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DONNEES RECENTES

Par S. M TOURE(*)

RESUME

Le présent article est une nise a jour d'une synthése parue en 1977 (38),
Les techniques de diagnostic de la Trypanosoniase ont connu des progrés ces
derniéres années : généralisation de |a centrifugati on microhématocrite suivie
d'examen de 1l'interphase sur fond noir ; tres nombreuses applications de
|'épreuve nicro ELISA ; enfin grande sensibilité de 1'immunopéroxydase indirecte
qui peut renplacer 1'immmnofluorescence ; importance croissante du test
d'infectivité du sang incube.

| NTRODUCTI ON

Les techniques de diagnostic des Trypanoson ases, tant humaines qu'anima-
les, ont fait 1'objet de plusieurs notes au cours de ces derniéres années (10)
(27) (38) (39) (30). Ces notes, acconpagnées d'une bibliographie abondante,
sont des revues assez exhaustives des techniques de diagnostic des Trypanoso-
mases et, pour cette raison, nous nous liniterons, dans le présent expose,
a des faits nouveaux ou a des commentaires inédits. Dans cette nise a jour,
nous suivrons pour |'essentiel le mBme plan que celui adopté par ailleurs (38)
(39). Cette revue étant complémentaire de celles déja publiées, plusieurs
t echni ques seront citées successivement et seuls des faits nouveaux seront
rapportés aprés ces citations. Le diagnostic clinique est volontairement omis.

1- DETECTION DIRECTE CHEZ L' HOTE DE PARASI TES FIGURES

1/1 - (bservation mcroscopique imediate
1/2 - Cbservation aprés concentration

1/2/1 - Centrifugation  classique

1/2/2 = Centrifugaticm dans des tubes a microhématocrite

1/2/3 = Centrifugation d'éluat recueilli apres filtration a travers
une colonne de DEAE - cellulose

1/2/4 - Centrifugation apres [yse de globules rouges.

(%) Institut sénégalais de Recherches agricoles = Laboratoire national de
1'Elevage et de Recherches vétérinaires - B.P. 2057 - DAKAR-HANN (Sénégal),



1.3. Observation de lames colorées

Les lectures, au mcroscope, de frottis classiques et de gouttes
epai sses, ou de sang frais entre lame et lamelle, sont toujours couram
ment pratiquées ms ces procédés sont nettement inférieurs a ceux qu
pernettent de concentrer les Trypanosomes

J. CARRIE et D. TIMSIT (6) rapportent une méthode sinplifiée de con-
centration des Trypanosones qui consiste & |aisser sédimenter |e sang, re-
cuei Il sur anticoagulant, et & centrifuger le plasma : les résultats Ob-
tenus sont, senmble-t-il, sunérieurs a la triple centrifugation

Cependant les techniques qui connaissent actuellement la plus large
utilisation sont celles de Wo et |'exanen sur fond noir d'une prépara-
tion dinterphase de centrifugation microhématocrite. Elles sont méme as-
Sez fréquemment appliaudes sur | e terrain. G. DUVALLET et al, 1979 (9),
ont pratiqué la technique de Woo dans unfyer de Trypanosom ase humaine a
Vavoua en CSte d'Ivoire, en procédant a la lecture mcroscopique a |'aide
d' un objectif & immersion (G x 50). IIs ont pu dépister par cette méthode
18 sujets parasitémiques mS sans signes cliniques et qui n"auraient pu
étre décelés que par la sérologie ou par des techniques de concentration
de val eur au moins égale a celle de Woo.

La lecture sur fond noir de préparation entre lame et lamelle d'inter-
phase de centrifugation microhématoerite a été largement décrite quant aux
procédés et aux avantages (M. MURRAY et al, 1977 ; J. PARIS, M MJRRAY et
R. AGURE, 1980, non publié (28) (30). Il n'est pas nécessaire de revenir
sur cette technique, sinon pour relever des remarques, celles de L. GRIFFIN,
1978 (17) qui estime que cette méthode est difficilenment applicable sur le
terrain et, pour cette raison, a une moindre valeur pratique. Nous ne sau-
rions partager cet avis, pour avoir pratiqué ce procédé de diagnostic, en
mlieu éleveur, concurrement avec d'autres néthodes (TOURE, 1981) (40).

Ses avantages résident dans lafacilité, |a précision et surtout |a possi-
bilité d évaluer 1'hématocrite qui est e meilleur indice de |'état de
santé vis a vis de la Trypanosomase. Enfin, lorsqu'elle est associée a

d autres investigations, | a méthode pernmet de meux comprendre les faits
pathol ogiques dans un cheptel. Ainsi, au cours de plusieurs tournées, des
prélévements faits dans les diverses zones écologiques du Sénégal, en
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utilisant plusieurs techniques sur un méme ani ml (frottis et gouttes

épai sses, centrifugation micrchématocrite + exanen sur fond noir (CM/EEN),
des renseignements précis sont obtenus sur plusieurs parasites : Trypano-
soma congol ense, T.vivax, Theileria mutans, Babesia bigemina, Anaplasma
sp., | €s microfilaires de Setaria labiatopapillosa.

L'idéal est de pratiquer plusieurs techniques et de faire une synthe-
se globale des données. Mis si |'objectif visé est d appliquer des trai-
tements trypanocides adéquats, on peut se contenter des seuls exanens par
CM/EFN, car on juge d apres 1'hématocrite et |a parasitéme. La méthode
microhématocrite peut donc val abl ement étre appliquée sur le terrain (GREI®;
1979) (16). Les critiques avancées n'enlévent rien a la valeur de la mé-
thode CM/EFN et c'est avec juste raison que MURRAY et al, 1979 (29) en re-
tracent les avantages. On lira avec profit les criteres d évaluation qu
ressortent de plusieurs études conparatives faisant intervenir des métho-
des différentes dans divers types d'infections dues a T.vivax, T.congolen-
se ou T.brucei (31).

La concentration de Trypanosomes par filtration a travers une colonne
de DEAE « cellulose (selon Lanham) est restée ongtemps réservée aux | abo-
ratoires bien équi pés. Récemment, LUVBDEN et al (21) (22) (23) ont propo-
Sé une nminiaturisation du matériel requis et une application sur le terrain
dans e dépistage de la Maladie du sommeil. Les résultats obtenus en 1980
I ndi quent que cette adaptation technol ogi que peut améliorer |e diagnostic
de routine de la Trypanosomase humaine africaine. Sans doute serait-i
souhai tabl e d' appliquer aussi |a technique dans |es Trypanosomiases ani-
males a des fins de recherche.

DETECTI ON | NDI RECTE DE PARASI TES FI GURES

11.1. Inoculation & des animaux d' expérience

11.2. Culture en vitro

11.3. Xéncdiagnostic

Peu de faits nouveaux sont a signaler dans cette partie, tout au
moins en ce qui concerne |es épreuves pouvant avoir une val eur pratique
de diagnostic des Trypanosomiases animales. Mention doit étre faite ce-
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nendant de difficultés rencontrées pour caractériser avec certitude des
serod®mes de T.brucei et T.rhodesiense. Il a ét € démontré récemment, au
cours de tests d'infectivité de sang incubé (TISI ou BIIT de Rickman et
Robson), des réponses naradoxales chez des types antigéniques variables
de serodeémes connus (ETat T.rhodesiense et AnTat T.brucei). Un nouveau
protocole de RICKMAN et KOLALA, 1980 (32) a permis d' étudier ces répon-
ses paradoxales. Trois souches connues de T.brucei, apres avoir d abord
entrainé des résultats négatifs au TISI,ont ensuite constamment donné

des résultats positifs. Dautres épreuves ont confirmé ces faits, a ver-
ser au dossier de |'identification des sous-especes de T.brucei, que nous
renrendrons d'ailleurs a la fin de cette revue de techniques. |l est a
noter que dans le TISI, il n'y a pas nécessairement corrélation entre la
motilité des Trypanosomes et 1'infectivité pour des Rats ou des Souris
(ROBSON et RICKMAN, 1977) (33).

Des modifications du TISI ont perms a HAWKING (18) d'étudier la
résistance au sérum humain de diverses especes de Trypanosones.

Il = METHODES SERO-IMMUNOLOGIQUES

111.1. Methodes non spécifiques

- Formpl-leucogel ou réaction de Gaté et Panacostas
- Test au chlorure mercuriaue et ses variantes
- FEvaluation des immunoglobulines (IgM)
Dans cette rubrique, on mneut citer les travaux de LUCKINS et_al,
1979 (20) et ceux de MAHMOUD et GRAY, 1980 (26) qui comrarent entre elles
ces techniques non specifiques et des techniques plus nodernes pur éva-
luer la Trypanosoniase due & T.evansi.

111. 2. Mt hodes spéeifiques

111.2.1. Fixation du complément ou test d'hémolyse

Elle est toujours utilisée (36) mais ses applications sont
devenues plus rares parce qu'il existe des noyens sérologiques plus
faciles & appliquer et tout aussi fiables. Elle est passible A‘amé-
lioration pour des épreuves encore plus spécifiques (37).




111. 2. 2. Hémagglutination indirecte ou passive

111. 2. 3. Enreuve d'agglutination directe

BINZ et al, 1979 (4) ont présenté une éval uation du test d'hémag-
glutination indirecte en tube capillaire. MAGNUS et al,1979 (24) donnent
des précisions sur |'épreuve d'agelutination directe sur carte en utili-
sant comme antigéne des Trypanosones isol és sur DI SE-cellul ose et colorés
par bl eu Coomassie. Ces deux techniques, jusqu'a maintenant, n'ont été uti-
lisées que dans |e dépistage de |a Maladie du sommeil. L'agglutination sur
carte a fait ammel & un antigene T.brucei brucei (VAT) AnTat 8 qui con-
duit a des résultats indiquant une forte nrésomption de Trypanoson ase Si
les titres sérologiques d'agglutination vont de 1:4 & 1:64.

111. 2. 4. Immmnodlectrophorése et innunodi f f usi on

I1I1.2.5. ITmmnofluorescence indirecte
[11.2.6. Immnoneroxydase indirecte

IT1.2.7. MicroELISA

Nous insisterons sur les trois derniéres techniques qui sont ac-
tuel lement les nlus utilisées dans |es |aboratoires now diagnostiquer
les Trypanosoniases humaines et animles

L'immunoflucrescence i ndirecte est désormis classique. Maleré ses
trés nonbreuses applications dans |a recherche des mal adi es parasitaires,
ce procédé de diagnostic n'est pratiqué qu'assez rarement dans les |abo-
ratoires africains. Il a conduit & de bons résultats dans |e diagnostic
et |'étude énizootiologique de |a Trymanosomiase bovine. Son utilisation
pratique sur le terrain dans |e dépistage de Ia Trypanosom ase hunaine a
fait %'objet d'une note de G DUVALLET et P. SALIOU, 1978 (8). Les appli-
cations en épidémiologie Citées dans la littérature scientifique sont pres-
que toujours réalisées dans les |aboratoires situés dans |es capital esou
les grandes villes (11) (12) {13) (14) (34). Les raisons de cette restric-
tion tiennent en partie & la nécessité d'utiliser un microscope & éclaira-
ge ultraviolet qui colte sensiblement plus cher que | es microscopes a
eclairage ordinaire et qu on ne peut pas déplacer en brousse. |l est pos-
sible de pallier cet inconvénient en pratiquant |a méthode immmoenzymolo-
gique, tout en utilisant des antigenes figurés. Cette méthode a été récem-
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ment expérimentée, nour Ce qui est de |a Trypanosom ase hunaine. Elle a
une aussi bonne sensibilité que 1'immmofluorescence, tout en ne nécessi-
tant qu'un éclairage courant. Nous l'avons exrérimentée dans |e diagnostic
de la Trypanosom ase bovine, en |la comparant 3 1'immmoflucrescence i ndi-

recte (41).

La méthode suivie est celle décrite nar CAILLIEZ, que nous avions Ci-
té dans une note antérieure (39). Elle conporte notamment |es étapes sui-

vant es

- dilution des sérums en tanpon de Coons (*)‘

- réaction antigéne-anticorps pendant 60 mnutes 3 |a température ambiante,
« lavage 10 mnutes par |e tanpon de Coons,
- véaction avec un sérumde |apin anti-immmoglobulines bovines conjugué
3 | a péroxydase ™ et dilué & 1/50, pendant 60 i nutes,
- | avage deux fois mar | e tanpon de Coons = 1 mnute et dix mnutes,
- révélation par | e réactif de Graham-Karnowsky pendant 15 mnutes (“*),
- lavagea |'eau distillee,
= montage en nlieu glycériné et examen au mcroscope en |umére bl anche.

Les réactions positives se traduisent par une coloration brun&tre des
Trypanosomes.

Des études visant 3 comparer des bovins Zébus indemes et des Ndama
susnects de Trypanoscmiase ont donné |es résultats respectifs suivants,
exprimés en moyenne géométrique des titres réciproques d'anticorps (MGIR) :

- Ndama SUSpects :
MGTR en immmoperoxydase indirecte = 57,58
M3TR en immunofluorescence indirecte = 54,96

- Z8bus indemes :
MGIR en immunoperoxydase indirecte = 13,84

MGTR en immmoflucrescence indirecte = 3,98
A

(¥) Tamron de Coons , PH 7,2 = Véronal sodique?).6 g :sodium chlorun~.85g ;
acide chlorhydrique 1N : 80,6 Mg ; eau distillée : qsp 51 . AU moment de
l'emploi ce tamon est diluéd partieségales avecl'eau distillée €t 0N
ajoute 0,3 p.100 d’albumine bovine. (#x) Mles Ltd. (***)Réactif de Graham-
Karnowsky diamidino-3,3 = benzidine (tétrachlorhydrate) : 100 M g ; tampon
Tris - Hel 4@ pH 7,6 © 200 ml ; eau oxygénée 4 10 VO lumes : 2 mi.
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les Ndama suspects ont présenté des réactions positives 3 des dilu-
tions élevées (1/1280), aussi bien en immmoflucrescence qu'en immunopé-
roxydase indirectes ; par comtre, aucun zébu ne donne de réaction positive
par les deux méthodes, entre les dilutions 1/320 et 1/1280.

Avec 1'une ou l'autre méthode, il y a des différences sipnificatives
entre les zébus et les Ndama.

L'immmopéroxydase indirecte se révéle 1égSrement supérieure 3 1'im-
mmoflucrescence, tout en étant d'application et de lecture plus rapides.

Dans ¢es conditions, il semble tout indiqué de poursuivre des re-
cherches sur lesapplications praticues de la méthode d'immunonéroxydase
indirecte dans les enauétes sur les Trypanosomiases animales.

La technique par microELISA (Enzyme Linked Immmospecific Assay) a
fait 1'objet de nombreuses mises au point et applications pratiques. Des
précisions techniques sont apportées par AMBROISE-THOMAS et al (1) (2)
(3), par CARLIER, BOUT et al (5) ainsi que DESGEORGES et AMBROISE-THOMAS
(7). Le choix des substrats chromosénes a son importance. Parmi ceux qui
sont utilisables (acide amino-5-salicylique, orthophényléne diamine, ortho-
dianisidine, ortholidine dichlorhydrate), 1'ortholidine semble préfé-
rable dans les laboratoires équipés de lecteur automatique. La technique
microELISA est trés spécifique et trés fiable. Malheureusement elle ne
peut &tre appliquée qu'en laboratoire pour le moment. C'est yn excellent
outil de recherche mais il est tout 3 fait vraisemblable qu'une simplifi-
cation des procédés techniques en permette 1'application sur le terrain,
dans les années 3 venir. Son utilisation en laboratoire pour la détection
d'antigénes métaboliques de Plasmodium a ét€ réussie et, trés certaine-
ment, les expériences en cours sur les Trypancsomiases geront tout aussi
concluantes. Dans ces épreuves, les plaques sont d'abord sensibilisées

avec des anticorps spécifiques de Trypanosoma puis regoivent le sérum
suspect. L'adjonction des mémes anticorps marqués 3 la péroxydase réali-
se un parfait sandwich quand le sérum est positif.

Toutes ces épreuves sont prativables dans les diverses formes de Try-
panosomiases animeles, comme moyen de diagnostic ou d'évaluation épizoo-
tiologioue (39). L'utilisation d'antieénes de culture (35) pourrait per-
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mettre de standardiser plus facilement | es techni ques, pour ce qui est des

di verses espéces de Trypanosomes d'animaux. La conservation des antigenes a
trés basse température est recommandée (25) : cela permet de travailler assez
longtenps avec le méme matériel standardisé. A titre d'exenple (VAT) Antat 8
de T.brucei brucei qui donne encore de hons résultats dans |es épreuves ELISA
(42).

|V = | DENTIFI CATI ON

Il est Inportant de compléter cette revue par |'identification des

Trypanosomes. En plus du test d'infectivité de sang incubé dont il a été ques-
tion plus haut, il faut pouvoir appliquer plus fréquemment |es épreuves de

caractérisation par isoenzymes. Elles sont utiles non seulement pour m eux
comnaftre les réservoirs de Trypanosones pathogenes pour 1'Homme (GIBSON et &L,
1978 (15) ms aussi pour saisir les différences entre souches de Trypanosones
de la méme espece chez les animaux : selon KILGOUR et al, 1980 (19) il y aurait
ainsi trois sortes de T. vivax chez les hbovins d Afrique. Ils demandent a étre
meux identifiés.

Telles sont les quelques commentaires qu'appelle la lecture de publications
de ces deux dernieres années sur les techniques de diagnostic des Trypanosom ases
et didentification des Trypanosomes. Il n'a pas été question dans cette revue,
exclusivement de parasites d animaux, tant leurs frontieres avec les parasites
de 1'Homme sont incertaines, mal définies. Ne voyons-nous pas, d'apres les tests
que T.brucei brucei peut virtuel |l ement se conporter en vitro comme T.brucei
rhodesiense ? Cette découvertedoit inciter a beaucoup de prudence 3 1'égard
de T.brucei sensu stricto, tant dans les manipulations en laboratoire que dans
les considérations sur |'aspect zoonotique de la Trypanosoni ase.

SUMMARY

DIAGNGSI S OF ANIMAL TRYPANOSOMIASIS. RECENT PROGRESS

This article brings up to date a synthesis published in 1977 (38). The
diagnostic techniques of Trypanosomiasis have been improved during these past
few years : generalization of the microhematocrite centrifugation technique
followed by dark ground observation of the buffy coat ; higher sensitivity of
the Dblood incubated infectivity test ; large scale use of mcro ELISA ; high
sensitivity of indirect immunoperoxydase technique which may replace
imunofluorescence.. .
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