un certain nombre de facteurs sur la

réaction d'immunofluorescence indirecte 3 savoir :
- la durée d'action du sérum et du conjugué fluorescent

- le temps de lavage
- le milieu de montage.

1°/- Opérations préliminaires

Sur des lames d'antigéne préparées comme nous le verrons plus
loin, les indications que voici sont portées d l'encre de chine puis re-

couvertes de vernis 3 ongles :

- nom de la souche de trypanoscmes utilisée comme antigéne;

- numéro du sérum utilisé et sa ou ses dilutions; Aprés quoi,
un nambre variable de cercles de diamétre = 5 mm sont déli-
mités par du vernis 3 ongles sur 1'étalement antigénique de

chaque lame,

2°/- Epreuves proprement dites

Elles s'effectuent de la maniére suivante :

- une goutte de sérum dilué est déposée au centre de chaque cercle de ver-
nis alors gue dans la modalité dite des confettis, les cercles sont oc-
cupés par des rondelles de papier filtre qui baignent dans une goutte
de tampon phosphate pH 7,2'

# : Tampon phosphate B B

(NaCl : 8,
(NaHZPOH’ 12

g (Eau distillée : 1.000 ml
0]
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Pour i'incubation, 1l'ensemble est placé d 1'étuve a 37°C et en
atmosphére humide pendant 35 mn. Trois lavages successifs sont ensuite
faits dans des bains du méme tampon phosphate en quantités suffisantes
pendant une durée de 20 mn et dans 1l'ordre qui suit :

- premier lavage : 10 mn

- deuxidme et troisiéme lavages : 5 mn chacun et toujours
dans des bains différents. Ces lavages sont suivis de 1'égouttage des la-
mes pour enlever l'excés d'eau sans toutefois les dessécher entiérement.

Apres cette phase (lavage et égouttage), une goutte de conjugué
fluorescent de dilution variable, est déposée dans chaque cercle puis
incubée dans les mémes conditions que précédemment.

Pour terminer, les lavages et &gouttages précédents sont renou-
velés.

Pour 1l'examen, les lames sont recouvertes de lamelles gréce au
milieu de montage que voici : glycérine : 9 parties; -

tampon phosphate : 1 partie.

B/- MATERIEL

I - PREPARATION DES CONJUGUES UTILISES (1)

I/1 - Préparation de 1'immun~sérum anti y globuline bovine

Elle a été faite sur des lapins neufs & partir de sang
frais prélevé sur des zébus indemnes de trypanosomoses. Le sérum provenant
du sang de ces animaux a été mélangé 3 parties égales 3 1l'adjuvant de
Freund (huiles minérales + extrait bactérien) et inoculé & des lapins se-
lon la technique habituelle de préparation d'immns-sérums sur lapins

(injections périodiques dans les pelotes plantaires ou dans la veine mar-
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ginale de l'oreille). la récolte de 1'immun-sérum anti y globuline bovine
a lieu 4 semaines aprés, soit par saignée 3 blanc, soit par ponction car-

diaque.

I/2 - Isolement des y globulines

Avec 1'irmun-sérum obtenu, trois opérations sont effec-

tuées pour aboutir au conjugué fluorescent :

I~ 2/1 - La concentration des anticorps par précipitation de

la fraction globulinique

' Elle est réalisée classiquement 3 1'aide d'une solution
gaturée de sulfate d'ammonium et tend 3 éliminer au maximum les protéines
immunologiquement indifférentes. Pour cela, on mélange le sérum et 1l'eau
physiologique & parties égales, puis on ajoute un volume de sulfate d'am-
monium &gal 3 celui de l'ensemble (sérum-cau physiologique).

On fait agir 1l'agitateur magnétique; cette opération nécessite
une température de +4°C et dure 15 mn. Au bout de ce temps, on laisse re-
poser pendant 2 heures. Le mélange est ensuite centrifugé 3 +4°C théorique-
ment 10.000 t/mn pendant 15 mn. Ici c'est la vitesse de 4.000 t par mi-
nute pendant 45 mn qui a été utilisée. Le précipité obternu est lavé avec
une solution de sulfate d'ammonium demi-saturée refroidie d +4°C et dont
le volume est égal 3 4 fois le volume initial du sérum. Ce lavage est sui-
vi d'une nouvelle centrifugation dans les mémes conditions que précédem-

ment; le culot obtenu constitue la fraction y globulinique.

I - 2/2 - la dialyse de la solution globulinique reconstituée

et la détermination de son taux d'azote

2 - 2/1 - Dialyse
Son but est de retirer tout le sulfate d'ammonium que
contient la solution. Elle s'effectue dans un boyau 3 dialyse contre du



28

soluté physiologique tamponné et se poursuit jusqu'a disparition compléte
des ions ammonium (contrdle par le réactif de Nessler). En renouvelant le
bain de dialyse tous les jours, il n'y a pratiquement plus d'ions d'ammo-

nium au bout de 5 jours.

2 - 2/2 - Détermination du taux_d'azote

Elle a été faite 3 chaque fois par le service de bio-
chimie du Laboratoire national de 1'Elevage. Ce taux est d'environ 50 mg
par ml pour les diverses préparations réalisées.

2 - 2/3 - Addition d'un antiseptique

Pour permettre une bonne conservation 3 -20°C de la
solution de y globuline reconstituée avant la conjugaison, il est néces-
saire d'y ajouter un antiseptique. Celui qui a été utilisé ici est le
Merseptyl, (acide mercurothiolique)d 1/10.000 de la concentration finale.

I/3 -~ la conjugaison des protéines anticorps a 1'isothiocyanate de

fluorescéine et épuisement de la solution de globuline con-

juguée

I - 3/1 - Conjugaison
Dans un premier temps, on calcule le volume final auquel

la solution de globuline doit &tre amenée pour obtenir une concentration de
1 p.100 de protéine; puis la poudre d'isothiocyanate de fluorescéine est
pesée 3 raison de 0,05 mg par mg de protéine contenue dans la solution de
globuline titrée.

Cette poudre est dissoute dans un volume de solution saline tam-
ponnée‘ égal au 1/100 du volume final 3 obtenir;

¢ : Solution saline tamponnée pH 9
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Puis la solution globulinique est mélangée d la solution d'iso-
thiocyanate de fluorescéine et le tout est complété par une solution so-
line tamponnée jusqu'au volume final calculé précédemment.

La préparation est placée dans un bécher et conservée pendant
18h. & +4°C pour aboutir & 1l'union des globulines et du fluorochrome.

I - 3/2 - Epuisement de la solution de globuline conjuguée

sur Gel SephadexG 50 et concentration dans une solu-
tion de polyéthyléne glycol PM 4.000 (carbowax)

Y

L'épuisement est destiné 3 retirer 1l'excés d'isothiocya-
nate et est préférable 3 la dialyse qui est longue (chaque dialyse deman-
de une semaine).

Pour ce faire, il a été utilisé un gel de Sephadex G 56 dans
une colonne a chromatographie selon la technique indiquée par Ambroise-
Thomas (1). La solution de polyéthyléne glycol permet de concentrer les
globulines dont la dilution est augmentée par le passage dans la colonne
de SEPHADEX.

I/4 - la purification du conjugué fluorescent

Le premier conjugué obtenu (designé B) avait donné de la
fluorescence aussi bien avec des sérums témoins négatifs qu'avec les té-
moins positifs. Ce que l'on attribua & des flucorescences non spécifiques

dues 3 un excés de fluorescéine ou 3 des réactions croisées.

Pour supprimer cette cause d'erreur, nous avons purifié par
la suite l'antisérum obtenu, par absorption sur poudre d'organe selon la
méthode classique de Coons et Kaplan (1) qui se pratique de la maniére
suivante : le conjugué rapidement décongelé est mélangé avec la poudre
de foie de lapin par quantités progressives (pour un total de 100 mg de
poudre par ml de conjugué), tout en agitant de temps d autre pendant une

-~

demi-heure & 37°C.
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~

Le mélange est centrifugé 3 6.000 t par mn pendant 5 & 8 mn.
Outre 1l'absorption sur poudre de foie, 1'un des conjugués (conjugué C) a
subi le traitement par le bleu d'Evans comme décrit par AMBROISE-THOMAS
(2); ce traitement constituerait aussi une purification de 1'antisérum
fluorescent. C'est grice d ces techniques classiques de préparation ci-
dessus décrites que nous avons obtenu 3 des 4 conjugués utilisés lors de

nos essais (conjugués B, C et D), le Léme étant commercial (conjugué A).

I/5 - Le titrage ou étalonnage des conjugués

T1 s'effectue au moment de 1'emploi et consiste 3 tes-
ter des sérums témoins (positifs et négatifs) et les conjugués 3 des di-
lutions diverses. La dilution optimale de conjugué finalement retenue,
correspond & la plus haute dilution qui donne la plus vive fluorescence
avec un sérum témoin positif hautement dilué et la moindre fluorescence
avec un sérum négatif faiblement dilué. Ce titrage permet d'obtenir une

borne reproductibilité des réactions d'immunofluorescence indirecte.

I-5/1- Conjgggé A
C'est un conjugué fluorescent anti y globuline bovine com-
mercial qui a été éprouvé 3 la dilution de 1/15 considérée comme titre

optimal. Il a conduit & des résultats satisfaisants.

I - 5/2 - Conjugués B, C, D, Elc...

Dans les essais pratiqués, ces conjugués sont employés
d une dilution optimale comprise entre 1/10 et 1/20, ceci compte tenu des
résultats enregistrés lors des étalonnages. D'ailleurs, le détail de ces

titrages est exposé plus loin.
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IT - PREPARATION DES ANTIGENES

Les antigénes utilisés proviennent d'animaux de laboratoire
(souris, rats) pour les souches : Trypanosoma brucet, T.congolense et de
chévres pour T.vivax.

Le sang renfermant les trypanosomes est étalé surles lames en cou-
che trés mince. Le moment optimal pour la préparation de ces lames cor-
respond 3 celui de forte parasitémie chez les animaux de laboratoire.

Apreés étalement, les lames fixées 3 1'acétone pur pendant 10 mn
sont conservées & -20°C en prenant soin de les envelopper dans du papier
fin, puis dans un sac de polyéthyléne. Au moment de l'utilisation, la pré-
paration se poursuit telle qu'elle est indiguée plus haut dans le para-
graphe "méthode générale".

ITI - LES ANTICORPS

III/1 - Les sérums
Ils ont été obtenus d partir de bovins.
Les bovins donneurs sont :

- soit infectés expérimentalement et traités ou non;
- soit négatifs (non infectés) : ils servent alors de
témoins des réactions.

IIT - 1/1 - Epreuves préliminaires sur des bovins d'expéri-
ence

Ce sont des animaux dont on a une connaissance pré-
cise de 1'état de santé du point de vue parasitaire.
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Ce sont des sujets inoculés 15 jours avant la pre-
miére épreuve, Ils sont au nombre de cing. Ces animaux portent les n°s
354 - 355 - 356 -~ 358 et 352. Quatre d'entre eux ont été traités au Béré-
nil lacéturate de Diminazéne), apres l'apparition de la parasitémie : il
s'agit des bovins n®s 354 - 35 - 356 - 358 et 352; le bovin n°355 est
mort avant traitement avec une parasitémie trés €levée; c'est son sérum

qui est utilisé comme sérum de référence positif.

Il s'agit des nfs 285 - 357 - 359 - 360 et 365, qui ont
été inoculés 33 jours avant le premier prélévement de sérum et traités

comne les animaux du lot précédent.

1-1/3 - Bovins_témoins négatifs

Ils sont représentés par un groupe de cing zébus non
infectés et qu'un examen parasitaire pouvait faire considérer comme né-

gatifs.

IIT -~ 1/2 - Dilutions des sérums

Elles ont lieu dans du tampon phosphate pH 7,2 sui-
vant un ordre croissant. Le titre optimal est indiqué par test préalable

sur les sérums témoins positifs qui réagissent jusqu'a 1/160.

III/2 - Les confettis ou rondelles de papier filtre

Ils servent aprés numérotage, d prélever du sang vei-

neux (oreille - veine jugulaire) sur les animaux 3 tester sous forme de
gouttes épaisses déposées sur disquesde papier filtre. Ces disques de
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papier ainsi imprégnés de sang sont placés dans un dessicateur pour per-
mettre lewr desséchement au moment de l'emploi. Les rondelles sont dé-
coupées avec un emporte piéce de cordonnier faisant des trous de 4 mm;
par ce procédé, il n'y a pas de dilution possible.

- Titrage du conjugué par la méthode des confettis

Des rondelles provenant de témoins positifs et négatifs
sont utilis€esd la place des sérums de référence. lLa dilution optimale
du conjugué correspond 3 celle avec laquelle toutes les rondelles posi-
tives donnent une fluorescence de ++++ ou +++, et toutes les rondelles
négatives une fluorescence de O 3 +. Cette méthode utilise le méme tampon
phosphate que celui indiqué plus haut pour maintenir les confettis sur
les lames d'antigéne.

IV - LA MICROSCOPIE

L'examen des lames a lieu dans les 24 h. qui suivent 1'épreu-
ve. Il est effectué 3 1'aide d'un microscope a fluorescence Wild M 20
doté d'une base de fluorescence 3 vapeur de Mercure HB 200 et &quipé
d'un appareil de microphotographis. Des indications sur les prises de
photographies sont données avec les rsultats. Les préparations sont
examinées 3 l'objectif x 10 et & 1l'oculaire x 6 dans une salle obscure.

C/- INTERPRETATION DES RESULTATS OBTENUS

C'est 1'échelle conventionnelle des croix qui a été adoptée
pour exprimer les résultats des examens microscopiques; quand dans un
cercle, une épreuve est positive, cela se traduit par une fluorescence

des trypanosomes :



3y

- trypanosomes difficiles a voir : +

- trypanosomes visibles sans fluorescence nette +

- trypanosomes avec une faible fluorescence mais qui don-
nent un contraste sur fond noir : ++

- trypanosomes présentant une fluorescence nette sur fond
Noir : +++

~ trypanosomes présentant une fluorescence treés nette sur

fond noir ++++

Parfois, pour rétrécir la marge d'erreur, 1l'échelle simplifiée
suivante a été utilisée EMBII, (39i] .

~ épreuves positives : ++++ et +++

~ épreuves douteuses : ++

- épreuves négatives : + a 0O fluorescence.

Dans les tableaux que nous avons dressés pour consigner les ré-
sultats, les croix sont remplacées par les chiffres 4, 3, 2, 1 et O cor-
respordant chacun 3 un nombre déterminé de ces croix.

Remarque :

Ce mode d'interprétation n'est pas dénué de subjectivité. C'est
pourquoi, a chaque fois, nous avons fait appel a d'autres observateurs
pour que nos résultats soient entachés du minimum de subjectivité.
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CHAPTTRE  II

RESULTATS DES ESSAIS DE DIAGNOSTIC DANS LES TRYPANOSOMOSES
BOVINES EXPERTMENTALES : VALEUR DE L'IMMUNOFLUORESCENCE IN-
DIRECTE DANS LE DIAGNOSTIC INDIVIDUEL

Plusieurs expériences ont été réalisées et comportent :

Pl » # . ) -~
- des réactions monospécifiques ou des sérums connus

sont testés contre les antigénes homologues.
- des réactions hétérospécifiques ol sérums et antigénes
hétérologues sont mis en contact. '

Les souches de trypanosomes qui ont été les plus utilisées

sont T.brucei et T.congolense.

Les tableaux ci-dessous donnent les résultats ol le degré de
fluorescence est chiffré de 0 3 4 comme indiqué précédemment dans le
paragraphe intitulé "interprétation des résultats™ (page ).
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A/- EPREUVES REALISEES AVANT TRAITEMENT DES BOVINS INFECTES

1°/- Antigéne Trypanosoma brucei - Tableaux 1 3 5

Tableau n°1

Test monospécifique 3 T.brucei effectué

15 jours apres infection des zébus

- le conjugué A est dilué au 1/15

Dilutions des sérums
N° des bovins
Pur 1/10 1/20 1/40
352 | 031 1 1 2
354 2 2 2 2
Infectés 355 | 0 & 1 0adail1)]oai
356 | O & 2 1 1
358 2 2 2 2
Témoin non
infoctd 359 O 0 0 0
Conjugué seul Fluorescence nulle
Constatations :

1°/- L'observation ne révéle dans 1l'ensemble que des fluorescences
relativement faibles aux différentes dilutions des sérums in-
fectés considérés.

2°/- Les deux témoins négatifs représentés par le sérum non infecté
n®359 et le frottis traité par le conjugué fluorescent seul
sont demeurés parfaitement sombres.
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Tableau n°?2

Epreuves mornospécifiques 3 T.brucei pratiquées

22 jours aprés infection des animaux selon les

deux types de préldvements (confettis et sérums)

~ le conjugué A est dilué au 1/15

Dilutions des sérums
N° des bovins Confettis
' 1/10 1/20 1/40
352 2 2 1
354 3 2
Infectés - 355 2 233 2 3
356 (n* (1* 2)"* )*
358 0431 1 1 031
Témoin non o 5 5
infecté 359 1 031 0ai 1
Conjugué seul Fluorescence nulle

~ fluorescencss sensiblement plus intenses que celles observées lors
de 1'épreuve précédente pour les sérums 3 tester. En particulier,
le n° 355 donne avec le papier filtre une brillance correspondant
d +++, papier filtre qui du reste, ne vaut pas ce que valent les
sérums dans cette épreuve.

B L A e e e e e e e - e e e ree— mee e S e e At e = e ma—— e e e - —— o ——— —

» : Résultats douteux puisque ++ 3 la dilution de 1/40.
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Tableau n°3

Etalonnage du conjugué fluorescent B en présence

- d'un sérum positif (de 1l'animal 355 infecté par T.brucet
ou s' et
- d'un sérum négatif (de 1l'animal 289 jamais infecté ou S~

Dilutions Témoins Dilutions des sérums
du conjugue | utilises| 4/, 1/80 | 1/160
+
1/10 5 # K 4
S 2 2 1
+
1/50 5 3 3
S 1 1 0ai
+
1/80 S 3 2
S 0ail 031 0ai1
. . Fluorescence nulle 3 toutes
Conjugué seul les dilutions du conjugué

Constatations

1°/- Au 76&me jour de 1l'infection, le sérum 355 est positif jusqu'a
la dilution de 1/160,tandis que le témoin non infecté demeure
sonbre dés la dilution de 1/40.

2°/- Le conjugué fluorescent est utilisé jusqu'd la dilution de 1/80
mais son titre ou (dilution optimale) se situe entre 1/10 et
1/40 et donne & ce niveau le minimum de fluorescence avec les
témoins non infectés. Aussi a-t-il été utilisé 3 la dilution de
1/10 dans la suite des tests pratiqués avec ce conjugué B.

3°/- Une légere fluorescence avec le sérum témoin négatif aux faibles
dilutions.
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Tableau n°4

Réactions monospécifiques 3 T.brucei 76 jours aprés infection

des Bovins

- le conjugué B est au 1/10

Dilutions des
sérums

N° des Bovins .

1/80 1/160
' * o355 b i
Témoins S~ 283 ) )
354 4 "
Infectés 356 3 3
358 3 3
Non infectés 353 0adail
284 1 031

Conjugué seul

au 1710 Fluorescence nulle

Constatations

1°/- Le conjugué dilué gu 1/10 a fidélement reproduit les résultats
observés avec les sérums de référence lors de 1'étalonnage
(voir tableau n°3).

2°/- L'observation révéle des réactions nettement positives (++++)
Jusqud la dilution de 1/160 au lieu de 1/40 pour les sérums
testés 15 et 22 jours aprés infection.

39/~ Faible fluorescence (négligeable) du témoin non infecté.
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- Fiuorescance trés retie de Trypenwosome Hrucei (++40+)

utilisé comre antigéne et mis en contact avec le
sérum homologue n° 355 du tableau nod

Examen a l'objectif x 10 et i‘cculaire 6

Ie temps de pose est 5 minutes.



Tableau n°5

Epreuves hétérospécifiques : titrage d'immun-sérums

T.congolense (33 jours aprés infection) contre 1l'an-

tigéne T.brucei et avec le conjugué B précédent

3 la m@me dilution

41

N° des bovins

Dilutions des
sérums

1/80 1/160

357 1
Infectés 359 0ail
365 1
Témoin non infecté 289 1 0at1

Conjugué seul

Fluorescence nulle

Fluorescence faible observée 3 la dilution de 1/80

du sérum
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2°/~ Antigéne Trypanosoma congolense

Tableau n°6

Tests des immun-sérums T.brucei (76 jours aprés infection)

et T.congolense (33 jours) aprés infection, tesiS contre

1l'antigéne T.congolense

Dilutions des
N° des bovins SETLINS
1/80 1/160
Infectés par :
a) T.brucei 354 2 2
356 '
358 1
b) T.congolense 285 1 1
357 1 1
359 1 1
365 0ai1il 0ai
Non infecté:s 284 0ail O a
289 1 0 3
353 1 031
Conjugué seul Fluorescence nulle

- faible fluorescence des réactions monospécifiques ne pouvant pas &tre
considérée comme pathologiquement significative.

- fluorescence modérée pour les réactions hétérospécifiques telle que
nous l'avons observée avec le test dont les résultats sont consignés
dans le tableau n°5.
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3°/~ Commentaire des résultats du diagnostic des Trypanosamoses
Expérimentales non traitées

Des constatations faites sur les résultats des tests pratiqués
sur des sérums recueillis 15-22 et 76 jours aprés infection par T.brucei
et sur d'autres recueillis 33 jours apreés infection par T.congolense,
tous éprouvés par les conjugués A et B contre les souches de trypano-
somes précédentes, utilisées camme antigéne, il nous est permis d'affirmer

que :

15 jours aprés infection, le taux d'Ac est relativement faible

~ 22 jours aprés infection, il y a eu une légére augmentation du taux d'Ac
(tableau n°2)

- 76 jours aprés infection, la teneur en Ac des sérums est manifestement
irés importante

~ Jusqu'd 33 jours aprés infection, T.congolense ne donnait dans les sé-
rums des individus infectés aucune trace appréciable de sa présence
(tableau n°6)

- I1 existe des réactions croisées entre T.brucei et T.congolense, mais
plus visibles dans les épreuves hétérospécifiques ou T.brucei est uti-
lisé comme antigéne, plutdt que dans le cas inverse (tableaux 5 et 6).
Cela conduit naturellement 3 s'interroger sur l'action immunigeéne de cha-
cune des 2 souches dans les trypanosomoses animales.
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B/ - TESTS REALISES APRES TRAITEMENT DES ANTMAUX

19/ - 1l'Antigéne T.brucei et le conjugué B : Tableaux 7 3 13

Tableau n°7

Réactions monospécifiques d T.brucei 15 jours apres

traitement et en présence du conjugué B au 1/10

Dilutions des
N° des bovins SETAMS
1/80 1/160
354 3 3
Infectés 356 3 3
358 3 3
353 1 03
Témoins non infectés 284 031 03
289 031 03
Conjugué seul Fluorescence nulle

Fluorescence vive voisine de celle observée lors des essais
avant traitement (tableau n°4)
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Tableau n°8

Test 15 jours aprés traitement des immun-sérums

T.congolense utilisant le méme conjugué

Dilutions des
N° des bovins SCIUNS

1/80 1/160

285 2 2

Infectés 357 2 2

359 1 1

365 2 1

4]
Témoins non infectés 289 04l 0atl
353 031l a1l
Conjugué seul Fluorescence nulle

Fluorescence moins marquée, d peine différente de celle donnée
par le test pratiqué avec les sérumg au 33éme jour de 1'infec-

tion des sujets.
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Tableau n®9

Test d'immn-sérums T.brucet 65 jours aprés traiteément

contre 1'antigdne correspondant T.brucet

Dilutions des
sérums
o .
N° des bovins 1/80 | 1/160
354 3 3
Infectés 356 3 334
284 0ai 1
Témoins non infectés 289 2 03
353 1 0 3
Conjugué seul Pgr 1é10

les réactions sont positives au méme titre que celles
données par les sérums recueillis 15 jours aprds traitement.
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Tableau n°® 10

Immun-sérums Trypanosoma congolense 65 jours apres

traitement : test contre l'antigéne hétérologue

Trypanosoma brucet

Dilutions des
N° des bovins SCrUmS
1/80 1/160
285 2 1
B ) 357 2 132
Sérums infectés 359 1 1
365 1 0a1
Témoins
a) Non infectés 284 0ai 1
289 2 0 a
353 1 031
b) Conjugué seul Pur 1/10
0 0

L'examen révéle une brillance faible voire nulle pour certains
sérums 3 la dilution de 1/160 contrairement aux observations
précédentes (tableau n°8). Ce qui dénote une baisse du taux

des anticorps.



Tableau n°11

Etalonnage du conjugué fluorescent C en présence

de sérums dilués au 1/80

Dilutions du conjugué

o .
N® des bovins 1/2 1/4 1/10
Positifs infectés par
T.brucei 355 3 3 2
T.congolenge 357 3 3 3
Non infecté (négatif) 284 1 1 0a
Conjugué seul 0 0 0

- Fluorescences non spécifiques tres réduites

- Lla dilution optimale du conjugué correspond au 1/4

(vive fluorescence avec les sérums positifs et fluo-

rescence faible 3 nulle avec les sérums négatifs).

u8
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Tableau n°12

Test des immun-sérums T.brucei et T.congolense

106 jours aprés iraitement : le conjugué C est
dilué au 1/4

N° des bovins Sérums au 1/80
354 3
a) Infectés par 7.brucet 356 3
358 3
b) Infectés par T.congolense 357 0ai
365 1
Témoins
a) positif : 355 ou §° 233
b) négatif : 289§ ) 031
Conjugué seul 0

- Les réactions s'expriment sensiblement avec les mémes degrés
de flucrescence que ceux qu'elles ont manifestés dans les tests
post-thérapeutiques des 15éme et 65&me jours. (tableaux 7-8-9 et
10). '

- Les immun-sérums T.congolense ont donné moins de satisfaction

que ceux des périodes précédentes (15éme et 658me jours).
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Tableau n°13

Epreuve avec sérums T.brucei et T.congolense
145 jours apreés traitement

~ Contre coloration des lames d'antigéne par le bleu d'Evans (2)
(1/10.000 avec tampon phosphate pH 7,2)

- (Observation 3 1l'objectif x 10 et oculaire x 6)

- Le conjugué C est dilué au 1/4

Dilutions des sérums
N° des bovins
1/40 1/80
Infection par :
a) T.brucet 354 3 3
b) T.congolense 357 2 1
365 -2 1
Témoins :
(s* 355 3 3
(S~ 289 0ail 0ai1
Conjugué seul Fluorescence nulle

- Le bleu d'Evans utilisé pour renforcer 1l'inhibition des fluores-
cences non spécifiques ne semble pas avoir influé sur la qualité
des réactions. '

- 145 jours apres le traitement, il y a& toujours une nette fluores-
cence dans les réactions monospécifiques (7.bwucez).
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2°/ - Antigéne T.congolense et le conjugué B : Tableaux 14 et 15

Tableau n°14

Immun-sérums T.brucei et T.congolense 15 jours

aprds traitements;le conjugué est dilué au 1/10

Dilutions des sérums
N° des bovins
1/80 1/160
Infectés par :
T.brucet 354 1 1
’ 356 2 1
T.congolense 285 2 1
357 2 1
358 1 1
365 1 1
284 031l 0
Non infectés
353 1 1
Conjugué seul Fluorescence nulle

Seuls quelques sérums dilués au 1/80 ont permis aux réactions de
manifester une timide fluorescence.



Tableau n°15

Epreuve avec inmun-sérums T.brucei et T.congolense

65 jours apreés traitement; conjugué B au 1/10

Dilutions des sérums
N°® des bovins
1/80 1/160
Infectés par :
a) T.brucei 354 0ait 0
356 2 1
285 | 2 132
b) T.congolense 357 1 031
359 132 1
365 2 1
284 031l 0ai
Non infectés 289 0 0
353 0ail 0
Conjugué seul Fluorescence nulle
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C/- ETUDE COMPARATIVE DES TMMUN-SERUMS AVANT ET APRES TRAITEMENT

1°/ ~ Réactions monospécifiques (3 T.bruce? : tableau n°16
(@ T.congolense : tableau n°17

Tableau n°16

a) - Réactions monospécifiques 3 T.brucet

(sérums 15 et 22 jours apreés infection : 1/40

Dilutions
(pour les autres dates : 1/80

Résultat du test sur les bovins
Nombre de jours
N©352 [ N°354 | N°355 | N°356 | N°358
A/ Aprés infection
15 2 2 0ai1 1 2
22 2 2 2 2 1
76 4 b 3 3
B/ Aprés traitement
15 3 3 3 3
65 3 3 3
106 3 3
1u5 3

Dans les infections a T.brucei, il y a eu baisse de 1'intensité de la fluo-
rescence dans les épreuves sur sérums prélevés 15 jours aprés traitement.
Néarmoins, le degré de fluorescence observé semble se maintenir au méme ni-
veau, tout au long des prélévements qui suivent.
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Tableau n°17

b) - Réactions monospécifiques 3 T.congolense

Dilution des sérums = 1/80

Résultat du test sur les bo-

xains

Nombre de jours
N°285 [ N°357 | N°359 | N@365
A/ Aprés infection
33 1 1 1 0at
B/ Aprés traitement
15 2 2 1 1
65 2 1 132 2

.- Apreés traitement des animaux inoculés, la fluorescence révélée par
1'examen, a augmenté et conservé pratiquement la méme brillance
jusqu'au dernier prélévement effectué au B5&me jour du traitement.

- Cela peut se concevoir du fait que,vle traitement trypanocide en tuant
les trypanosomes entraine une libération d'antigéne pouvant induire

une production d'anticorps.
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2°/ - Réactions hétérospécifiques (antigéne T.brucei - Immunsérums

(T.congolense : Tableau n°18

(antigéne T.congolense - Immun-

(sérums T.brucei :Tableau n°19

Tableau n°18

a) - Antigéne T.brucei et immunsérums T.congolense 1/80

Résultat du test sur les bovins

Nombre de jours
N°285 | N°357 [ N°359 | N°365

A/ Aprés infection
33 2 1 1

B/ Aprés traitement
1% 2 2 1 2
106 0ail 1
145 1 1

- Les fluorescences révélées sont faibles.



Tableau n°19

b) - Antigéne T.congolense et immunsérums T.brucei (1/80)

Nombre de jours

Résultat du test sur les bovins

Ne354 | N°355 | N°356 | N°358
A/ Aprés infection
76 2 0ail 2 1
B/ Aprés traitement
15 1 2
65 O | 2

56

La brillance des réactions

est encore faible.
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D/~ L'IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE : VALEUR DANS LE DIAGNOSTIC DES
TRYPANOSOMOSES BOVINES EXPERIMENTALES

A la lumiére des quelques observations faites sur les résultats
exposés plus haut, nous pouvons dire que la méthode, outre les qualités
qu'on lui connait déja (simplicité, rapidité d'exécution, bon marché),
présente aussi une certaine sensibilité du fait que dans la majorité des
essais pratiqués, les sérums 3 tester ont montré une fluorescence 3 la
dilution de 1/160 alors que les témoins non infect@s sont demeurés parfai-
tement sombres & la plus faible dilution utilisée (1/10 - tableau n°1).

I1 faut cependant noter que cette sensibilité est plus grande dans le sys-
téme homologue Trypanosoma brucei quc dans les réactions hétérologues,

ou les réactions utilisant Trypanosoma congolense comme antigene. C'est

ce que constatent aussi WILSON et collaborateurs (1966) (46). Ces auteurs
ont méme pu obtenir de bonnes réactions jusqu'a la dilution de 1/320 et

ils ont également pu utiliser dans les réactions hétérologues d'autres sou-
ches de trypanosomes (T.vivax).

Par ailleurs, SCHINDLER (1972) (35 et 36), van MEIRVENNE et
collaborateurs (1972) (30), MEHLITZ et collaborateurs (1973) (29) tirent
de leurs recherches les mémes conclusions sur la sensibilité de 1'immuno-
fluorescence.

Par contre, la spécificité de la méthode, du point de vue du dia-
gnostic des espéces est sujette 3 discussion : On remarque notamment que
dans les infections dues & T.brucei, le test monospécifique permet d'ob-
server les meilleures fluorescences. Ces fluorescences sont moins vives
quand il s'agit de test homologue d T.congolense. Il en est de méme dans
les tests hétérospécifiques (voir tableaux n°s 17, 18, 19). C'est dire que
1'immunofluorescence indirecte présente dans les trypanosomoses bovines
une certaine spécificité, spécificité globale au niveau du genre qui lui
permet de déceler de fagon indiscriminée la présence de 1l'une ou 1l'autre
des souches de trypanoscmes envisagfes., Cela constitue aussi un inconvé-
nient non négligeable quand on sait que l'utilisation des trypanocides
chimiques suppose la détermination précise du trypanosome impliqué dans
1'affection. '
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SI MEHLITZ et al (1973) (29), van MEIRVENNE et al (1972) (30)
abondent dans le méme sens que nous, il n'en est pas de méme pour
SCHINDLER (1972) (36) qui a fait des recherches similaires et qui pense
que la méthode pourrait probablement permettre un diagnostic spécifique
du fait que les réactions croisées sont pour lui, faibles voire inexis-
tantes. Certains auteurs (résultats non publifs) pensent que la pratique
de la technique d'immunofluorescence indirecte en tube et non plus sur
lame, conduirait & des résultats beaucoup plus spécifiques. Quoi qu'il
en soit, 1'immunoflucrescence indirecte peut &tre considérée comme méthode
statistique d'enquéte épizootiologique sur la fréquence des trypanosamoses.
Mais, il convient de signaler 3 ce propos que les résultats auxquels nos
essais ont abouti obligent 3 penser que, dans les trypanosomoses expérimen-
tales les anticorps ne sont nettement décelables que 3 semaines apres le
début de l'infection (tableaux n®°s 16, 17). De plus, chez les sujets in-
fectés puis soumis 3@ un traitement trypanocide, le taux des anticorps pour
les bovins hébergeant T.congolenge, diminue 15 jours aprés le traitement
et demeure sensiblement au méme niveau jusqu'aux environs du 65éme jour.
Cette diminution est plus lente pour les bovins parasités par T.brucet
(1u58me jour).

Autrement dit, avec 1'immunofluorescence indirecte, il n'est pas
possible d'établir le diagnostic d'une infection récente due d des trypa-
I nosomes; en outre, en présence d'une réaction positive, on ne saurait dire
si 1'infection est actuelle ou d'un passé récent mais jugulée par trypa-
nocide. Ces remarques rejoignent la plupart des faits relevés dans la lit-
térature [MBIRVENN@ (30) , CUNNINGHAM et al (17), WILSON et collaborateurs
en particuiier (HB{J.
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TROCISIEME PARTTIE

ESSATS DE DIAGNOSTIC DANS LES TRYPANOSOMOSES

NATURELLES : VALEUR DANS L'EPTZOOTIOLOGIE DES
TRYPANOSOMOSES BOVINES

Ils ont porté sur des troupeaux de Bovins (Z&bus NDama -
Diakoré ou métis Ndama - Zébu) dont 1'état sanitaire n'est pas déter-
miné mais qui vivent dans des localités bien connues du Sénégal: ne
autre série d'épreuves a &té effectuée sur un noyau de Zébus Guzera

provenant du Brésil et destiné au Centre Zcotechnique de Dara.
Ces animaux appartiennent 3 trois groupes :

- troupeaux suspects de trypanosomoses mals sans certitude;
~ troupeaux trypanotolérants en régions infestées de glossines;

- troupeaux inconnus.

Lle diagnostic des trypanosomoses a pu &tre réalisé par
1'examen microscopique pour tous les sujets et par la technique

d'immunofluorescence indirecte pour certains d'entre eux.
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PLAN DE LA TROISIEME PARTIE

CHAPTTRE PREMIER

ETUDE SUR TROUPEAUX SUSPECTS DE TRYPANOSOMOSES

A/ Bovins de Kaffrine et Koungheul

1°/ Examen direct ou observation microscopique

2°/ Test d'immuno-fluorescence indirecte

a) Méthode des confettis
b/ Etude des sérums

3°/ Etude comparative des résultats obtenus par les différentes
méthodes de diagnostic appliquées aux prélévements de Kaffrine
et Koungheul

B/ Bovins de Sokone : Troupeaux d'animaux trypano-tolérants

1/ Diagnostic expérimental direct

a) examen du sang des animaux de Keur Aliou Guéye et Sokone
(centre)
b) examen du sang des animaux de Firdaoissi

¢) examen microscopique sur animaux de N'Diafé --NDiafé

2/ Diagnostic expérimental indirect par la technique d'immuno-

fluorescence

" a) Keur Aliou Gueye, Sokone centre et Firdaoissi

b) N'Diafé - N'Diafé

3/ Etude comparative des résultats obtenus par les différentes
méthodes d'analyse appliquées aux échantillons de Sokone.
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CHAPTITRE II : ETUDE SUR TROUPEAUX INCONNUS

A/ Bovins du Brésil

B/ Bovins du Fouta

CHAPITRE III : VALEUR DE L'IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE DANS LES TRYPA-
NOSOMOSES BOVINES NATURELLES
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CHAPITRE PREMIER

ETUDE SUR TROUPEAUX SUSPECTS DE TRYPANOSOMOSES

A/- BOVINS DE KOUNGHEUL-KAFFRINE

Le Sine Saloum est la région centre-ouest du Sénégal au sud du
15éme paralléle et la présente enquéte a &té menée en ses localités de
Kaffrine et Koungheul (Koumbidia) situées sur la latitude de Tambacounda &
proximité du 14dme paralldle. ’

L'enquéte a d'abord porté sur des troupeaux des unités expéri-
mentales de 1'Institut de Recherches Agronomiques Tropicales (IRAT) et en-
suite sur des bovins autour de Kaffrine a titre de comparaison; les animaux
de cette zone sont de la race Ndama grande ou des métis zébus-Ndama. Dans
cette bordure sud de la région, la trypanosomose est sporadique. C'est la
raison pour laquelle, cette zone a été choisie pour pratiquer ces premiers
essais.

Au total, 152 prélévements ont été recueillis sur des bovins for-

mant 27 troupeaux; ont été utilisés par la suite :

- 3 Koungheul (Koumbidia) les échantillons provenant de sujets répartis
dans 14 troupeaux;

- 3 Kaffrine le sang de 52 animaux groupés en 7 troupeaux.
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1/ - Examen direct ou observation microscopique

- L'examen de sang 4 1l'€tat frais intéressant les échantillons de

Kaffrine n'a révélé aucun cas de trypanosomoses.

- Quant aux frottis et gouttes épaisses colorés au May Grurwald

tableau n°1 ci-dessous :

Giemsa et portant sur l'ensemble des sujets ayant subi

1'enquéte, ils ont donné les résultats consignés dans le

Tableau n°1
Frottis et gouttes épaisses
Tiogggagﬁi;§u2° Localités aprés coloration '

Trypanoso Autres parasites
T1 : 01 =~=====v 03 - absents
T2 : Ot ———mmmmm 13 Ko - "
T3 : A4 =mmmmmmm 20 Sanba -
\TRPR ), — 22 -
TS ¢ 23 ——==—mm- 32 Sinthiou Sali - "
T6 : 33 ~==m—wme=—e 37 Médina Sali - "
T7 : 38 ====eee- 47 Keur Sagar - " Anaplasmes sur n° 41
T8 : 48 ==——=mm—- 51 Keur Diam Kode - " Theileria sur n° 50
T9 : 52 ===——m—- 61 NDiaptopeul - " (microfilaires sur 51
T10: 62 =———==—=- 71 Keur Momar Fass - " Theileria sur n® 61
Til: 72 —===~=—- 81 Keur Lamine - "
T12; 82 ====m==- 89 Keur birane - " Theileria sur n°® 81
T13: 90 =~—===—-- 91 Keur senimangane |- " Theileria sur n°® 91
Ti4: 92 ~-=———m- 100 Koumbidia Peul - " Theileria sur n°s 92 -

93 - 100 - 101
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Tableau n®°1 (suite)

101 --- 112 - absents

113 --- 118| Kaffrine - " Anaplasmes sur n°® 118
119 --- 123 - "

124 ——- 132 - "

133 --- 135 - "

136 —--- 138 - "

139 --- 146 - "

147 --- 152 - "

Constatations

- 1'examen microscopique (goutte épaisse-frottis) des 152 lames

n'a révélé aucun trypanosome

- 12 échantillons de l'ensemble ont présenté d cette méme ana-
lyse d'autres parasites sanguins tels que Theileria mutans
(piroplasmes), Setaria (microfilaires) et Anaplasma marginale
(Rickettsies).

2/ - Test d'immunofluorescence indirecte
Sa réalisation a fait appel & ses 2 modalités (la méthode classique
_de sérums et celle des confettis) qui sont pratiquées sur 119 préléve-

ments individuels testés contre 1'antigéne T.brucei. Des dilutions de
1/2 et 1/10 puis 1/40 e¢t 1/80 sont respectivement utilisées pour le con-

jugué fluorescent antiglobuline bovine (C) et pour les sérums &tudiés.

Dans ce qui suit, les résultats obtenus par les deux modalités
sont successivement exposés et comparés 3 ceux de 1'examen microscopique
en vue de juger du degré de spéeificité de la technique d'immunofluores-

cence indirecte.



Tableau n°2

a) Méthode des confettis

~ 83 échantillons de sang de

bovins prélevés sur papier-

filtre et provenant des villages situés dans les unités expérimentales

d Koungheul sont étudiés par cette technicue. A cet effet, une rondelie

de 9 mm de ces papiers-filtre baignant dans 1,3 ml de tampon phosphate

est utilisée pour chaque animal au moment des épreuves pour réaliser une

dilution voisine de 1/80.

Villages et numéros Numéros de Degré de gﬁigig_
de troupeaux bovins fluorescence .
copique
Sinthiou Sali TS 23 -——- 32 : 10 0
Médina Sali To6 33 - 37 : 5 0
Keur Sagar NDIAYE T7 38 0
39 0adil
4O -—- 47 0
g
Keur Diam Kodé T8 48 =-- 50 : 3 0 &
51 1 0ail
&
Diapto peul T9 52 ~-- 61 : 10 0
Keur Momar Fass T10 62 --~ 63 : 2 0 %g
B4 ——= 65 : 2 031 5
o)
€6 1 1 g
V2]
67 1 0ail
68 --- 70 3 0
71 1 0
Keur Lamine T11 72 1 0a1il
73 --- 81
Keur Birane T12 | 82 --- 88 0
89 1 0ai




Tableau n°2 (muite)

66

Keur 3éni Mangane

T13

80
91

o174

Koumbidia Peul

T4

92

93
Sy

95
96
97
98
99
100

N

S

O
o O

Qv

o O/

O o

Kaffrine

T15

101
102
103
104
108

S O S =\

O O v

o

4

Q

gowosourdAayr ap svd

Témoin positif n°355

a) avec conjugué dilué au 1/2

b) avec conjugué dilué au 1/80

T.brucei

Constatations

- Absence de fluorescence pour tous les sujets examinés y compris

ceux qui hébergeaient des parasites autres que les trypanosomes
(voir tableau n°1).

- Le t&moin infecté 355 est positif 3 ++4+




Tableau n°3

b) Etude des sérums

~ Flle a permis d'analyser 36 sérums de bovins de Kaffrine
et de Koumbidia peul & Koungheul.

- Ces sérums sont dilués au 1/80 et testés contre T.brucel
tandis que les dilutions respectives du témoin positif ot

du conjugué fluorescent (C) sont de 1/40 et 1/2.

Irmunof luo-
rescence
Degré de fluo- Frottis et goutt
rescence tes épaisses

Examen direct
N° des bovirs

106
108 0
109
111
112
113 0
114
115 0
117
118
119
121
123
125
126
127
128
129
130

Pas de try-
panosomes

Anaplasmes

Pas de trypa-

nosaomes

» O O O O O O O O w O aww » O O o P
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Tableau n°3 (suite)

131 0
134 2
136 0 Pas de try-
137 1 panosomes
139 0
132 a
140 0 a
142 1
143 0ail
1y 0 Pas de try-
145 0 panosomes
146 0
148 1
149 C
150 0a
151 0 3
152 0

Témoin positif 3

au 1/10

Conjugué seul 0

Constatations

- inhibition totale de la fluorescence pour tous les échantillons

analysés sauf un (n® 134) qui est faiblement positif.
- le témoin infecté présente une fluorescence de +++

- Le témoin antigéne éprouvé par le conjugué seul est parfaitement
sambre.
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Tableau n° 4

3/ - Etude comparative des résultats obtenus par les différentes

méthodes de diagnostic appliquées aux prélévements de Kaf-

frine-Koungheul

Nombre de Résultats Espéces de
Méthodes d'analyse bovins trypanosomes
examinés |Négatif |Positif |identifiées
Immunofluorescence
indirecte 119 118 1 aucune
Goutte épaisse 152 152 0 "
Frottis 152 152 0 "
Examen 3 1'état n
frais #l 41 0

- I1 y a une concordance presque absolue entre les résultats
obtenus par les différentes méthodes de diagnostic aussi bien directes
qu'indirectes. Cependant, 1'immunofluorescence indirecte (sérums) a
mis en évidence un cas faiblement positif.

Sa fluorescence rappelle celle de T.congolense retrouvéc
lors des tests hétérospécifiques (Ag brucei-sérwum congolense).
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B/ - SOKONT. : ETUDE SUR TROUPEAUX D'ANIMAUX TRYPANOTOLERANTS

C'est encore une localité de la région du Sine-Saloum.

Elle est situ@e plus au sud ouest non loin de la Garbie et est
parsemée de foréts qui hébergent Glossina morsitans submorsitan®s et Glossina
palpalis gambiensis vectrices de trypanosomoses animales. Ceci explique
1l'existence de ces affections a 1'état trés fortement endmique dans cette
zone ; voild pourquol les bovins qui la peuwnlent ont été choisis pour la
pratique des tests sur animaux suspects de trypanosomoses.

Ces tests ont utilisé 66 prélévements provenant d'individus
(N'Dama et métis) répartis dans les troupeaux appartenant aux villages situés
autour de Sokone (Keur Aliou Guéye - Firdaocissi - N'Diafé). Aussi gouttes
épaisses et frottis sont examinés pour chaque bovin de 1'effectif apres
un examen sommaire de 1'état pfnéral tandis que 1'analyse du sang 3 1'état
frais, et le test d'I.F.I.% ne sont appliqués qu'i certains échantillens.

les résultats de ces observations sont successivement exnosés

dans ce qui suit.

I.F.I. : Immuno-fluwrescence indirecte.



1°/ ~ Diagnostic expérimental direct (tableaux n°5 et 6)

Tableau n°5
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a) - Examen du sang des animaux de Keur Aliou Guéye et Sckone

Villages

troupeaux et
nunéros des
bovins

Parasites
aprés colo-

Parasites

ration delaaprés colo~

goutte
épaisse

raticn du
frottis

Parasites lors
de l'examen a
1'état frais

Keur Aliou Gueye

T, : n°

o]
[«]
DU FEwWwN

+ : T, congo-

lense

+ : T, congo-

lense

Sokone

n°® 25

+ : T,vivax

+ : T.vivax

+ : T,vivax

Keur Aliou Guéye

n® 14
n® 15
n® 16
n® 17
n® 18
n° 19
n°® 20
n°® 21
n® 22
n® 23
n° 24

+ micro-
filaires




Tableau n® 6

b) - Examen du sang des animaux de Firdaoissi

72

Parasites J
Troupeaux aprés colo- | Parasites
Villages et n° des ration de ldaprés colo- |Examen 3 1'état
bovins goutte ration du frais
épaisse frottis
n® 26
27
28
29 + : T.ocongo-(+ : T.ocongo-
T1 30 lense lense
31
32
33
34 + : micro-
35 filaires
36
37
Firdapissi 38
39
4o
T u1
2 42
u3
Ly
L5
ue
47
ug
49 + 0 T.congg- + : T,congo-
50 lense lense
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CONSTATATTIONS

- sur 1'ensemble des 50 animaux examinés 3 cause de leur mauvais &tat
général, seuls 4 ont présenté des trypanocsames (T.congolense et T, vivax)

- du sang récolté sur un des sujets positifs (n°25 awvec T.vivax) et
inoculé & une chévre pour garder la souche a donné lieu 3 une trypanoscinase
expérimentale,

- 2 sujets de 1'effectif hébergeaient des microfilaires.

On peut noter que le bovin n° 25 (Tableau 5) parasité par T.vivar est

une vache dont le tableau clinique avait inspiré une forte suspicion de
trypanosomose (cachexie - anorexie - abattement - larmoiement, agalactie
etc.) Son sang inoculé 3 une chévre par voies intra péritonéale et en
sous-cutanée devait confirmmer le résultat de 1l'analyse 3 1'état frais

car quelques jours aprés inoculation 1'animal présentait des symptdmes

de la maladie tandis que le prélévement sanguin révélait des trypanosores.



¢/ - Examen microscopique sur les animaux de N'Diafé-N'Diafé N'dama puiw

(frottis et goutte épaisse)

Tableau n® 7

Troupeau et n° Parasites aprés coloration

Village des bovins

goutte épaisse frottis

51
52
53 + T, vivax T, vivax
54
55
56
57
58
59 T.congolense | T.congolense
60
61 T.congolense | T.congolense
62
63
64
65
66

N'Diafé-N'Diafé |T
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2°/ - Diagnostic expérimental. indirect par la technique

d' immuno-fluorescence

a/ - Keur Aliou Gueye - Sokone - Tiradoissi

I1 est appliqué & 1'malyse de 21 &chantillons de sérums bovins.
L'antigéne T.brucei éprouvé par le conjugué fluorescent (anti-glcbuline
bovine D dilué au 1/5 est utilisé pour tester les sérums considérés dilués
au 1/80 et 1/320).

Tableau n°8

Degré de fluo-
rescence observé
Villages N° des bovins| diégtdirgns des
1/80 1/320
n°® 1 -2 1
2 2 1
: . T 3 3 3
Keur Aliou Gueye " ) o 3 1
5 3 yJ
6 3 2
14 2 1
15 2 1
T:2 16 1 1
20 0 a 0
21 2 2
22 0O a 1 0 a 1
Sokone 25 3 1
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Tableau n°8 (suite)

Degré de fluo-
rescence observé
Village N° des bovins| aux dilutions des
sérums
1/80 1/320
n® 26 1 1
27 1 0 a 1
28 2 1
Firdaoissi 29 3 2
Ts 38 2 2
Tu 39 1 0 a 1
40 2 1
41 0 a1 0 a1l
Témoins :
sérum positif
355 3 3
sérum négatif
- 289 1
conjugué seul

CONSTATATTIONS

- fluorescence de +++ pour 5 sérums examinés a la dilution de 1/80 ;

- 3 seulement des 5 sujets précédents avaient présenté des trypanosomes

d 1'examen direct ;
- pas de fluorescence pour 1'animal parasité par des micro-filaires.
CONCLUSTON

sensibilité de 1'immuno~fluorescence indirecte supérieure d celle de

1l'examen direct, car elle présente plus de cas positifs.
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b/ - Test d'immunofluorescence indirecte sur sérums de N'Dema pure
de M'Diafé-N'Diafé.
-~ Méthode classique pratiquée sur 6 sérums dilués au 1/80
et 1/320

- antigéne utilis? : Trypanosama brucei

- conjugué fluorescent anti ¥ globuline (D) 3 la dilution de 1/5

Tableau n°9

Tegre de fluores-
cence avec dilu-
Village N°des bovins ({tions des sérums
1/80 1/320
51 2 2
54 ? 1
57 0al 0 al
N'Diafé-N'Diafé 61 ’ 1
63 0al 0 alil
Bl 3 1
témoins sérum
positif : 355 3 3
sérum négatif
284
canjugué seul 0

- Un seul cas de fluorescence significative (+++) @ la dilution de 1/80.
A 1l'examen direct, cet animal &tait négatif alors que le n® 61 qui

était positif a été faiblement flucrescent (++).



Tableau n® 10

3°/ - Etude comparative des résultats obtenus par les différentes

méthodes d'analyse appliquées aux échantillons de Sokone

Especes de

Méthodes d'analysc Nbre de EQVlnS Resultats trypanosomes
examin positifs % |identifiées
Immuno-fluorescence 07 B(+++) 22,2
indirecte '
£ n? s T.vivax
Coutte épaisse 66 6 9 T.congo lense
T.vivar
Frottis 66 7 10,6 |7T.congolense
T.vivar (N°25
. _ dont le sang
Tnoculation 1 a été inoculé
3 1 chévre
CONSTATATTONS

L'examen par immunofluorescence révéle plus

que les méthodes directes (goutte épaisse - frottis -

frais et inoculation).

de cas positifs

examen 3 1'état
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CHAPITRE TI

Etude sur troupeaux inconnus

A/ Bovins du Brésil

Dans ce cadre, nous avons trouvé intéressant d'éprouver par la
technique de COONS des prélévements sanguins recueillis sur zébus Guzerat
brésiliens importés par le Sénégal et qui étaient mis en quarantaine
a la station d'élevage des Almadies (DAKAR), en attendant leur achemine-
ment vers le centre de recherches zootechniques de Dahra.

L'examen direct (goutte épaisse et frottis) pratiqué sur ces échantillons
n'a donné aucun résultat positif. Aussi ces prélévements au nombre de 24
sont soumis d 1l'analyse par immuno-fluorescence indirecte en utilisant
1l'antigéne T.brucei ¢t le conjugué fluwrescent anti y globuline (D) a

la dilution de 1/5. le tableau 11 donne les résultats

Tableau n°11

Degré de fluo-
rescenoe avec dilu-
Numéros des bovird tions de sérums au| Examen micros+
1/80 1/320 coprque
1 1 0 a 1
2 0 & 0
iy 0 a 0 Tous les
5 0 0 )
6 1 0 3 1 | MK {
7 0 0 sont
8 0 a1 0 négatifs
9 V4 0 a 1




Tableau n° 11 (suite)

Degré de fluo-
Numéros des bovinsi?iﬁgngi :gigmgiéz‘ Exagigigigros-
1/80 1/320
282 2 1
292 1 0
285 1 0
1171 2 1
1730 0O a 1|0 a 1
1764 1 0 3 1
1765 0 3 1[0 a1
1766 1 03 1
1768 0a 1o a1
1769 1 0
1770 0 a1 0
1771 2 3
1778 1 0 3
1781 0 3 0 2
1785 3 0
1786 0 3 0
témoins
sérum positif 355 3
sérum négatif 289( 0 3 1
conjugué seul - 0
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CONSTATATTIONS

- sur les 24 sujets examinés, seuls 4 présentent une faible fluorescence
(++)
- le témoin infecté est positif 3 +++ tandis que les témoins (non infect

et antigéne seul) sont parfaitement négatifs.

CONCLUSION
Conocordance résultats de l'I.F.I.}E et de l'examen direct car les

fluorescences de ++ constatées ici ne peuvent &tre considérées camme
sipnificatives d'une trypanosomose.

* IT.F.I. = Immuno-fluorescence indirecte,
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B/ ETUDE SUR TROUPFAUX INCONNUS DU FOUTA (Nord-Est de la région du Fleuve)

Elle est effectuée sur 29 sujets bovins de 1'arrondissement

de Kanel (sud-est du département de Matam).

- les lames préparées d cet effet (gouttes épaisses-frottis) et examinées
directement au microscope aprés coloration n'ont révélé qu'un seul cas
positif pour T.vivax.

- Quant aux sérums, ils ont &été soumis a 1'analyse par la méthode d'immuno
fluorescence indirecte dont les résultats sont figurés dans le tablcau
suivant.

Tableau n® 12

Diagnostic par immuno-fluorescence indirecte (méthode des sérums
utilisant T.brucet comme antigéne

Le conjugué fluorescent D est utilisé & la dilution de 1/5

Degré de fluores-

Localités N° des bovins gi?ﬁilggzeg: :gx

1/80 1/320
99 3 2
100 3 2
101 3 3
102 3 3
103 3 1
Kanel (12 sérums) 104 3 1
105 3 1
106 3 2
107 3 2
108 3 2
109 3 2
110 2 2




Tableau n°12 (suite)

Degré de fluores-

Localités N® des bovins | cence observé aux
dilutions des sérumg
1/80 1/320
112 3 2
113 ? 1
114 3 2
115 3 1
116 3 3
117 3 3
Foumi-Hari 118 3 3
(15 sérums) 119 3 2
120 3 3
121 3 2
122 3 2
123 2 2
124 2 1
125 3 2
126 3 2
o _ 127 2 2
1aijell 128 9
(2 sérums)
infectés
T,brucer 355 3 3
Ténoins
T, congolense
289 2 1
ccnjugué seul 031 031
non infecté 2 1

p
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CONSTATATIONS

- pas de trypancsomes & l'examen microscopique des prélévements de sang
sauf dans un cas 3 T.vivax ;

- 24 animaux sont positifs (+++) 3 la dilution de 1/80 dans 1l'analyse par

I.F.I. (immuno-fluorescence indirecte ).

I1 est 3 noter que les animaux avaient transhum® vers le sud

(Bakel = zone d'enzootie trypanoscmienne et auraient regu un traitement
trypanocide (Bérénil).
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CHAPITRE III

VALEUR DE L'IMMUNO-FLUORESCENCE INDIRECTE

DANS LES TRYPANOSOMOSES BOVINES NATURELLES

Certaines observations recueillies 3@ 1l'issue de ces essais
&montrent 3 1'évidence que 1'immunofluorescence indirecte est bien une mé-
thode sensible dans le diagnostic des trypanosomoses naturelles bovines.
A certains moments, cette sensibilité de la technique de WELLERS et COONS
a égalé celle de l'examen microscopique, C'est le cas notamment dans les
tests réalisés sur les bovins suspects de Koungheul-Kaffrine (tableau 3)
et dans ceux pratiqués sur les zébus brésiliens.

A d'autres marents cependant 1'immunofluorescence indirecte s'est révélée
Plus sensible que 1l'examen direct, ainsi qu'en témoigne 1'enquéte de
Sckone (zone d'enzootie trypanosomienne :(tableau 10). Fn effet, lors

de ce diggnostic de masse, sur 27 sujets examinés b sont positifs a
1'analyse sérologique et parmi ces 6, seuls 3 ont présenté des trypencsomes
d 1'observation microscopique ; les épreuves de Koungheul-Kaffrine en font
foi aussi, puisque la méthode a pu déceler sur un suviet qui était négatif &
la goutte épaisse et au frottis une fluworescence de ++. Une autre preuve

de la grande sensibilité de 1'immuno-fluorescence indirecte est fournie
par les animaux de Matam de statut indéterminé. Ces animaux bien que
négatifs pour la recherche des trypancsomes, ont dans 1'ensemble répondu
positivement 3 la sérologie (fluorescence de ++ & la dilution de 1/80).
L'explication en est que les sujets avaient séjourné dans une zone enzootique
(Bakel 3 l'occasion des transhumances pendant les périodes difficiles de
1'année, séjour au bout duquel ils ont regu un traitement trypanocide par
le Bérénil dans le cadre d'une opération de secours intitulée "sauvegarde
du bétail".
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Mais le test des "Ac fluorescents ne s'est pas seulement révélé
sensible. I1 a aussi fait montre d'une certaine spécificité. C'est ce
que 1'cn a pu okgerver avec 1l'inhibition totale de la fluorescence pour
des sérums d'animaux parasités par Theileria mutans (piroplasmes) par. des
microfilaires de Setaria et Anaplasma marginale (Ricketisies) (voir
examen direct tableaux 1 3 3) et testés contre 1l'antigéne trypanosomiern.

En fait sensibilité et spécificité de 1'immunofluorescence
indirecte se retrouvent dans toutes les recherches qui ont utilisé la
méthode aussi bien dans les trypanosomeoses humaines que dans les affections
similaires bovines :

- chez 1'homme il y a les travaux de CINNINGHAM et al (1965) (16), de

BAILEY et al (1966) (7 Pour ces auteurs, le test des anticorps
fluorescents présente une haute spécificité 1iée 3 une borne fidélité.
C'est aussi 1l'avis de WERY et collaborateurs (39-40-41-42) qui ont pu
réaliser un nonmbre considérable d'enquétes dans les zones d'endémie try-
panosomienne, Voici certaines de leurs observations:

En 1970, sur 135 cas de maladie du sommeil examinés, 133 ont
été positifs 3 1'immumofiuwrescence indirecte tandis que sur 1170 individus
supposés indemnes et examinés par d'autres méthodes, la sérologie a révélé
22 réactions positives bien que 1'examen direct n'alt montré que 17 suje*s
parasités,

Deux autres enquétes menées en zone hyperendémique en 1871 montrent
3 la fois que sur 4500 persomnes, 90 ont eu une réaction positive et
seuls 57 des 90 &taient positifs 3 la microscopie classique, d'autre part
que sur 1200 prélévements recueillis dans les mémes régions 30 ont conduit
d une fluorescence positive. Ces auteurs font de plus remarquer que la
positivité de la réaction d'immunofluorescence indirecte est constante

dans la maladie du sommeil tres t6t au cours de l'infection.
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D'autres auteurs qui ont appliqué la méthode chez les bovins
adhérent 3 1'opinion qui veut que la technique de WELLERS et COONS soit
un procédé sensible et spécifique de diagnostic des trypanosomoses
[WILSON 7), MMAMBU 32), WATN B38)
3 penser que la méthode ne permet pas de dépister des cas d'infection

. Ces mémes auteurs s'accordent toutefois

récente dans les trypancscmoses animales.

Ceci est notamment 1l'avis de M'WAMBU et al (32) pour qui 1'im-
mmofluwrescence indirecte n'est pas utilisable dans le diagnostic
précoce de la maladie parce que le taux des anticorps n'atteint un niveau
détectable qu'aprés la phase clinique. Ce fait paraft évident dans leur
&tude car sur 46 cas positifs par la goutte épaisse, 6 étaient négatifs 3
la sérologie. ASHKAR et al (1972), ZWART et aql (19873) (6 et 49) pensent
de méme.

De plus, toutes ces études insistent sur le fait qu'aprés wun
certain délai, la technique découvre la plupart des animaux qui ont été
soumis 8 1'action des trypanosomes parce que les anticorps induits lors
de ce contact demeurent lengtemps détectables meme apres traitement.

Ce qui laisse aussi supposer comme, nous l'avens déja indiqué que la
méthode ne permet pas de faire la distinction entre une infection présente
et une infection d'un passé récent guérie par des trypanocides. Ceci

a &té observé dans les analyses se rapportant d la région de Matam ou
beaucoup de cas sont positifs ; les sérums analysés provenaient d'animaux
traités par le Bérénil.

les recherches faites par les auteurs ci-dessus relévent aussi
l'existence de réactions croisées entre souches de trypanosomes animaux
(7. vivax, congolense, brucet et theileri).

- WAIN et al 1966 (38) notent 1l'existence d'anticorps commumns a T.vivez,
T.congolense, TWART et al (49) entre T.brucei, T.congclense et vivaz,
WILSON (46) entre souches pathogenes (T. congolense et T.brucei) et non
pathogénes (T.theileri), bien que dans ce dernier cas, lc taux des anti-

corps soit faible (dilution de 1/20).
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Pour nctre part, les résultats enregistrés dans les enquétes en zone
d'enzootie dénotent avec certitide 1'existence d'wne communauté antigénique
entre T, brucet, vivar et congolense. C'est pourquoi si la parenté antige-
nique qui lie les trypanosomes &te pour le moment au test des "anticorps
flwrescents" une stricte spécificité, elle permet cependant le dépistage
des trypanosomoses animales, et elle est utilisable sur une grande échelle
pour faciliter la lutte contre ces affections dans les zones U elles sont
trés fortement enzcctiques, Aussi 1'immmnoflucrescence indirecte peut-elle
&tre considérée comme un moyen de diagnostic. Elle peut rendre de grands
services dans des troupeaux présentant une morbidité d'origine indéfinie,
troupeaux dont on est slr qu'ils n'ont pas regu de trmitement trypanocide.
C'est une méthode valable pour juger un troupeau qui a été infecté plutdt

que pour juger de l'infection d'un individu.
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CONCLUSIONS

I1 est de notoriété que les trypanosomoses bovines, de par
leur caractére enzootique et insidieux voire mortel, constituent 1'une
des grandes causes de la carence protidique de certaines populations
africaines au sud du Sahara. Dé&s lors, il s'aveére trés utile de disposer
d'un moyen rapide, efficace et bon marché capable de les déceler afin de
faciliter la t&che 3 ceux qui ont pour mission de les combattre. C'est
pour rechercher un tel moyen que la présente étude a porté sur 1'immuno-
fluorescence indirecte comme méthode diegnostique des trypanosamoses bo-
vines./Et si notre préférence n'est pas allée 3 une autre technique,
c'est peut-&tre autant par le regain d'actualité gue connait aujourd'hui
le test des "anticorps fluorescents" que par le succés grandissant qu'il
ne cesse de remporter dans divers domaines de la pathologie; mais il y a
surtout que les travaux utilisant la méthode dans les trypanosamoses ani-
males sont demeurés jusqu'ici trop fragmentaires.

\

Aussi, pour voir dans quelle mesure 1'immunofluorescence indi-
recte est applicable au diagnostic de ces affections, nous l'avons d'a-
bord évaluée dans des infections expérimentales; nos efforts furent en-
suite portés sur son appréciation chez d'autres bovins vivant dans des
régions géographiques 3 situation sanitaire plus ou moins déterminée en
matiére de trypanosomoses, A 1'issue de cette série d'essais, nous nous
sommes rendus compte du fait que si 1'imminofluorescence indirecte est
effectivement sensible, rapide, reproductible et bon marché ainsi qu'il
a été d'ailleurs signalé par nombre d'autres recherches qui lui furent
consacrées, il n'en demeure pas moins que la méthode se voit apparemment
privée pour le moment 3 la fois, de spéeificité stricte lui conférant
la possibilité de faire le diagnostic précis de 1l'espéce de trypanoscmes
en cause, et de l'aptitude 3 déceler des cas d'infection récente (moins
de 15 jours) ou des cas d'infection ancienne mais traitée. L'explication
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de cette insuffisance est qu'il existe non seulement une certaine com-
munauté antigénique entre les diverses souches de trypanosomes animaux,
mais aussi que le taux des anticorps chez les sujets atteints de la mala-
die reste faible avant la phase clinique, augmente par la suite et persis-
te au méme niveau méme apreés traitement. Aussi, pensons-nous que des
études particuliéres d'immunologie sur les trypanoscmoses méritent d'&tre
poursuivieé pour apporter plus de précision dans l'application de 1'immu-
nofluorescence indirecte. En attendant cependant, il nous est loisible de
constater que la méthode peut valablement servir de moyen de diagnostic
statistique et épizootiologique des trypanosomoses bovines dans les ré-

gions ou elles sont fortement endémiques.
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