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INTRODUCTION

Le développement d¢ l'industrie animale africaine a été de tout temps entra-
va par les problémes do pathologie ¢t surtout les méthodes irrationnelles de gestion
des troupcaux qui ue sont pas toujours orientées vers un objectif de production maxi-
mum. De nos jours, beaucoup de maladies virales ou bactériennes économiquement impor-
tantes peuvent. étre facilement contrélées par la méthode de vaccination. Cependant,
1o Situation est tout a fait différente pour ce qui concerne l:s hémoparasitoses ani-
males parce qu'il ntexiste aucune vaccination approuvée et efficace pour ce groupe de

meladies,

LTILRAD s'est donc vu assigné comme premier objectif de développer de maniere
plus certaine desmesures de controle officacea et économiquement possibles des deux
plus importantes maladies du <heptel que sont : la trypanosomizse animale africaine
et la Theileriose & theilcria parvs ou la fievre de la vallée Ju Rift.

Ces doux maladiss sont responsables de la mort diapproximativement 3 millions d'ani-
maux par an en Afrique et 1a ficvre de la vallée du FRift & elle seule est accusée de
la mortalit¢ de 500,000 animaux par an en Afrique de 1'Est, Pour atteindre donc cet
ohjcctif, 1'ILRAD dont le f‘inan%ement est supporté par 1z Groupe Consultatif pour 1=
Recherche agricole intc:r*nzxtioriasle/ équipe de metériel de haute performance et dlun
personnel scicntifique et technique trés qualifié en faisant ainsi un laboratoire de 3
réféerence. En vuec de répondre & son second objectif qui est 1la formation, un programme
de cours basé egsentiellement Sur les résultats acquis par les chercheurs et techni-
ciens et les innovations dans les méthodes de travazil utilisés d'une part, et 1'expé-
rience personnelle des uns ¢t deg autres d'autre part est orgonisé chague année par
1tunité de formation du centre et, le cours que j*ai suivi sur proposition du Directeur
des Hecherches sur la Santé et les Productions finimales, s ‘inscrit dans ce cadre.

Ce cours a été surtout axé autour de quelques généralités sur 1'immunologie et les
techniques de détection des différentes hémoparasitoses animales par les méthodes
directes d 'examen de sanz frais, de frotiis de sang, de ganglions lymphatiques, de = ==
cortex etc.. . d'abord, cnsuite les méthodes de diagnostic sérolcogique | immunodiffusion
immunoélectro-phorése, immuncfluorcscence directe et ELISA,
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Toutes ces technigues ne pouvantpag étre traitées dansce rapport dont
| ' obj et est de rendre conpte du gdroulement Je ces cours seules celles étant les plus
habi tuel | ement  ¢ollicitées dans la conduite des recherches sur ces maladies seront
exposées, Dans Une premére partie seront rappelées quel ques ngtions en imunol ogi e,
recues sous forme dtexposés et de conférences tandis que dans |a deuxiéne partie seront
abordées | €S méthodes d: préparation des différents réactifs et les techni ques de
leur Utilisation dans les diagnostics serologiques. Dans une troisiéne et dernieére
partie seront tirées leg conclusions sur le cours.

I, - ASPECTS GENERAUX SUR L' I MVUNCLOG E

L'immunologic peut étre définie comme étant l*étude de 1'immunité Vvis-a-vis
des bactéries, MaiS cette aéfinition peut étre élargie par anal ogi e aux réactions
spécifiques OU non d'umantigéen tendant a éliminer des substances étrangeéres

Les antigenes sont des substances qui réagissent spécifiquement avec des
anticorpsou des ricepteurs cellulaires et sont capables de stinuler une production
d' anticorps ou une réaction cellulaire et la spkificité des antigenes 2z provequer
une réaction ipmunitaire A5finit 1'immunogénécité, Dans le systéne immnitaire, on
di stingue deux types dtimmunité ;1fimmunité 3 médiation cellulaire et 1'immunité
humorale,

T, 1 - L'Immunité 2 médiationcellulaire

Elle est nssurée par la lignée de | ynphocytes T développés et nuris par le
thynus et spécifiquement sensibilists venant au contact de 1'antigéne et v agi ssant
par cytotoxicité directe ou Lib&ation de médiateuns non spécifiques de l'antigéne,
cette forne d'immunité est transmissible aisément par des transferts de cellules
Mai s ne ltest pas par |e sérum

I, 2 ~ L' Tmmwnité Humerale

Quant a 1'immunité hunorale, elle est médiée pur des nol écul es spécifiques
de 1tantigéne, | €S anticorps produits a distance de leur site d'action et 1a produc-
tion de ces molécules est assurée par les |ynphocytes B qui sont dépendants de 1z
Bourse de Fabricius chez | es 0i seaux, mai s chez | €S mammiféres, 1fiquivelent de la

Bourse de Fabricius demeure toujours inconnu.
Y



1, =3 =~ Les Antigénes

IIs pcuvent étre définis comme des molécules qui, introduites dans un organisme,
induiscnt une réponse immunitaire par le déclenchement 3'un processus biclogique impli-
quant en particulier lz prolifération de cellules lympheldes et aboutissant & la syn-
thése par ces derniércs de molécules de reconnaissance (anticorps ou récepteurs), Cas
molécules ont 1a capacité (e se combiner spécifiquement in vivo comme in vitro avec
1'antigéncinducteur e t éliminer ainsi sen effet,

1. = 4 « Los Anticorps

Lorsqu'un animal regoit un antigéne dans certaines conditions, ii peut produire
un antisérum spécifique e réagissant qu'avec cet antigéne et contenant des protéines
responsables de cotte reconnaissance. On dit alors que ces protiines sont douées d'une
“fonction anticorps” et clest cceritére fonctionnel qui sert & désigner ces protéines
sous le terme @' anticcrps ou encore dtune maniere plus géndrale "immunoglobulines™ qui
peuvent étre isoldes des autres constituants de sang par des techniques qui seront dé-
crites plus loin.

Ces immunoglobulines sont classées ¢ 'aprec leurs caractares physico-chimiques et
leurs critéres antiginiques et sur la base d¢ critéres zénlraux, tous les individus d'une
méme ¢spéce donnde ont en commun diverses catdgories 4 ! immunoglobulines appelées isoty-
pes, Chez 1'homme par exemple, on a défini 10 isotypcs réparties en 5 classes :

- Les IgGsont las immunoglobulines majoritaires du sérum s ‘attaquant aux micro-
organismes et aux toxincs et sont capables de traverser le placenta ;

les IgM apparaissent trks tot au début de 1a réponse immunitaire et constituent
donc la premiére barriere contre les agressions mais disparaissent progressivement au
profit des IgG. lls ntont pas une capacité transplacentaire maig peuvent fixer le complé-
ment ;

« Les Igh sont trcuvés dans le sérum et dans les secréitions ( colostrum surtout,
mucus intestinal oubronchique, lormes etc..), ils participent au revétement exerne du
corps ;
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-Les IgD : présente:; en faible quantité dans | e sérumet pouvant jouer un pfle de ré-
cepteurs sur |es membranes deslymphccytes !

Les IgE sont |es moins représentées des immunoglobulincs sériques et j ouent
un role trés inportant en irmumopathologie car elles sont 1c support des manifestations
d'hypersensibilité immddiate comme le choc anaphylactique, |'asthme, 1¢ rhume des foins.

1. =5 « Le conplénent

C est un systéme biol ogique qui intervient dans |es processus i munol ogi ques en
se fixant sur le conplexe spécifique antigéne-anticorps formé, |l est conposé de ¢ Sé-

guencesde C, ) 09 agi ssant séparément | es unes les autres, et dont 1o 03 le plus abondant
produit le Cpa qui augmente la perméabilité vasculaire & 1thistamine et qui est en néne
tenps chimotactique pour les leucocytes polynucléaires. Le Cyb activé libére lc C5 dont

le Cga a les memes propriétés que Ie Ca tandisque le Cob active le c, et e Cq QUi par-
ticipe & 1z destruction Ac la membrane des cell ul es cnvahisseuses entrainant ai nsi |eur

lyse.

1. ~ ¢ «Laréactionintigéne-Anticorps

La mse en présence d'un antigéne et de gon anticorps correspondant produit un
conpl exe antigéne-anticcrps qtii se traduit par 1'union de ces deux éléments d'ou la no-
tion de spécificité de cette réaction car un sérum anti-hém:ties de bovin par exenple
ne réagira qu' en présence d*hématies de bovin uniquenent et jamais en présence gthématies
de mouton ou de chien. Il ne réagirz non plus devant n'importe quel autre antigdne méme
Si cct antigéne est de provenance d'un bovin.

~ Elle subit ['influence de l'envirconnement ¢t surtout des conditions therm ques
en ce sens qu'une température a 40° peut nodifier la conformation des antigénes et des
anticorps et &nduire a de fausses réactions,

- La teneur 2levée en sel ou salinité du milieu dans lequel se produit |a réac-
tion anoindrit sensibl enent son effct al 071 Faible teneur en sel o favorise

- El'le dépenc dans une trés|arge mesure des conscntrations de |'antigeéne et de
| "anticorps et sC produit tres rapilement d'ol 1z nccessité et 1'importance d' éviter des
cont am nations pouvant nener & des résultats tres difficilenment interprétables.,

= SOn intensité peut 8tre réduite en fonction de la variation du pH du mlieu
dans lequel elle a lieu.
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Il. = PARTIE PRATIQUE

Toutes les technique rélatées sous cc chapitre ont été d'zbord. présentées au
cours sous fcrne dtexposé avant dt'8tre misescn application pratique au laboratoire.

Il. - 1 - Séparation des trypanosomes du sang

Elle s pour objectif ¢ textraire les trypanosomes Ju sang et Ze pouvoir aussi les
ccnsentrer en vue des préparations d'antigenes destinés aux test sérologiques et a ce
titre deux techniques sont utilisées,

a) la méthode de Lanham : ¢lle consiste 4 faire passer le sang infesté de trypanosomes a
travers une colonne DEAZ callulose, Les hématies ayant une forte charse négative sont
retenues par la colonne et les trypanosomes chargés moins néga tivement sont élues et
collectés dans un bécher ;

Technique

T A

- Fixer un gntonnoir en porcelaine sur vn support ou a défaut de I'entonnoir utiliser
corps dfunc seringue |

« Mettre du DEAE cellulosc dilue avec du P.S.G. pH &,0 (500mgr de DE 52 pour 2 litres

de p.s,G.) dans l'entonnoir ou le corps de la seringue puis laisser se tasser

« Placer un papier riltre découpéd suivant 1z dimension de 1'cntonnoir et verser du tam-

pon P.S.G. dcssus pour ouvrir lcs pores du filtre, rincer la préparation, et laisser 2

nouveau S€ tagser

= Verser lentement le sang prélevé sur anticoazulant et contenant les trypanosomes sur

le filtre selon la proporticn d 'un volume de sang pour 3 volumes de DEA et laisser

s ' infiltrer

- Verser i nouveau du ?P,5,G, et laisser éluer

. 1'élvat est recueilli dans un bécher placé sous la sortie de 1'entonnoir

- Afin de s’assurer du passage des trypanosomes prélever régulierement une goutte de
1t¢luat & 1a sortie de l'entonmoir et observer cntre lame ¢t lamelle au microscope et
dés que la présence d'hématie sera constatée arrétér l'opération et transvaser le pro-
duit de la récolte dans un tube a essai

- Centrifuger a froid a raiscn de 1, 500 tours/m  pendant 15 m en vue de consentrer I es
trypanosomes ainsi récoltés,
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Il. 2 - Technique de maintenarce des trypanosomes au lzboratoire

Les trypanosomes pcuvent étre maitenus Soit sur des animaux Vvivants de labora-
toire : souris, rats, lapins,cobayes Ou sur de petits ruminants : moutons, chévre en in-
jectant & ces animaux du sang contenant les parasites, soit sur des tsé-tsé en les fai-
sant nourrir avec 4u sang dun animal porteur de trypanosomes, soit sous forme congelée
et conservés dans l'azote liquide.

Il. 3 « Clénage et stabilisation des trypanosomes

Il. 3-1 -Clbnage

Le principe du clénage consiste i développer chez un animal une souche de trypa-
nosome dont la population qui en sera issuc proviendra d ‘un seul et :xéme trypanosome et
pour ce faire deux techniguss peuvent étre utilisées

a) - la premiére consiste 3 procécder a uns géria do dilutions progressives du sang para-
. 8 , .
sita partant de 10 trypano/ml pour déboucher VErs une concentration de 1 trypanosome/ml;

Prélever un ml de cette ¢ilution, 1' injecter en 1,v, & une souris par la veine caudale
et suivre l'évolution de 1a parasitemie

b) - la deuxieme tsachnique quant a elle, présente beaucoup »lus de certitude par le
procédé dfisolement d'un seul trypanosome 2 partir dg la méthols suivant

- nrélever du sang infestd Je trypanosomes dans un tube hépariné

- & 1'aide dfune 2iguille trés fine, prélever une toute petite goutte Je sang et 1a dépo=-

ser dans le godet ¢ 'une 1lmme crouse OU 1ome d ' entomologie,

- aéposer quelques gouttes de zlycér-l tout au tour du creux Je la lame afin d'éviter
1 tasséchement de la goutte de sang et recouvrir d'une lamelle 22 x 22,

- examiner la préparation au ricroscope €t S *assurer qu ' 0N ne voi t qU'UN seul trypanoso-
, .
me dans toute la prép=ration et/tel est le cas

= retirer la lamelle et ajouter une ou deux gouttes de glycérol a la préparation pour
la diluer.

- aspirer la totalité d¢ cette préparaticn dans unc Seringue i insuline et injecter tout
le contenu en L.V. & une souris par 1= veine caudale comme précedemment

- garder la souris en élevage et procéder a des examens quotidiens de sang en vue de con-
troler la sortie de trypanosomes.
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Dans l¢ Cas dfun résultat positif tcut le sang de cette ssuris pourra Stre
prélevé et conservé dans ltazote liquide aprés avoir préalablement stabilisé les trypano-
somes qu'il contient.

[l. 3 « 2 « Stabilisation et conservation des trypanosomes dans 1t Azote liquide

La stabilisation ¢écrit 1o wéthode, de conservation des tryponosomes dans l'a-
zcta liquide tout en é4vitant de leur faire subir un choc pouvant conduire a leur altera-
tion,

« Prelever une quantité de sang hépariné a partir d'un donneur fortement parasité( con=-
sentration finale d'héparine 5-10 unité par ml de sang)

- Ajouter quelques gouttes de glycérol jusqu's une consentration de 10%

- Laisser pendant 15mn pour équilibrer

= Prendre UNe pangée de microtubes et a 1 faide d'une pipette prsteur , remplir chaque ni-
crotube a moiti.6 (enviren 70 microlitres/tube)

- Laisser un esprce vide aux deux extrémités de chaque tube puis les boucher chacune avec
du plasticine

= transferer les microtubes dans de petits tubes i essai en matiére plestique et intro-
duirc & l'intérieur un morceau de papier portant toutes les indications relatives au pre-
levement : n¢, late, origine. Puis :n se servant d'une grosse aiguille pratiquer des
trous & chaque extrémité <u tube pcur permettre linfiltration de 17azote liquide a 1'in-
térieur

- Introduire les tubes 3 ¢ssai contenan t les microtubes dans une bouwille en plastique
¢t 2 large ouverture aménagée 3 cet effet par Un systéme 4! isclation, en la recourant ¢?
A fyne couche (e plasticine dtune epaisseur d¢'1 Ccm envir: mointenue tout autour avec du
sparadrap.

Maintenir la bouteille er suspension dans le centainer dtazote liquide afin quielle
soit entiérement recouverte gar leg vapeurs pendant 2 heures pour refroicir

Aprés refreoidissement tronsfeorer les tubes a egsal contenant les micretubes dans les
canisters 3du container d’azote liquide.
Le transfert devra &tre opéré i l'entrée du container ou on utilisant  UN bain d'azote

liquidc pour éviter unc hausse de 1o terpdratura ot aprés quoi 1 - canisters sent plonges

i

entierement dans 1 fazote,

Qo!/oq-



- Extraire un mcrctube, lc¢ rechauffer , le couper et déposer une goutto entrc lame et
iamelle, PUi S observer au microscope pour s'assurer de 13 survie des trypanosores.

1. 4 « PREPARATION DfANTISERUM

l'injection répétdée a un animal d'une certai ne dese d'immunoglobulines en prove-
nance dfunc espéce differente & pour e¢ffet chez 1'animal qui regoit cet entigone 1z pro-
duction d'anticorps specifiques dirigeés contre ces irnnunoglobulines et désignés sous |le
nor dfanti-immunoglobulines qu'tonretrcuve dans lc sérum de cet animal qui porte ainsi
le nom dlantisérum,

Technique : 1° @ émulsionner a parties €gal es une sclution d'immunoglobulines
titrant 20ugr/ml avec de 1'acjuvant conplet de Freund pnis injecter 2ml du preduit ala
plante du pied dtun lapin en repartissant la doszc en deux endroits différents (le Contrd-
le 4'une bonne dmulsion peut siopérer en déposant UNe goutte de cette émulsion dans un
bécher contenant de 1teou, Dans | e cas dtune réussite, 1o goutte reste intacte et
flottc a la sur face de 1ltcau tandis qu'elle fond et sz cissipe en CasS e rnon réussite et
ai nsi ltopération devra étre poursuivie jusqu'd 1'cbtestion ¢'ur bon résul tat)

20 15 J0OUrS aprds répéter 12 MEme injection et aux MENES cndroits ¢ 'une autre €mul Sion
faite avec cette fois-ci |'adjuvant incomplet Jde Freund et titrant 15 ug/ml,

3" . {5 jours apres, 1 deuxiéme injection reprendre come pour la lereinjection

40 1 10 jours apres, prélever environ 15ml 2u sang de CC MEME lonin par ponction veineu-
se, récclter le serum et l: tester en immunodiffusicn ou immunoélectrophorése pour déce-
| er & présencedtanticorps anti-immunoglobulines,

II. - 5 - IMMUNODIFFUSION

Le principe de 1'immunodiffusion est | @ ‘etection directe d'anticorps contenus

-

dans un serum donné en mcttant ce sérum en contact avec ltantigeénc pour |equel les anti.
corps sont rechcrchés.,

Techni que_
- Etaler une couche dtagarose a 0,15% Sur la lame + 0,05% de Nel2 pui S laisser Sécher

- Pratiquer 4 ou 5 creux ala surface u gel d'agarsse dtabord, ¢t tout autour de chacun
d'eux €NSUi te creuscr des PUits dryn diametre beaucoup plus petit que celui des premers

|l‘/...
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- Déposer 1'antigéne ¢ilué dans chaque creux tandis que les sérums 2 tester sont dispo-
sés dans | es petits puits situé autour

- I ncuber pendant 24 he.res & 37° “ans une boite de petri contenant 0,05% de Na‘dg

- Los résultats positifs c'est a dire | esS sérumscontenantl'anticorps spdcifique de 1'an-
tigéne Se traduisent por des arcs de précipitabion visibles 2 1'oeil nu et dont |'inten-
sité est variable selon |a teneur du sérum en immunoglchbulines,

II, = § = IMMUNOELECTROPIIORESE

Le principe de 17immunoélectrophorése est le méme que cel ui de 1'immunodiffusicn
a 1z différence que dans cette technique onfait migrer 1tentigéne dans une chanbre
i ectrophorétique.

TECHNIQUE :

-~ Etaler une couche d'agarose 2 0,15% et 0,01% de thiomarsalate
- Geuser des puits en surface toujours dans le Sens de | a longueur de 1z | ane.
- Déposer 1tantigéne dans chague puits puis |aisser migrer dans une chambre Zlectropho-

rétique pendant 1 nuit

- Les résultats positifs sont revdélés par 1a présence d'arcs de précipitation comme en

immunodiffusion J'autant plus marquée que la réaction anbigéne anticcrps est élevde,

Il. 7 » ISOLEMENT ET PURIFICATION DES IMMUNOGLODULINLS

[1. = 7= 1, = Isolenent deg globulines

La mithole utiliseées ¢st 11 méthode Jle précipitation por 1z sul fate Jvammonium
qui permet de sérzrer les globulines OU anti-immunoglobulines fes autres COnNposants du

sang.
TEOHN QUE.

Prendre un vol ume donné de Sérum auquel on ajoute goutte a moutte un égal vol unme
d'une SOl Ui ON saturée de sulfate d'ammonium (SOt 55C gr NH, S0,) en agitant tout dou-
cenent. laisser 30 M & 1 heure & |la temnérature anbiante puis centrifuger a froid a
raison de 3,000 tours/mn pendent 15mn, redisscudre | e culot de centrifugation dans un
volume & ' enu dis £illée &in 1 au velume de séruminitial utilisé. Renouveler |a préeipita-
tion UNE deuxidme PUi S una troisidme fois puis dissoudre le dersdwr Culot dams Ay

-Q./l.l
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PBS 5M PH 7,8 & UN vilume &e2l & la moitid du volume de sérum initizl, Dialyser contre
le tanpon PBS et vérifier 1. présence de liammonium €N milanseant 1m du produit de
dialyse & un égal volume <'une solution » 10%de chlorure de bar:. m, L, virage au trou-
ble de ce mélange témoigne de€ 1o prdésence dtions 'zammorium et daps co cas, 1a dialvee
devra Stre poursui vi e jusqu'a | a réaction négative ctost~a-dire 1'cbtention 4'un milane
ge clair,

1. 7 «2 « Purification des immunoglcbulines

Tandis que 1z précipitacion permet ({'isoler la totaliteé ies globulines Séri ques,
dautres techniques sont utilisées pour éliminer 1a sulfate ¢'ammonium ou bien pour ot-
tenir unc classe ou une subclasse d°immunoglobulines,

II. 7«2 1 - Filtraticn Sur gel

Le principe consiste a éluer 12 substance désirda travers une col onne de 3épha-
dex G 25 par le principe Jd'exploitation des différences de “imensions de moléculcs pure
nettant de faire passer rapicement les unes pendant que |e passage Ces autres est retar-
dé.

TECHNIQUE

- Mettre du gel de Séphadex G 25 préalablement équilibré avec UN tanpon PBS 54 4 un pH
7,8dans une col onne ¢ chremntopraphie nuis | ai sser se tasser
- Rincer la préparation en ajoutant du P,B,S, puis laisser ¢coutter

- Verser lentenent 1a sclution de globulines enz surface, ajouter du tammon PBS pour
diluer et laisser éluer

- L'eluat constituant |a fraction 2timmunoglobuiines est recueilli dans ces tubes et
chague tube devra &tre contrdle peur vérificr 1o présence de sulfate d’ammonium comme
orécédemment €n aj out ant du chlorure de barium,

II. 7 = 2, 2 « Chrcmatographie SUr échangeur d'ions

.

En faisent posser une Substance a charge électrique dennéed tra-vers un gel 2
charge contraire, on cric un effet de rétention de la substance par 1c ol sous forme

£,
'y Yer el

0'!/0"
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de liaison. Cette liaison gel-substance peut &tre rompu. lorsqguton ajoute un tanpon a
charze électrique de méme nature mais plus forte quo celle e 1o substance retcnue,
Et c'est suivant C€ procédé que |es I Gys I9 -G'? et 19 M sont isolis,

TECHN QUE_

+ Mettre du Dz 52 équilibré & uUn pH 7,3 avec du tanpon PO45 41 dans une col onne de
chromatographic  conrectde 2 Un collecteur et |aisser se tasser

- Ajouter |a méme tanpon pour rincer le contenu de |a colonne et | aisser égouter avec
le MEMe tampon,

» Verser lentement |a solution de glcbulines dnns 1,0 ecloans  pui S ajouter 1o tawmpon
PG, et | ai sser éluer, Les Ig sont élués en premier |ieu et sont recueillis dans |es
tubes dispos& au nivenu du collecteur

- Ajouter du tanpon PO, 10 M pour faire éluer le premier PiC correspondant au 1 us-

qu'a épui sement conpl et .

9% J

- Aouter du tanpon PO 50 M pour avoir une derniere &lution correspondant & UN mdlange

d' un ter pic 4 19 1 € 9u2 pui s drun deuxienme pic 91 Moet At

II, 7 = 2 - 3 = Chromatogrephic d’Affinitd

Le princi pe consiste a coupl er un gel appelé mutrice & UN gel biospécifique
appelé lizant ot capabl e de se lier sélactikement avec 1z fraction «ufon désire isoler
d'une substance donnée, Cette fraction peut constituer 1vélément a retenir ou alors
1'élément & rejeter. Dans | e cas ou 1'élément «st & retenir ou alors 1'élément & reje-
ter. Dans le cas ol 1'é1lment est & retenir, 1 liaison avec l¢ ligout devra Stpe rever-
sible afin de pouvoir 1:iiuer seul apres, Dans le cng ot il devre Btre écarté, cette
reversibilité n'est plus neccsseire puisque seul 1:é1dment ddsiré aura traversé la CO-
| onne.

TECHN QU

- Prendre du zel de Sépharosc constituant la patrice couplic mvec 00 la protéine A QUi
est e ligant.

- Equilibrer avec un tampon PBS 0,01 renfermant 0,2% dfazide do sodinm,

Ql./! .
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-- Mttre dans une colonne connectes & un collecteur.

« Verser 1a solution ¢ glcbulines 2t aprés |eur absorption totale par lc gel faire diuver

avec du tanpon NaH, PO, 0,1 MpH 5,9, Pour obtenir le ler pic les IgG,

- Apres le premer pic, ajouter du tanpon NaH,PO, 0,1M pH 50 pour obtenir e second

pic des IgG,

Les 2 pics sont collecctés séparément €t corresponlent aux fractions Igl, et IgG..
La densité optique de chaque pic est détcrminée par une lacture au spectrophotonetre en
vue du cal cul des taux de protéines sériques fractionnées,

I1. 8 « PREPARATI ON D'AHTIGENES

Les préparations -'antigénes utilisds dans |es épreuves sérologiques varient en
fonction de la technique de diagnostic envisagée. Et C' est ainsi gue l'antizgne destiné
3 la technique d'immunoflucrescence et composé d’une suspension de trypanosomes sera
cifférent de cel ui de 17ZLISA cu | es trypancsomss doivent subir une désintégration par
| e procédé de | a sonificaticn.

11, 8 - 1 -Antigénes pour imuncfluorescence

- Saigner des animaux dont 1. sang est fortamenti parasité sur anticragulant,
» Centrif+uger le sang ainsi precueilli 2 2.00 tours/mn pendant 15 m & froid.
- Verser les 2/3 du surnageant et recueillir 1t'interphase,

- Diluer e surnageant au 1/2 avec du tanpon P.S.G pH 8,0,

t

Séparer |es trypanosones du reste du sasg par |a méthode ce lanham <écrite plus haut.

» Centrifuger 1'éluats trypanosones recueilli a raison de 2.000 tours/mn pendant 20nf
a froid pour congentrer lesparasites

» prendre un vol une dteau physiol ogi que représentant 10 fois celui du veciume de sang
initial et remettre le culot de centrifugation en suspension

- Fixer de 1z maniére suivante :
1volune de suspension de trypanosomes pour
2 volumes de fixateur puis placer sur un agitateur magnétique pendant 1m et |aisser
fixer une nuit & - 20°C,
vond .
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Composition du fixateur :

Acétone réfrizéré : 80 mi

Formol 0,25 ml

Nacl & ~ - @ £ 19,75 mi

(le fix. r davra étre une préparation extemporanée)

- Centrifuger & 1.500 tours/mn pendant 15mn & 4+ 49¢ afin d'éliminer le fixateur.

- Resuspendre le culot dJe trypancsomes dans de 1'eau physiologique a raison de 2 fois
le volume initial de sang.

- Centrifuger a 2,500 tours/mn pendant 15 mn a 4°C puis répeter 3 fois cette opération
afin d'éliminer entierement toute trace de fixateur.

« Recueillir le dernier culot de lavage ¢t suspendre dans du ? ,B,S. 0,01 M pH 7,2 ren-
fermant ¢,2 % d *azide de sodium.

- L’'antigéne ainsi préparé, peut étre stocké soit a 4°c, soit & la température ambiante
aprés avoir été titré puis reparti dans des flacons de 1 ml.

Il. - 8, - 2 - Antigéne pour 1'ELISA

’, ,

« Récolter et isoler les tryranoscmes comme précédemment,

- hrés centrifugation, remettre le culot en suspension dans un tampon tris Hecl pH 8,6
contenant 1 ¥ de PMSF (Phényl-méthyl-sulfony-fluoride) et 5 M 21Ic ‘oacétamide selon un
volume égal au 1/10 du volume initial de sang et répéter cette opératicn jusqu'a 1'ob-
tention d'un volume a peu prés de 20 ml. de culot do centrifugation

- sonifier 1n préparation jusqu‘a la lyse compléte Ces trypancsomes dans de 1z glace
avec un oppareil ¢e sonification,
- Centrifuger le sonicat & 3.00 tours/mn perdant 15 mna 4°C,

- Recueillir le surnzgeant, centrifuger & nouveau A 15,000 tours/mn pendant 30 mn puis
filtrer le surnageant & travers un filtre millipore,

Ultracentrifuger le filtrat 3 40.000 tours/mn pendant 3G mn.

Recueillir lc¢ surnageant ¢t lu mettre 3 dialyser contre un tampon tris 50 M pH 3,0
puis lyophiliser le produit de dialyse ainsi obtenu.

= Déterminer le taux de protéines, puis titrer ‘et stocker a - 20°C,

Ill/co-



1. - 9 - PREP-RATION DE CONJI JGUE POUL ELISA

Le test J'ELISE requicrt |'utilisation ¢tun conjugué préparé en couplant |a mo-
| écul ¢ d'anticorps avec |'enzyme, horseradish peroxydase (H.i.P.) et, il est utilisé
dans les anal yses sérologiques d'une | arge gamme de nal adi es animales, Cette technique
est le plus souvent utilisée dans | €S métholes indirectes de détection de 1a presence
d" anticorps spécifiques A'un ontigéne connu. La nethode de conjugai son décrite ci-
dessous conserne SPéci al ement |a préparation d'un conjugué dtantisérum do chévre anti-
i mmunogl obulines de bovin, toutefois cette procédure de conjugaison peut &tre utilisée
pour e coupl age drantigobulines produits dans une |arge variéte drespdces ani males.

1.9 = 1. = Préparation des immunoglobulines

Les fractions immunoglobuliniques de l'antisérum sont précipitées par une sol u-
tion saturée de sulfate ¢'ammonium a 50%

» Les slobulines précipitéos sont | avées deux fois avec une solution de sulfate d'ammo-
niuma 50% puis dissoute3dans un tampon PO, 10 M pH 7,8

- Ensuite dial yser largement contre |e néne tanpon une nuit a 4°

- Fractionner les glcbulines an faisant passer le produit de dialyse a travers une co-
| onne DEAE 52 cel lul ose (comme décrit précédemment)

- Tester en immunodiffusicn |es fractions obtenues et colles qui présentent des bandes
de. précipitation sont consentrées

» Détermner au spectrophotométre |e taux de protéines éventuellement preésentes dans
les fractions.

1. 9 = 2 = Préparation de 1'Enzyme (OXYDATI ON)

« Mttre 10 m de HRP dans un fiole

- Aouter 1,8 nl dreau distillée

« Ajouter 200 Ml d'une préparation toute fraiche de sodium périodate (32mgr/ml goutte
par goutte)et | ai sser mélanger au fur et & mesurgavec Un agitateur magnéti-
que pendant 30 mn 2 |a température anbi ante pour permettrelbxydation del'enzyme,

- Dialyser contre un taupon sodi umacetate 1 M pH 4.4 pendant une nuit % 4°,

.l'/lii
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IT. 9 = 3 - Préparatigp du conj ugué
- Prendre 10 ML de 1a sclucion d'enzyme ainsi obtenue auxquel s on ajoute 2ml de tanpon
carbonate 0,2 M pH 9,0,

Ajouter 30 nmgr de 1o sclution d'immunoglobulines (proportion 4t1 part d'enzyme pour
parts de globulines) et laisser mélanger pendent 2 heures 2 1a tenpérature ordinaire.

w

ijuster le pH de 1a sclution 2 7,2 avec du Na2 g PO, 0,1 M et laisser 3 4o pondant
1 nuit au repos.

Rjouter 2 M dtune Sol ution fraiche de glycine (2 mgr e glycine dans 100ml de PBS
0,01 pH 7,2) ou borohydrate de sodium et |aisser & rouveau au repos pendant 2 heures
a la températurc anbiante.

- Séparer 1¢ conjugué de protéines du reste, onle faisant passer & travers une col on-

ne séphadex % 100 aprds une nuit de dial yse,

« Filtrer 1t'éluat ainsi recueilli & travers une nenbrane filtranto C,45 u et nettre
dans une bouteille sonbre pour protéger contre la lumére.

« Ljouter 0,25 M dvazide de sodium pour |a consentration finale

= Filtrer puis stocker a-2ce

Conj ugué pourimmunofluaréscence
Le conjugué pour lcs tests d'immunoflucrcscence €St préparé a partir dfyn coupl a-

ge d'immuncglobulines avec l'isothiocyanate du fluorescéine,

- Prendre un vol une onn¢: de solution de protéines titrant 10 myr/ml et le diluer dans
un autre volume Je tanpon carbonate C,05 M pH 9,6

~ Prendre 1C fois e volume du néme tanpon de ~ilution deS immuncalobulinezs €t dans
l equel on dilucra 13 fluoresceine & raison ¢'1 mgr/ ml de tampon,

« Dialyser la solution de protéines pendant une nuit a 4° contre du tanpon carborate
bi carbonat e pit 9,6.

» Transferer | a nenbrane de dial yse contenant |es protéines dans la solution de fiuo-
rescéine et procéder a une seconde dialyse de 24H pour faire la conjugaison proprenent
dite.

veed L



- 17 =

- Filtrer i trevers une cclonne de séphadex G.50 pour 2liminer leog traces d e fluores-

ceine non fixées.,

- Collecter les Igh suffisemment rarqués par la méthode de chromatographie sur échan-
geur d'ions en les faisant éluer & linide d'un gradient Nacl ans un tzipon PO4 C,01 M
ol 7,9,

« Mesurer la densité optique de chaque éluat 2 280 et 495rm ot faire le rapport

¢,0, 2 495 mnm

de0, 1 230 nm

Les éluats dont ce rapport est compris entre 2,5 ¢t 7 constituent les fractions
a retenir et n2insi tous les autres se situant hors de ces limites sont éliminés,

- Fairc passer & travers un {iltre €t ajouter 0,2% 4 'azile Ce sodium puis diluer au 1/2

~

avec de la glycérine purc, puis titrer et stocker & -20°

Il. 10 = TECHNIQUES DF DTACNOSTIC SEROLOGIQUE

L 'immunofluorescence indirecte et 1'ELISA sont 4 1'heurce actuelle les deux mé-
thodes de diagnostic  sérologique les plus utilisées =n raison de leur sensibilité,
de leur asnect pratique permet tant ¢ *effectuer des analyses \if{érdes ¢t surtout

=2 leur hautespécificité.

IT, = 10 « 1 « Immunof luorescence

N

Lc principe consiste » mettre en évidence la présence ¢fanticorps sériques par
contact Jfun Sérum suspect avec 17 antigéne agent de 1- malalie considérée, révelé en-
suite par un antisérum spécifique de C8 sérum conjugué & 1 ' iscthiccyanate de flucros-

céine,
TECHNIQUE

- Diluer 1tantigeéne dans un tampon P33 0,01 M pH 7,2 ¢t ¢ déposer dans les cercles
dtune lame a immunofluorescence (disponible dans 1o marché) puis laisscr sécher 15 3
20 mn & 1o températurs ambiante ou 532 10 mn 3 279C,

“./0.'



« ibsorber |l e sérumdans du lysat de lymphocytes a raison d'un volume de sérum pour
39 volumes de lysat et laisser 30mn a la température ambiavte,

= Diluer les SEérums i tester dans (u tazpon PBS pH 7,2 adlitionné de sérum -albumine
de bovin a 2 %,

~Déposer dans chaque cercle 25 ul de Jilution de sérum correspondant et lnisser 39 mn
en atmosphére humide & 1n température ambiante.

- Laver les lamcs en les trempant dans du PBS pendant 15 mn ot répéter celte opération

deux fois successives,

- Dépcser Jans chaque cercle une poutte de conjugué 4ilué cdans du PBS contenant 2 %

de sérum - albuminc et 1p. 10,000 de bleu d'Evans,

« Monter une lamelle 22 X 50 & 1'aide dfune préparation i parties égalces de slycérine
et pBS pH 8 ,0 puis lire au micrescope a ultraviolet.

Les rdactions positives sont rdévélées par une fluorescence des trypanosomes
constituant 1fantigéne et Sur l:osquels s'est fixé l'anticorps 1ié & l'antisérum marqué.
Les réactions nigatives par contre sont sombres.

1. 10 « 2 « ELISA

Le principe de L' ELISA comme celui de 1'immunofluorescence décrit ci-dessus
consiste 3 déceler 1n présence ¢'anticorps ou d'antigines circulants dans un sérum
considéré par le méme systome de réaction antigéne-anticorps révélée ensuite par une
substance chromogine

Il. 10 = 2, « 1 =« Détection dranticorps

Cette tenhnigue Sert & détecter des anticorps circulante dans un sdrum Sus-
pect permettant ~insi de dire si l'animal. a été au mcins unu fois en contact avec 1l'an-
tigéne de la maladic recherchée au momert du prélévement ayant alors provoqué la pro-
duction d ‘tanticorps dirigds contre 1 *antigdnc de cette maladie,

QIO/'D!



TECHIIQUE

= Sensibilisation de plaques de mj itrage
. prag microtitr p‘c ou 20 ugr/ml |
- Diluer ltantigéne 4 1= consentration requise : 5 ug/ml 10 ugr/ml/avec une sol ution

de PBS 0,01 ¥ pH 7,2 contenant 9,02% dfazide de sodium

- Enplir chaque puits do la plaque avec 100 ul d'antigéne dilud,

» I ncuber 1a plaque a 37° pendant 2 heures puis transférer & 4° pendant une nuit.

- Verser 1'antigdne puis lover les plaques 3 fois successives avec du tanpon de lavage
mélangé & du tween 20 a 9,1% : renplir chaque puis jusqu' aux bords avec 1c tanpon,
laisser 3 - Sminutes en contact puis verser et sécher,

- Bloquer lus Paroi s de | a ploque avec UNe pretéine de provenance cifférente de celle
de L'espdce animslc pour lzqueile 1o sérum €St analysé (albumine de chevre, mouton,
lapin, etc...) a unt concentration de 0,2 % en distribuant 200 ul du tanpon de bl ocage
dans chague cupulc et incuber pendant 20 M & 37°, ‘outefois, C blocage Peut &tre
omis mis dans ce cas, |e séruma tester devra &tre dilué dans un tanmpon z Q,5% de
protéine, L'interdt dc cette pratique est ds saturer 1z plaque un foisant occuper tous
lés pores laissés libres por la protéine de sorte 3 Eviter toute fausse réaction

« Remplir 1o plaque aveC deg SErums do contrdle ¢t les sérums & tester diluls a 1/100
avec du tanpon de dilution nuis incuber & 37° pendant 1 heure cu & | a température am
biante pendant 2 heures.

Il est en outre rccommandé de tester aussi bien lsgs sérums de contrdle qUE Ceux

~

destinés & &tre analysés en double ¢'est 2 dire on utilisant 2 PUitS par sérum, €t de
remplir 1~ rangéc 1de A & H avec du tanpon de dilution si on doit utiliser unlecteur
multiskan pour nesurer lcs densités optiques

- Laver 1a plaque 3 fuis successives comme précédemment

» Ajouter 100 ul de conjugué dilué en fonction de son titrc de travail dans du tanpon

de dilution et incuber pendant 1h & 30° ou 2 heures a |a tempédrature anbiante,

“./.I.
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« Laver 3 fois de suite de la néme maniére avec du tampen de |avage et sicher,

- Diluer |e substrat O-phenylendiamine & une consentration de 1 mg/ml dans un tanpon
citrate G,05 M pH 5,5 auquel on a ajouté 1% d'hydrogéne noroxydcse.

- Remplir tcus les puits avsc I ul de cette préparation pour révéler et incuber 15 a
30mn & 37°et dans 1'obscurité puis arréter la réacticn en aj.utant 25 ul dtacide sul -
furique 2 N dans chaquc puit .

- Mesurer 1'absorbance au spectrophotonetre et i une vitesse de 492 nm

Il. 10,2 « 2. « Détection 3gs Antigenes a Partir dtAnticorps Monocl onaux

Un anticorps monoclinal est un anticorps produit & partir d'un seul clene de
céllule, Par consdquent, sz spécificité est qufil cst dirigé vers un épitope & 1'oppo-
sé de 1tantisérum produit chez |es animaux par inmunisation qui contient un mélange
d anticorps dirigés vers plusieurs épitopes de lfantigene i munisant. En raison de
cettespécificité, les antigénes monoclonaux constituent un excellent nmoyen pour les
anal yses de neél ange d'antigénes en vue d'identifier et de purifier les antigenes qu
conviennent pour un besoin donné.

L' application dos anticorps nonocl onaux est en hausse non seul enent & cause de
leur grande spécificité mis aussi la facilité selon laquelle ils peuvent &tre standar-
disés et le fait que les cellules hydrides produi sant les anticorps nonocl onnux peuvent
étre conservées de mani ére pernanente.

Ces anticorps monocl onaux dtutilisation récente permettent | @ détectiondtanti-
génes circulants dans le sérum d'un animal donné et dtavcir ainsi des précisions sur
1'état pathol ogi que de cet animal a la période exacte selon laquelle |e prelévement
de sang a &té effectué.

Olt/l‘.
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La technique d'utilisation des anticorps monoclonaux dans les méthodes de
diagnostic sérologique est a peu prés semblable & celle décrite pour la détection
d * anticorps pepELISA,

Il. 10, =2 2 « 1 «Préparationdanticorps Monoclonaux

a) Immuniser un animal (rat- souris etc. ..) avec 1'antigéne qu'on veut rechercher dans
sérums a tester et vérifier si la production d'anticorps est abondante en utilisatn
par exemple la méthode d'immunodiffusion et en cas de réaction positive

b) sacrifier 1'animal, prélever la rate puis la macerer en vue de pouvoir fusionner
les cellules spleniques avec des cellules cencereuscs incapables de synthétiser leur
propre immunoglobuline et la proportion cellules spleniques : cellules cancerecuses
estde 10 : 1

¢) La fussion est assurée par du polyethyléne glycol ou du Sandivirus, Dans le cas
d'une bonne fusion la cellule cancereuse stapproprie le pouvoir immunogéne du lympocy-
te.

d) Distribuer le mélange de cellules ainsi obtenu dans les puits d‘une plaque de cual-
ture tissulaire.

e) Faire pousser les cellules pendant 10 a 14 jours dans un milieu de culture selectif
qui permet la survie des cellules fusionnécs tandisque celles restées libres meurent.

f) Remplacer le milieu par un autre quifavorisele développement ra pide des cellules,
avant de tester la présence d'anticorps contre l'antigene immunisant,le choix du test

«

ayant été opéré avant de procéder a la fusion des cellules.

g) Les cellules cortenues dans des puits dont le surnagent composé du liquide de cul-
ture présentent, unc activité anticorps sont ensuite transférées dans des flacons de
culture tissulaire et développées.

1) Les cellules ainsi développées sont ensuite clénés par la méthode de dilution ou

en utilisant de l'agarose, Ensuite on termine avec une population de cellules prove~
nant d'une seule cellule appelé c18ne de cellules, L'anticorps synthétisé par ce clone
prend alors le nom dfanticorps monocldnal,
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1. 10 » 2-2 . ., TECHNIQUE DE DETECTTON DES ANTI GENES CIRCULAMIS

ot o O

Le test peut Ztre effectué sur unc plaque a micretitrase préalablement Sensibi-
| isée par l’anticcrps monocl 6nal pour 1fétude d'un grand nonbre de sérunsou dans de
petits tubes & essai dans |e cas de diagnostic & titre individuel,

Lorsque l'antigine est présent dais le séruma tester, Cet antizéne est retenu
par |'anticorps et lss élénents non fixés sont éliminds par lavage, Pour révéler la fixa-
tion de 1antigdne, ON ajoutc | € mdme anticorps qui a servi a sensibiliser 1z piaauc
mais cette fois-ci conjugué & une enzyme qui va Se fixer A l'antigéne et forner ains
un conpl exe. Cette combinaison antigéne-anticorps est ensuite révéiée par addition drun
indicateur  approprié, Un changement de coulerr se produit par un virage au vert do sé-
rums positifs alors que les Séruns négatifs restent claires, La lecture de |a densité*
optique des plaques au srectrophotométre donne des indications sur |e pourcentage d'an-
tigéne présent dans 1féchantillon,

I - Sensibiliser 1 plague avec 1'anticorps monoclonal
~ Laver avec du P,n.3.

» Ajouter 50 ul de sérum 2 tester et laisser incuber pendant 15 m a la tempé-
rature ambiante

4 - Vider la piaque et laver avec du tanpon do | avage

5 « Ajouter 100 ul de conjugué et laisser incuber 15 m & la tenpérature anbiante,
6 . Laver et rincer 3 fois

6 - Ajouter 100 ul de substrat et |aisser incuber pour obtenir 1z coloration.

Les sérums positifs sont colorés en vert tandis que las négatifs restent claires,

¢ 3 ¥ eao
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CONCLUSTON

Les cours suivis pendant la période qu'a duré le stage ont permis non seule-
ment d’enrichir les connaissances théoriques dans les domaines scientifique et techni-
gue mais surtout de manipuler des appareils de laboratoire hautement perfectionnés et
de pratiquer des méthodes de diagnostics sérologiques de pointe.

Le détection des antigénes circulants a partir danticorps monocldnux qui en
est la plus récente présente un avantage certain puisqu 'clle permct dfeffectuer des
diagnostics trés préecoces en ce sens que leur présence dans le sérum est contemporaine
4 le maladie. la détection des anticorps quant a elle, nfest possible que doux semaines
au moins apres que la maladie se soit installée et et peut se Prolonger jusqu'a 3 mois
apreés la guérison de l'animal.

De telles techniques représentent donc un outil tres utile dans les méthodes
de diagnostic sérologique i cause ds leur rapidité dfexécution et surtout de 1z fiabi-
lit¢ des résultats qufils donnent.

Les autres techniques de laboratoire étudiées dans le méme cours (préparation
de réactifs surtout) offrent également un intérét sir car méme si certains de ces réac-
tifs sont disponibles dans 1¢ marché, Leur préparation sur place permet de mieux mai-
triser leurs performances,

Cependant, la mise en application de toutes ces techniques pour la plupart
requiert l'utilisation au minimum d*tun matériel. de haute pcrfection qui doit consti-
tuer une mesure d’accompagnement étroitement liée, méme si des accomodations peuvent
étre opérées au niveau de certaines exécutions pratiques,
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Pendant tout le temps qu'a duré le cours nous avons été l'cbjet d'une attention
toute particuliére de la part des autorités de 1'ILRAD et & c¢ sujet, nous tenons a
adresser nons vifs remerciements

Au Dr, GRAY Directeur de 1'ILRAD pour l'accueil chaleureux qu'il nous o réservé ef le
suivi constant qu’il a Su assurer au bon déroulement du stage.

Au Dr, Jim LENAHAN, Coordonateur de 1'unité de formation pour l'excelente organisation
et la richesse du programne de cours et surtout lfassistance continue qu'il a toujours
eue a notre égard,

Au Dr, MUSOKE, Dircctrice du cours pour sa disponibilité, son dévoucment et sa modestie
qu'elle n'a jomais ménagés afin de nous assurer un séjour trés riche d'enseignements.

Au Dr, Mody TOURE responsable des relations scientifiques avec les puys francophones
pour l'intéressement qu'il a manifesté & 1'organisation et au déroulement du stage.

A tout le personnel scientifique et technique de 1'ILRAD qui a témoigné d'un haut nie
veau de connaissances necessaires ou parfait déroulement des cours,

A tout le personnel administratif pour les facilités accordées a toutes nos sollicita-
tions quotidiennes.



