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RAPPORT SU®"? UN STAGE D" IMMUNOLOGIE
PARASITAIRE ORGANISE PAR L'ILRAD DE NAIROBI
DU 4 OCTOBRE AU 12 NOVEMBRE 1882

PRESENTATION [F L'ILRAD

Le Labcratoire International pour la Recherche sur les Maladies animales
(1LRAD) est situé sur 70 hectares, a proximité de NaTrobi, au Kenya. || fut

établi en 1973 au terme d*un accord avec le Gouvernement kenyan,

L' 1LRAD est supporté par le Groupe consultat!f pour la Recherche agricole
internationale (C.G,!.A,R.) qui est une assoclatton de fondatlons privées, de

gouvernements nationaux et d'organlsmes nationaux et Internationaux.

Le C.G.1.A_R. est a son tour garanti par |'Organisation des Notions Unies
pour {'Afimentation et I"Agriculture (FAO), la Banque mondiale (V,B,) et le
Programme des Nations Unles pour le Développement.

L objectif du C.G.!.A.R, est d'am&l iorer la production agricole et animale

dans les pays tropicaux et subtropicaux,

Deux maladies, de vaste répartition géographique et dont tes effets écono~-
mij.ues s”averent graves sur le bétail, furent cholslies par le programme de
r¢ :herche de 1?iLRAD : il s'aglt de la Trypanosomiase et de |'East Coast Faver
( .CoF, s flévre de la cbte de |'Est) qui est une forme de Theilegiose.

OCI/ICU
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I NTRODUCT 1 ON

Lfuine des téches fondamentales de I'lnstitut sénégalais de
Recherches =gricoles (!.,5S.R.A.) est la formation et i'amdlicration

constante du niveau des chercheurs et dos techniciens,

Atnsi sur [ITinitiative de son Directeur de département de
recherches zootechniques et vétérinaires, Jj'ai assista & un stage
organisé par 1'ILRAD (le Laboratoire international pour la

Rechercrhe sur les Maladies animales) de NaTrobi au Kenya.
Le programme du Sstane a comporté :

= une partie théorique portant sur
» généralités sur |'Immunclagie
- les inmuncglobulines
- 'a réaction immunitaire

- lg complément

- des travaux pratiques portant avec les méthodes immunologiques

anpliquées dans le diagnostic des maladies hémoparasitaires.



PARTIE THEORIQUE




GENERALITES SUR L" IMMUNOLOGIE

Il existe plusieurs types d'immunité

[*1mmunit+é dite naturelle : peut étre innée ou constitutive.. Elle traduit

tétat de résistance naturelle vis-a-vis d'un agent pathogéne qu'une espéce
animale doit & sa propre constitution.

Cette immunité met en oeuvre :

= les cellules phagocytait-es

- les facteurs humoraux non spécifiques (le complément, le systéme
properdine) : BEE

| ' immunité acquise : peut &tre

» soit active & la suite d’une infection ou d'une. I'mmunisation

~ soit passive st el | e est conférée a un organisme sans que, ce, dernier

ne participe a I' Insta | lation de cette immunité,

Les réactions antigéne - anticorps sont reversibles et-sont caractérisées

par des interaction? moléculaires non covalentes.

Lors de la réponse primaire, les anticorps produits sont généralement de
nature IgM, Au cours de cette réponse, |'affinité des-anticorps est faible
mais !'avidité est é&levée,

En réponse secondalre, | 'affl ni té des antl corps prend” le pas sur | 'avidité :

cette réponse est le plus souvent de nature [oG.

Deux antigénes ayant quelques déterminants antigéniques "ldentiques peuvent
donner des réactions crolsées.

eoel o
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LES | MMUNOGLOBUL | NES

Les immunoglobulines ont une structure peptidique formée de deux chatnes
lourdes et de deux chatnes | égéres i dentiques reli es entre.e | les.par. des ponts

dissul fut-es.

L’hydrolyse de la molécule d’?mmunoglobullne par |a papaTne donne deux
fragments | denti ques (Fab ) capab les de se |ler a un anﬂ géne monoval ent et’ un
trolsléme fragmenT Fc (fragment cristal lisable) qul ne peut pas se lier &
I'antigéne. Ca dernier fragment Fc assure des fonctions bioclogiques secondaires

(récepteur des cellules phagocytaires, fixation du complément),

L'analyse des protéines de myclome a montré que les régions ami no-acide
terminal des chatnes {ourdes et des chafnes légéres sont variables.

Chez | Thomme, on trouve ci nq types de chafnes lourdes correspondant a
cing classes d'immunoglobulines qui sont 719G, 1'1gA, 1TigM, 171gD et |'1gE,
Dans le sérum normal, il existe au moins 10® molécules d'immunoglobullnes

de sgé_cificlfé différente,

I'196 : la mieux connue de tous les Ig, représente 80 p.100 des tg du sérum

. humain ;
I'IQA . est surtout présente dans les substances extravasculai res ;

['IgM. t est intra et extravasculaire, El | e est secrétée 13t dans la réponse
immunitaire, A cause de son degré é&levé de valence, el le est un trés
grand agglutinant bactérien et un médiateur du facteur cytolythiqué
du comp | ément, L'igM est le premier élément de défense immunitaire,

humorale spécifique ;

I'IQD : se rencontre a la surface des lymphocytes B en cours de différenciation,

ou el le joue probablement le role d'antigéns récepteur ;

1'IgE  se retrouve généralement & la surface des mastocytes. Le contact d'un

al fergéne avec | ' IgE fixée & la surface des mastocytes entratne la*{;&%
dégranuiation de celul-cl dont le résultat est la libération de substan=-
Ces vasoactives comme I'histamine, L'IgE intervient dans les phénoménes

anaphylactiques liés aux Infections parasitai res,

Les immunoglobul | nes portent des marqueurs génétiques :



les allotypes ! sont |'expresslon de génes alldles. On les trouve a la fols

sur [ a partle constante et surla partie varlable des | g.

les ldlotypes & sont sl tuds sur la réglon varlable des ig sol+ | ! Intérieur

soft 3 proximi+é du site actlf,
L'1diotyple est héréditairs mals n'obeft pas aux lols de la
génétique simple do MENDEL,
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LA REPONSE [MMUNITAIRE

Les fympiccytes T sont responsabics de l'!mmuni’récellu'ahé ators_que les
lymphocytes B sont !mpllqués dans ta formation des antlcorps et sont responss~
hies da ! immuntté humorale,

L'tmmund¥é celtulalre qut ost la princlpale source de défense contre les
organlsmos intracel tutalres, dépond des Interactions de |'antigére vis-3-vis
des réecaptours spiel $lques présents & {a surface des lymphocytes T.

Les lymphocytes T et B portent des marqueurs de surface ¢

les Iymphocytes T 1 anrt! géne @, récepteurs y et u, ant! gdne Ly
les {ymphocytes B : |g de surfses, facteur Csp du complément,

| | axlste plusleurs sous-populations de lymphocytes T parmi iesquelles :

les T helper (Th) : | nterviennent dans la productton des anti coprs et la
généretton des cel |ules cytotoxiques

| es T suppresseur (Tg) : leur actlon est de supprimer toute ré&ponse Immun?-

talre qu'elle solt humorale ou cellulalre

les T cytotoxlques {T¢) : ont pour rdle essential ta destruction des cel |l ul es

portant des ant! gdnes de surface di fférentes de celles
de "hbfe.

Les cel | ul es productrices d'anticorps peuvent &tre mises en évidence par
I*Immunof | vorescence ou la teehnique des plages de lyse.

Dans la myciome, le protéline monocionale donne une seule bande en
1 ectrophordse sur papler ou un seul zrc de précl ol tatlon en i mmuno=
électrophorése. L'actt vi+é des lymphocytes peut &tre augmentde par | fadmin! stra-
tion d'un adjuvant.

Les génes de ta réponse Immunltalra sont am rapport avec les génes du
complexe d'histocompdabt 1114,

Les lymphocytes T peuvent non seulement augmenter (s réponsei mmunl taire
par le bials de le coopération (T,): mals dans d'autres cas, peuvent exercer une
fonction suppressi ve (Tg)l.

La 1ol érance lmmuno logique peut &tre 1 ndul te avec des antigénes sclubles :

PRy
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exemp le : des lapins ayant recu & la naissance du sérum albumlne bovine, ne pro-

dutsént pas d'anticorps lors d'une stimulation ultérleurs avec cette protélne.

Cette tolérance peut auyssl étre Induite par | ‘exposi+ion @ {'antigéne au
stade néonatal et & | Yétat adulte,

exemple : I?injsctlon de cel | ules de la moel le osseuse de souris CBA & des sou-
ris nouveaux-n& de la 11ghde A, supprime lecur capac!+é @ rejeter une greffe CBA
au cours de la vie adulte.

Les | ymphocytes T ont un dégré de tolérance p | us élevé que !es lymphocytes
B comme 't | lustre le tableau su!vant :

Dose % tolérance Indul te
to | érogéne
AN mo Lymphocyte T Lymphocyte B Rate du donneur
0, 1 9% 9 62
0,5 99 56 97
2,5 99 70 99

Effet de la dose d'antlgéne sur |'inductlion de la tolérance au nlveay des
lymphocytes T et des lymphocytes B,

Les faibles doses d'antigéne rendent ‘tolérants les lymphocytes T alors
que | es | ymphocytes B ne devf ennent tol érants que pour des doses 6 levées
d'antigéne.

L'activité des lymphocytes T dicte dans une large mesure la réponse de la
rate entiere, Référence (CHILLER J,M,, HABICHT G.S. et WEIGLE W.0., Science,
1971, 171, 813),

’00/0..
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LE  COMPLEMENT

La rdactlon do !'antlaéne nartlculaire avec un antlcorps peut condulre a
une agglutination, une élevation de la phagocytose, une cytotoxiclté lorsque
| 'antigéne est const!tué par des cellules, .

Le compliément recouvre une cascade de réactions enrymattquas dans laquelle
le premier composant de |‘'activation scinde un pettt peptide en piusteurs molé-
cules du second composant dont chacun devient ure enzyme active capeble d'agir

sur te troisiéme composant.

Le comp!ément peut &tre activs par deux vples :
=~ la vole classique
= ta VOIS alterne.

La plus Important composant le C3 est scindé par une convertase (vole

alterne).

Le produit de la s¢ission Caa est chimtotactique pour les leucocytes
polynucléaires. 11 augmente la perméabliité vasculaire avac!'histamine l1bérée

par les plasmcytes et les basaphilos.

Le second produit de la sclssion Cqp active le Cs en Csa (ayant les pro-
priétés similaires au Csya) et conduit Csb & la séquance des frcteurs Cs et Co

entrafnant la lyse de la cellule.

A travers tous ces effets, le complément joue un rdle Important dans l2

défense de 1'organtsme contre 1'infection,
In vivo, 11 Intervient dans lss maladles auto-immunitaires Qlomérulonéphr!te).

Le compiément est ytllisé In vitro dans les sérodiagnostics de maladies

parasitaires, bactérlennes, etc...
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PURIFICATION DES PROTEINES

Différentes techniques ont été utllisdes pour la purification des protéines, ||
s'aqalt de la chroma-tographie d'échange d'lons, la chromatographle d'affinité, la
fittration sur gel et la fechnique de |'é&lectrofocusing.

Nous avtons manlpulé dans notre qroupe 4 de travaux pratiques : chrometogra-

phle d'échange d'lons ot chromatographie daffini+é.

CHROMATOGRAPHIE PAR ECHANGE 0 IONS
Princlipe :

Technlque trés sensible permettant de séparer et mdme d'isoler les protéines.
La séparation est obtenue par le falt que ¢ertalnes substances (protélnes) ont des
affinltés différentes du metrix échangeur d'lons, qui sont dues aux différences

de leur charge.

On procédera a |a séparation des protélnes sériquss et & | 'isolement de
I'1gG & travers ta colonne de DE52. Les dlfférences d'affinlté sont étroitement
[16es au pH et & la force Yonique deséléments en compétition.

Technlique :

Un volume déterminé de sérum est ajouté lentement & un volume égal de solu-
tlon saturée de (NH,)550,4 En agltant blen le sérum, on obtient 50 p.100 de concen-
tration finale de sérum saturé en (NH4),504 ; le préclipité deprotéines obtenu est
centrifugé & frold & 3000 +ours/mn x 10 mn et {avé avec une solution de (NH;) 250,
& 60 p,100 de saturation., On centrifuge denouveal: le préclpité est dlsscut dans
du tampon PBS 0.1 M pH 7,2 avec un volume égal au vo fume Ini+ial de sérum.

On ajoute le sulfate de(NHz)2804 saturé avec un volume égal 3 la moitié du vo-
lume Tnltfal du sérum : la concentrai-ton finale des protéines en (NHj)2504 saturéa
est de 33p.100. Le préciplté est centrifugé et lavé avec une solutlon de (NH;)2504
3 40 p.100 de saturation et recentr!fugé. Les protéines sériques obtenues sont mi-
ses en suspension dans du PRS 0.1 M pH 7,2 avec un volume &gal 8 la mol+té du volu-
me Inftlal de sérum.

on mesure la densité optique (DO) des protéines & 280 nm et on calcule ia quan-
t1+é des protélnes selon la formule :
mg de protéines =~€%¥- x DC x dilution x volume

| T

(dllution effec~ (volume de protélnes= 1/2
tuée au moment volume Inltlal de sérum). /
de lire la DO) s
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_ On prépare la colonne de sephadex G 25  volume. de le eotome » !/3 % Mg
de profélnes. Laver le colonne avec du #ampon phoaphafa 0,01 M pH 7,3 et le.
remptlr de sephadews Neswrer le pH et la conductivl 48 du sephadex qui dofvent
“#re rigourcusemont les mimes. Mottra lo m%uﬂm de’ pm*félnas dans lg ocolonne,
Toutes les 5 mn, les protéines sont racuetilios dans des tubes 3 hémiyse nr&ce
au collecteur de fraction LB,

Lag protdings alnat prélevdas sont mises danq wa épmmeﬁe pour fe*mm
- de la densité optique, On détermine la: qmﬂi‘é de prof‘élms pures se&on la o&mo
tormile gl-dessus. ‘ : - e

“On préporé 18 colenre do DEm 1 voltme de i colonne » 0,2 % ng de pmfé!ne;
On mot le DEsg dans la colonne en procédant eorme pour te 6as ¢ les pro+é2nes '
Isolées sont misgs dans une épromﬁe pour d&torainar in eensHé og-Hque e+
calculor alnsl la quandtté d'1gG, -7 i- o - ST

La DEsy chargé pos!#!vmeni- ne peuf &luer que 1'16G qul a ia méma charoe.
bone las protéines prilovées sont essantleliement cansﬂwées d tgG On a ﬂns!
isolé ! lgG & travers la colonne do DEse, - h '

t —WE—S—'—AFF—(—N—HE

b

Purlflcaﬂen slmle du sérum de chévrs en wus-c!asses d'!vg@; ot d’sz par la

pro?élna A séghamso a d!vers EH

Pr!nc!g
" Dans Ia b!o?ochmlogle de séparaﬂon cies subs't’ances, la chromafegrephie g

.{:'»z.' .

Cdtaféinlth occupo une place mpor*anw. Elle eonsﬂ?ue un exemp’e de chroma-ro—

“‘graphle d‘adsbrpﬂon dans laquelle, IV Glomont destiné A &tre | purifté es? adsorbé
par ume subs+ance conplémsn*a!re app@lue Ugaae} !mcblli§ée par_un supporf '
" appel Metrix, S ‘

L'aftinité du fragment Fc das molécules d'1gG de nombreux memmifdres peur.
{2 protéing A sépharose on fometlon du pH; est un falt immélogique conny,

{gBy et igG2 de chéwes pauvamr ainsl é+re Isclées par chromatographie
sur protéine A séphamso différon*s pH.

.../".
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Technlque

Mattre fa protélne A sépharose dans |a eolaonne, Ajouter la solutlon d'acide

 acétique 0,1 M pH 2,6, et véri flef e pH dans la colonne de sdpharose est le
méme 2,6,

Procéder de la méme facon avec une soiution de MNeaHPOs 0, M pH9,6 contenant
NaN3.ba colonne de sépharose est alnsl dqui Hbrée,

Le sérum de chdvre dialysé centire ume solution tampon de NogHPOy O, M
pH 9,6 est placé dans la colonne,

Les fractlons protéiniques sont collectlas dens dos tubes 3 hémolyse au
fract! onnateur LKB.

Qn procéde avec deux solutions tampon de Na HaPOw O, M pH 5,9
Na HaPOy 0,1 M pH 5,0

On obtient deux pics correspondant aux fractiens |gG; et 19Gs du sérumie

chévre, La densité eptique de chaque . pic est déterminde afimn de calculer les
taux de protéines sériques fractionnées,



-~ 14

IMMUNOF LUORESCENCE INDIRECTE

| = MARQUAGE DE L'igG PAR L!ISCTHIOCYANATE DE FLUORESCEINE

Dans une membrane 3 dlalyse, mettre ! ml de protélnes sérlque & travers
la colonne de DE s2 (1gG pure) + 1 mg d'lsothlocyanate de fluorescelne.

Placer la membrane dans un bécher renfermant 10 ml ge tampon carbomate
b I carbonate pH 9,5,

Dtalyser les protéines dans |'tsothlocyanate pendant 18 heures,

Purlfler les protéines conjuguées & la fluorescelne a travers une colonne
de DEsap.

Des solutlons & doses crolssantes de NaCl dans du tampon PO4 0,0t M pH
7,5 sont 2joutées dans la colonne.

Qn obtlent dlfférents pl¢s correspondant aux fampons NaCl. La dens!té op-
tique est lue a 280 et 495 nm pour chaque plc aftn de déterminer la quantité
de protélines conjuguée par la formule sulvante

o0 280 v Alluytton)- 225 20 495 x d¥iutlon) X

1.4

volume

La solutlon d'lgG conjuguée 3 la fluorescelne est concentrée au fiitre

amicon ou dans le polyéthylé&neglycolle.

Le conjugué laoG a la fluorescelne est alns! prét pour le test d'lmmunofiuo-
rence indirecte,

HE - LMMUNOFLUORESCENCE | ND | RECTE
Détection Indirecte des antlcorps sériques par un substrat chromogéne qui
se flxe sur le complexe Ag =~ Ac éventuel formé., L'lsothlocyanate de fluoresceino
a été conjugué 2 une lgG obtenue aprés purlflication par chromatographle d'échan-
ge d'lons.

Le résultat est obtenu par |'appréclation du degré de positivité allant

de + 3 ++44,

N SRR
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Technlque : Trols procédés ont été utlllsées :

1. Procédé utlliisant comme Ag des Trypsnosoma brucel vivants
2. Méthode classique & partir de Yrypanosoma brucal tuds ot flxds sur lemes
sy méthanol .

3. Procédé utillsant des piroplasmes : Thellerls parve et Thellerle mutens.

Procéds ! -

On dispose de Trypanesomes brucel [selds par chrometographle d'échange
d'lons A travers la colonne de DEgy dqultilbrée avec du tempon PSG pH 8.0,

Les trypanosomes 13olds ont é46 compiés. Le compinge a 446 ajusté & 2107
trypanosoma/ml . 100 Ut de 1a solution de +rypsncsomes (solés ronferms 2x 108
trypsnosomes/ml, Motire dans das tubes 3 centr!fuger coniques 100 utl de trypa-
nasomas vivents + 100 uf de serum ¢llud (chaque +ube correspond & ume dilutton
de serum) of Incuber dans |a glace pendent 20 m, |

AJouter 3 mi da ¥ampon PSG pH 8.0 a¥ centrifuger 2 frold 3.000 tours/mn
x 5 mn. Rejeter le surnagsant et roprendre le lavage avec le tampon P56 comme
précédemmont ' ,

Ajouter 100 uf de conjugué d1iud mu {/100 et Incubor dans 13 glece pendant
20 mn. Laver 2 fols comme précédemment.

Ajouter 10 uf de glutaraldehyds 2 ,.p.loo aux 100 ul Ag~Ac cemjuqué pour
blen fixer les +rypanosomes. Prendre 10 yl de ¥rypanosomas vivents fixds, les
déposer sur une |ame dont les parois sont {utées avec du vernis 3 omgla, Exa-
miner au microscope & Immunofiuerascence pour apprécier 1a degré de positivité.

Méthods de diagnostic trés sensible. Cepondant, les trypenosomes sont
souvent dans la glace pour 2ssurer leur survie. S! {es trypanosomes meurent au
cours du test, 1| sera Impossible d'interpréter |2 fiuarescence.

PR Spcputiy )

Couramment utlilsée dams notre laborateire; ta dlfféremcs avec le precdds
1 est qua |'en travallle sur des trypancsomss tuds,

.ll/l.i
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Procédé 3 -

i IS4 N W A

On dlspose de Schlzonte de Thallerls parva purlflé par chrometographle

d'échange d'lors et de Thellerla mutans sur frottls de sang.

ta souche de T. parva est dilude au 1/10 dons du serum albumine humslne
a 2 mg/ml. Le frottls de sang de T. mutans est plongé dans du ¥smpon PBS pH 7,2
pendant 5 mn pour permettre la déshemoglobinisation : 1alsser sécher et dé]iIml~-
ter deux rangées de 5 cercles sur le lame & {'alde du vernls a onale.

Pour T. parva : o h uyt{iise la lame préta, délimi+ée dans lequalle on met
25 ut de T. parva dans chaque cercle et on lalsse sécher.

T. mutans : adéjd été t1xd sur le frottls de sang.

Dans chaque cercle, déposer 25 uf de dilution de serum & tester. Les dcux
lames sont Incubées en chambre fermée & la température du Laboratelre pendant
30 mn.

Jeter |'excds d'ant!corps et lsver dens du tampon PBS pH 7.2 2 x 15 mn,

AJouter 10 uf de cenJugué dilué au 1/1000 mélangé & 1000 ut de serum Alby-~
mine humalpn et 10 uf de Bleu evans dllué au 1/10.000,

incuber 30 mn et laver 2 x 15 mn comme précédemment.

Lalsser sécher et falre le montage dans une selutlen do glycerol & 50 p.10Q
3 pH 8.0, Examiner les lames au mlcroscope 3 flucrescence.

Les Thef lerla parva : apparalsscnt trés fluorescents dans les lymphccytas cn cas

de réaction positive,

Les Thellerla mutans : devienmemt fluorescents en c¢as de posltivité,

Technique trds semsible donnant de bons résultats.
L'Intérét du bleu evans est de supprimer tout ¢e qul nfest pas spéclfique
a2 la fluorescence,

l.l/D!l
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TEST IMMUNOSPECIFIQUE PAR COURLAGE ENZYMATIQUE (E.L.1.$,A)

T

| - CONJUGAISON DE LA PHOSPHATASE ALKALINE TYPE Vi yii-S A L'lgs POUR LE TEST ELISA .

La phosphatese alkaline est cen%rifUQée a frold. On rejette lo surnagean+
et on ajoute 1'1g6 & |a phasphatese alkalline,

Le mélange est dlalysé contra une selutien tampon PBS pendant 18 heuras.
On prendra soln de changer |'eau de dislysa,

Le glutaraldahyde ast ejout® 3 la salutlon concentrés et est Incubde & le
tompératura du leboratolre 1 h 30 sn. On conceatra de nouvesu.

Le réle du glutaralgehyda eat de selldifier |e combinalson Emzyme-|mmuno-
globuline G. On transfére iz membrene de dlalyse dans une salution tompoh tris-
Hel 0.05 M pH 8.0 contenant du Hgcl 2, On poursult le disiyse & + 4°C pendant
ume nuit,

Le conjugué est ensulte diiué svec ¢ mi de tempon tris<Hc! contenand $mM
de Mact 2, 1 p,100 de serum de lapin ot 0.02 p,100 do NaM2 {sntibeacterien), Lg
conjugué prét est stocké & + 4°C en milleu sombre.

i1 - ESY ELISA
Princlpe : détectien Indirocte des anticerps sériques. La phosphatess alkaline

marquée au ofutaraldehydo a 618 conjunude 3 une Immuncglebulins G, Le suks+ra*_
révéiateur de la phosphatase alkelfne est {e paranit¥ropheny! phosphate qu! don-
ne une coloration Jaune dont la dens 46 epf!qua est propar*(onnelia aux toux

des protéines sériques.

Lankam son? dilués dans une solu+lon tampon PBS pH 6.3 0,01 M renfermant Na Np,

Déposar 250 ul de trypanesomes dans chaque cupule et Incuber + 4°C pandant
yne nult, Jetar ' axcas d'Ag et laver avec (e PBS. Dans chague cupule, ajou+er'
250 ut d'albumine de lapin 5 mg/ml dans PBS O,01M pH 4.3 et lalsser 3 mouveay
+ 4°C pendant urenutt. Le réle du serum albumine est d'accupar les places 1.
bres laissées par les antigénes qul ne se sont pas f1xés (excés d'Ag).

Laver les cupules avec | tampon lavage (PBS 0,01 M pH 7,2 tween* 20 3
0,5 p.100).

4 faveges de 5 mn. Les plaques sont ains! senslbl|isées,

verd s
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t1 - TEST PROPREMENT DIT
Les serums & tester sont dllués avec |g mélange sulvant t pBS pH 7.2 +
0.5 p.100 twecn 20 dilutions du 1/100 au 1/31,250,

200 u& de dllution serique sont ajoutés dans ehaque cupule. On Incube

[N

2 heures & la -température du laboratol rg et on lave 4 x 5 mn.

200 ug de conjuqué dilué au 1/500 sont mls dans chague cupule et on lngu~
be 2 h et on lave 4 x 5 mn.

AJouter 200 uf de parap!+trophenyl phosphate 1 mg/ml dans du tampon carbona-
te 0.05 M tH 9,6, Incuber & 37°C pendant 30 mn et arréter laréaction par ad-
dition de 50 uf de MacH 3 i, lire la dens!té optique & 405 nM,

Nous avions obtenu de bons résultats dans |‘ansemble. Cependant, on peut
noter que ces dernlers sont susceptibles de varter d*un laboratolre a un wtt-e
sous |'gffet de certalns naramdires parm! lesquels 1| ast nécessalre de mentlon-
ner la température. A 17ILRAD, les réactions se sont déroulées a 18°C alors
qu-elles devraient normalement avoir {leuy a 37°C.

Des errours pauvent cgalament provsnlr du fabriquant de la plaque. Le
chronométrage des lavages doit se faire exactement sinon Il peut auss! in-

duire des erreurs,

n'l/llt
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[MMUNOQDI FFUS{ON

I - PRINCIPE

Détectlion directe d'antlcorps dans le serum, Le gel d'agarose ronferme
au centre |'antigéne et las serums 3 testar sont déposds dans des creux si-
tués tout autour de |'antiedng. |1 se forme dos ercs da préclipltation 13 ol
antigéne et antlcorps se rencontrent dans das proportions convenzbles. Le
dlamdtre des arcs de préciptestion est propordionnel 3 le comsentration on
antigdne. Plus i dlambtrg da |'arc formé est grand, molas || y a d'entigine
at Inversoment.

11 - TECHNIQUE
Recouvr!ir is iama d'agarese 3 0,15 p.100 ¢ 0.05 p,100 NeNy ot [algser

sécher. Recouvrir 1a fama de nouveau avec ume soiwtion d'agarose 0.8 p.100 +
0.01 p.100 " Thi-marsalate et ialssor sécher. Das ¥rous somt ereusés dens le
gol. Déposer |'Ag dans le trou du.centre ot !as serums A Yestor Yout outour.
Incubor 24 heuras danrs una bofte do petri renforment 0,05 p,100 de NoNg,

Procéder & |'épreuve du pressing do ia fogon sulvente :
La lame déposde 3ur ia pailiasse est recouverte d'oay distiiide ot da pap!er
fiitre Watiman, Mottre sur le papler flitro une quantitd importente do Kleenex
pour absorber !'eau distilide. Un fiecon est d8posé sur e Kiecenex pendant
1/2 heure. Enlever le flacon, te kieenex et {aisser ie papler filtre sur te-
quel on verse 1'eau distiiise jusqu'd ce que 1'om pulsse 1'onlaver sans diffl-
cul+s,

On constate aprés que |'sgarose devient fime.

Pionger |3 lame dans une soiution +ampon PBS pH 7.4 en bolte da pdvri
pendent une heure. On répdte 3 fols le lavege en utilisant de 1'eau distiiiée
3 s place du PBS Youtes les 1/2 heures.

La lame o3t séchin ot colorée par le colorant sulvaat :

. Blau de coomassle 1+ 0,25 g
. Ethano! 1-22,5 ml
. Aelde acétique glacial : 5,0 mi

. Hp0 distilibe o 22,5 mb

ll./“'
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La leme est placéa dans la botte de colorat!on pendant 2 heures. On lave
et oh procéde 3 la décoloration par le décolorant suivant :
. Tout le oolorant sauf le bleu de coomassle (othenol + eclde ecétique +
Hy0 distliiée).

Le pressing et la coloration nous ont permis d'avolr des réactions fecl-
lement tnterprétables.

9"'/...
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{MMUNOELECTROPHORESE

| - PRINCIPE

Détection directe d'anticorps dans le sarum, On. falt migrer |'antigéne
dans une chambre électrophoréticue pendert 1/2 haura de |'enods vers is catho-
de. Le serum 3 tester @st déposé dems un craux sur le sens da la longueur de
ia lomo o on iaisse 24 haures & la tampéreture dd leboradolre. 5! le serum
contlent dos anticorps spéclfliques 3 {’'entigéne, 1} sa forma dos ercs de pré-
cipltation dyélant la réaction Ag ~ Ac. |1 s'en st réeui+s ning! une simple
diffusion da !'anticorps vers |'entigéna spéelfigue.

11 - TECHNIQUE
Comme pour |'lmmnodiffusion, la lame ast Pecouverts d'sgarese 0,15 0,100
ot est séehée. La {amo g3t recsuverts de mouveey de gol ¢'agerose 1,2 p,100 ¢
8.0t p.100 de " Thiomersaiate. |

L'Ag est déposé dans das trous creusés dems | gal. On place ta Teme dans
ume chambre électrophordtique renfermant le Running buffer suiveat :

- 55 mg/100 mi Barbitone _
=350 mg/ 100 mi sodlun barbitone pH 3.6
~ 51 mg/100 m| de {actate da calcium,

Lalsser migrer les fractions antigéalquas dans ia chambre 2 | m A pendant
1 h 30 mn. Au bout de { h 30 mn, creuser dans |s sons o la longuewr de |2 lame,
une Placle 6d on place (4 sarum & tester ot lalsser 24 heures 3 la tempdratyre
du Leboratoire,

Procbder 3 |‘dpreuve du prassing et da ia colorstion da manidrs identique
A | 'imsunodl ffusion, ' ‘

Y AN
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TRANSFORMAT I ON LYMPHOBLASTIOUE PAR LA CONGANAVALINE A

| « PRINCIPE
La concanaval Ine A provoque te multiplication dos lymphocytas T du sang.
Sous | 'action de Ia concanavaline A, les lymphocytes sublssent des divistons

celiulatres oumtose, La transformation est mesurée per |’incorporation

d'uor {125
Il - TECHNIQUE

» Le sang obtenu par ponction velneuse dans | 'héparine est dilué au 1/2 dans

une solfutlion sallne stérile.

Dans un tube a centr!fuger conlque, mettre : 5 ml de ficoile hypaque ¢
6 mi de sang hépariné d1i1ué au 1/2, Lalsser écouler doucement le Sangde ma
nlére & ne pas mélangor le sang au #icolle. Centrlfuger 1,500 fours/mn pen-

dant 1€ mn.

Prélever les cellules blanches a | 'interphase et les mettre dans un au-
tre tube dans lequel on ajoute du tampen Alsever pH 6,1 pour laver (blen mé-
langer Alsever ¢ Cellules blanches), Centrtfucer 3 x 10 mn pour blen laver
les cellules blanches. Ajouter au culot | ml de mllleu de culture Lis aprés

fa dernfére centrifugation et blen mélanger.

Mettre dans uniuhbe 0.9 ml de Bleu de Toluédne + 0.1 ml de cellules blan-
ches et compter le nombre de lymphocytes au microscope ordinalirs,

Nombre de Iymphocytes/mi de sang = n (nombre compte) x dilutlon (10) x 104,

Cette &tape canstftue la pur!flcation des lymphocytes du sang.

= Préparation de la Concanavalline A

La concanavallne A est extralte d'une plante la Jackbean et a un polds mo-
léculalre de 71.000. Elle se flxe sur le groupe CHO des protéinas et est blo-
quée par |'a methyl manos!de.

La concanavalfne A ost obtenue en poudre |yoph!|isée dl1uée & 1 mg/m! en
solution sallne, flltrée, stérilisée et congeide & -B0°C.
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{11 « TEST PROPREMENT DIT
Il est effectué sur une plague de microt{tration. Chaque cercle renferme

un volume final de 0.2 ml, On utitisaplusleurs doses de concanavaline A et

plusteurs concentrations de lymphocytes.

On procéde selon te schém@ suivant

Concanaveline A 15/ml

Témoin
Ot 15 0.1t 029 0,5 1.0 2,0

Lymphecytes - 1 x 10° L/ml A
2.5 x 10° L/ml B N

5
5.0 x 100 /! ©

Concanavallne A : 500 wa/ml ditué au 1/25 -~ 2.0 ug/ml

Les d!lutlons de concanavaline A et de lymphocytes sont réallsées dans
fe mliteu de culture Ly5. La plaque est Incubée 3 37°C en ztmospheéra humide avec
5 p.100 de CO5 pendant 3 Jours.

Récolte et comptage
Ajouter dans chaque cupule 0.5 ucl UDR ¢ 1‘25, Les cellules sont récoltéos

sur du papler ftltre spécial qu! retient 'A.D.N, cellulaire et permet {‘alimi-
naticn de la partle radlcactive non f1xée. Cela est suivl d"une multiplication
automatique 8U HARVESTER.

ta radloactivl té est obtenue en une ml nute au compteur gamma,
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TEST D'ISOLEMENT DES LYMPHOCYTES DU SANG

QRN SERPHPE I SN -

{ -- PRINCIPE

———— s

Los lymphocytes sont Isolés dans le sang par {s flcolle hypague.

La vitali+é des lymphocytes ot ostimée par le test d'excluslon du bieu
trypan .
- Coltules mortes  : colordes en bleu

- cal Iules vivantes : incolores et bien nettes,

TECHKIQUE,

Dans un tube siliconé, mettre 3 ml de ficollo hypaque + 2 ml de sang

verser légérement le sang.

Centrlfuger 20 mn. Prélaver le surnageant gt le mettre dans un +ubs sill-
con6 dans fequel on ajoute 4 ml de FCS (serum foetus de veeu), Centrifuger do

nouveau.

Rejeter le surnagoant et mettre le culet do cellules blanches dans la gla-
ce (200 uf). Dans un tubs & hémolyse, mettre 100 uf de cellules blanches +
50 18 de bleu de *+rvpen. Friélever 25 pl du mélange et compter les celtulos
blanches dans la chambroe 2u microscope.

Ce test trouve scn anplication en Immunits cetlulalre dans la différen~

ciation des lvmphocytes.

6 aaf o080
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TEST DYAGGLUTINATION SUR LAME

| = _PRINCIPE

(-

Les trypanosomas vivants sont agglutinés par les anticorps sérlques spé-~
clflques. Cesderniers se fixent sur |‘fantlgéno de surface du trypanosome,

Test simple permettant d'apprécler le deqré d'agglutination du trypanosome.

TECHNIQUE
L'antigéne est constitud par des trypanosomes brucel vivants purl1és
par la méthode de Lanham dans du FCS & 10 p.100,

Délimiter des cercles sur une lame. Chaque cercle correspond & une dflu-
tion do serum.

Déposer 10 uL de trypancsomes vivants dans chague cercle, Mettre 10 u
des différentes dtiutions sériques. Recouvrir la lame d"une {amelis et falre

| ‘faxamen au mfcrosccpo.

St n"y a pas dfagglutination Incuber la fama 10 mn dans une chambre.
Apres |'incubation, lire |agglutination qul est visible si le serum ranferma
des nntfcorps spéclficues & | 'antigéne.

lI!"I
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TEST D'INCUBATION ET D'INFECTIVITE pU SANE (B.1.1.T)

« PRINCIPE

DIl fférentes formes de Trypancsoma brucel peuvent étre rencontrées chez

I"homme, Les trypanosomes sont mis en présence du serum humatn dans un premlar
temps. Dans le second temps. tls sont Inoculés & des souPls qul sont suivies
réqul1érement par des frottls de. sang pour voir la présence ou |‘'ahsence de
paras!tes.

S'11y aprésence de parasltes dans le sang de la sour!s on note B, .1.T
(¢) et I"homme peut &trg infacté par lg¢ paraslte (Trypanosoma brucel rhodeslien-

se). $'11 n'y & pas de parasites dans le sang de la sourls, ohaB,!,l1,T, (=)
et 1"homme ne peut &tre Infscté par le parasite.

L@HN 1QUE
on réalise 3 essals ot 3 témolns,

Témoin 1 ml PSG pH 8.0 + 0.2 ml de trypancsomes dans le sang 107 /m

Essa!l : ! ml serum humain + 0,2 ml de trypanosomes 107/m! dans le sang.

Nous avons manl puié las 3 souches sulvantes :

- 1.702 Tryponosoma bruce! brucel
- 1.797 Trypanosopq bruceli_ rhodeslense
433 Trypanosoma Vlvax.

Incuber les tubes & 37°C pendant 5 heures.

Rézliser 3 frottls colorés auglemsa aprds fixation au methznel sur les tu-
bes essals aprés 30 mn -~ 30 mn - 180 m - 240 mn d’Incubation.

A 240 mn d'!ncubation, réallser des frottts sur tous les tubes auss! bien
essals que témolns.
Obsarver les |ames au microscope pour apprécler |'&tat des trypenosomes

s'fis sont lys& ou non.

Le contenu de chaque tube est Inoculé 3 4 souris & ralson de 0.2 ml cha-

cune par vole Intraperi tondale,

Tous las Jours, prise de sang & la queue et observation au microscope
ordinalre pour apprécier le deqré de parasitémie.

veidens



« T. brucel brucel Infecte ta socurls, mats ne peut Infecter | "homme & cause
d'un glycollptde de polds moléculatre 100.000,

- T. brucel rhodeslense est capable d’infecter 1'homme.

Ces deux formes de Trypanosoma brucel sont sensiblement Identiques, Par

prudence, le port de gants en cours de cette manlpulation est Indispensable
pour éviter les risques d'Infectlon.

QIO/II"
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DOSAGE RADIOIMMUNOLOG!IQUE

| = MARQUAGE DE L*ANTIGENE PAR L°1ODE 125
Rincer la colonne avec une so!ution tampon phosphate pH 7.4. La remplir
de sephadex G 25 et rincor de nouveau avec !'e tampon. Le tampon est recue!lll

dans un bécheir et la partis inférieure de la colonne ferméa.

Mettre dans un fizcon 25 uf de serum albumine bovine (Antigéne) + 10 uf
d'1odine 125 + 25 uf de Chloramine T ot attendre 2 mn.

La chloramine 7 Indique le début du marquage.

Ajouter dans le méme Flacon 25 J& de métabisulflte de sodlum. Le mélange
est vers6 dans la colonne da sephadex G 25.

Le métablsulfate de Na arréte le marquags.

25 uf d'an+igdne marque sont récoltés dans des tubes & hemolyse et les

froctlions sont comptées tecutes les 20 secondes.

Ajouter la solution tampon phosphate dans le mélaiin d'antligéne marqué
qui est ensuite précipi+é par la TCA 3 20 p.100.

Centrifuger le praécipit® 9-t mesurer sa radicactivivé au compteur gamma.

Pt = DETERMI NAT |ON DS DI FFERENCES [ AV | DITE ENTRE DEUX SERLIMS PAR FA22 ASSAY
Deux antiserums sont dilués dans du famp;h PBS & 25 p.100 de mome que
'antlgéne (serum Alhumine hovine marqué & 1'lode 125) : 1/10 « 1/100 - 1/1000
1/10.000 : |es dilutions sont réalisées dans des tubas a hémclyse.

Dans chaque dliutlon d'antiserum, ajouter une dilution d'Ag marque corres-

pondant. incuber 40 mn & la +empéra+ure du Laboratoire.

Mesurer iz radicactivité de la [{zi{son ,r""~"na - antlicorps.

Mettre dans chaque tube {NHg), 504 & SO p.100 pour préciplter la complexe
Ag - Ac. Centrifuaer le précipité ot déterminer la radloactivit+é du complexe
antigéne = anticorps. Ce taux de radiocactivité est proportionnel aux taux flxés

par 1'antiserum,

Représen+er le pourcentage du complexe en fonction dos dl fférentes difu-

tlons de |Tantiserum.

coed oo
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D'aprés notre expérience! [Tantiserum A s'est révélé plus avide que
| fantiserum B.

Expérience trés sensible et récente, ca qul falt qu-elle est blen pla-

cée pour étre couramment utilisée dans {‘'avenir.

wedd oe
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CONCLUS IONS ET REMERC | EMENTS




CONCLUS IONS

2% cours sulvis 2 |Y{LRAD nous ont permls anCQUértr une Sér‘e de con-

-

nalssances Théoriques et pratiques ;

- Pour la partle théorlque : les principas de base de I'lImmuncloglie ont été

largement passés en revue : |'immunitd humorale et | 'immunité cellulaire.
La blosynthése des protéines de méme que les réactlons enzymatiques ont
éts étudlédes.

= Pour la partie nratique ! de nombreux tests de dlagnostic séro-immunclogl-

ques ont été réal isés .

. par détectlon Indlirecte d'anticorps dans le serum ;
. par détectlon directe d'antlicerps sériques. ;
. par agolutination d'antlgéne par des anticorps spéclfiques.
Le plupart de ces techniques sont sensibles et nous ont donné de bons
résultats dans |'ensembla.

Le matériel mis & notre disposition pour nos séances de travaux pratiques
3 &té de haute qualité.

Dans la llmit+e de nos moyens, nous pourrcns affiner ces techniques dans
nos diagnostics immunologiques propres et accompllr ainsi des progrés,

LY*ILRAD condulsant ces cours de perfectionnement sur lg dlagnostic des
maladles hémoparasitaires, apporte un grand concours dans le demalne de la

recherche vé&térinalire dans -nos pays.
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