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| NTRODUCTI ON

Dans une note antérieure (6), nous avions signalé les difficultés
d'application pratique, en Afrique, sur une vaste échelle, de la technique
de diagnostic et de dépistage des maladies parasitaires par immunofluores-
cence indirecte : chéreté des microscopes Utilisant 1'éclairage a ultraviol et
et, partant, restriction de leur utilisation aux Seuls laboratoires des
grandes Villes disposant en permanence de certaines commodités. Heureusement,
la technique 4'immmoperoxydase indirecte, telle que décrite et appliquée
par CAILLIEZ et collaborateurs (1977) (1), et qui utilise un &clairage cou~
m-t, permet de pallier les inconvénients de 1'immmofluorescence i ndirecte,
sans rien perdre en spécificité. Ele a méme 1'évantage de permettre une
lecture plus rapide et mpins subjective des réactions. Les deux techniques
ont été essayées dans |'étude de séruns de bovins Ndama suspects de
Trypanosomiase et de zeébus tout & fait indemes (6). les Ndama suspects
ont souvent présenté des réactions positives a des dilutions élevées (1/1280),
aussi bien en immunoflucrescence qu' en immnoperoxydase indirecte ; parcontre,
aucun zébu n'a donné de réaction positive, avec |es deux méthodes, entre
les dilutions 1/320 et 1/1280.

Aprés ces épreuves concluantes, nous avons voulu pousser |es investiga-
tions en étudiant des sérums récoltés par |'un de nous en République populaire
du Bénin (2). Daux groupes de sérums ont été anal ysés par |es deux techniques
pour confirmer |a fiabilité,et |a concordance des résultats ; d'autres | ots
|"ont &t uniquement par immunopéroxydase, pour &valuep cette fois son intérét

dans | e dépistage rapide de |a Trypanosomiase bovine,
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-MATERIEL  ET  METHODES

L' antigéne figuré est constitué par un stock de Trypanosoma brucei
brucei KARANG/67/LNERV/~, passé sur Souris et récolté pur par filtration
du sang sur DEAE-celluse selon |a méthode de LANHAM (L), Aprés concentration
par  centrifugation, |es Trypanosomes sont étal és sur lames et fixés a
|"acétone, puis des cercles sont délimtés sur les lames. Ensuite les étapes
particulieres a chaque technique ont &t& suivies.

L'immmnofluorescence est pratiquée selon |es techniques devenues classiques
(3). Le conjugué utiliseé dans |es épreuves est un antisérum total 4'immuno-
gl obul i nes bovines préparé sur Lapin et conjugué 3 1'isothiocyanate de
fluorescéine (préparations réalisées au laboratoire méme).

Pour 1'immmopéroxydase indirecte |a technique est précisément celle décrite
par CAILLIEZ Elle conporte les étapes principales suivantes

- dilution des sérums en tampon de Coons™ ;

b3

= réaction antigene figuré = anticorps, pendant 60 ninutes, & la température
anbi ante

1

lavage 10 mnutes par le tanpon de Coons ;

réaction, pendant 60 minutes, avec un sérum de lapin anti-jmmmoglubulines
bovi nes conjugué a | a péroxydase o) et diluéa 1/50;

| avage 10 mnutes par |le tampon de Coons ;

révélation par |e réactif de Graham-Karnowsky pendant 15 minut es (¥%x) ;

b

lavage a |'eau distillée ;

montage en mlieu glycériné et examen au mcroscope en |umere bl anche,
en utilisant un objectif G x 25 (Leitz).

* Tampon de Coons, pH 7,2, SOit : Véronal sodique 20,6 Q ; sodium chlovure
85 g ; acide chlorhydrique 1 N : 80,6 Mg ; €au bidistillée : S S5 I. Au
moment de 1'emploi C€ tampon €St dilué d parties égales aVeC 1 'eau distil~
léeet on ajoute 0,3 p.I100 d'albwmine bovine.

¥ Mles Ltd.
wex React i f de Graham-Karnowsky: dfamidino-3, 3"~ benaidine (tétrachlorhydrate) :

JOOng : tampon Tris = HCL ¢ pH 7,6 : 200 ml ; eau oxygénde a 10 volumes *
2mi,



Lorsque |es réactions sont positives, |es Trypanosomes apparai ssent
sous une coloration brun rosdtre tres franche.

Les sérum proviennent d'ani maux trypanotolérants ausens |arge, apparte~
nant 3 des éleveurs privés ou a des fermes d'Etat et ils sont divises selon
| es races (Borgou, Lagunaire, Somba, Pabli) et selon qu'ils sont réguliérement
traités par +trypanocides (donc a priori indenmes) ou traités occasionnellenent,
voire pas du tout (donc a priori plus ou moins parasités).

RESULTATS

Il's seront résumés sous forme de tabl eaux commentés.

1 « Différences entre hovins Borgou parasités ou non parasités

Des sérums de bovins de race Borgou, de la localité d'Okpara, ont été

répartis en deux lots : ceux appartenant & des ani maux réellement trypanosomés
(anal yses parasitologiques positives dans 1l'une de ces trois techniques
hématocrite, frottis, goutte épaisse) et ceux appartenant a des animaux
réellement négatifs (par ces mémes techniques) parce que réguliérement traités.
Les positifs hébergent T.vivax ou T.congolense ou une infection mixte.

\oici | es résultats.

Tableau 1 : Conparaison entre Borgou positifs et négatifs.

|
B | Tests | N | mdg | o5 | g0 160 | 320 | ewo f28o pseo 5120 [ETR
T (23 | 0 | 2 |2 |3 |13 ] 13 8 [s14,5
"Iierf2s [0 [ 1[0 o] 10 | 2,1 (18 |30
'r25 [2 [ 6|31 [ 22 [2]1]0 [esu
el [ s a2 1152006 [w8

ABREVI ATl ONS
B + (Borgou positifs) ; B - (Borgou négatifs) 3 N (nombre de Séruns) ;
nég (négatifs) % (titres réciproques) ; MGTR (moyenne géométrique des titres
réciproques , dfinie par ailleurs) (5) ; IFT (immmofluorescence indirecte) ;
| Pl (immuroperoxydase i ndirecte).



11 apparait trés nettement que les bovins qui hébergent des Trypanosones
réagissent assez fortement par rapport aux bovins négatifs. De plus, |orsque
les dilutions sont poussées, 1'immunopéroxydase indirecte 1'emporte tres
largement (MGTR de 3 028 contre 814,5 3 i'immunofluorescence).

2 « Etat de bovins Borgou traitds au bromure d'homidium ms atteints
de Trypanosomiase

L'évaluation de ces bovins est faite uniquement par [Pl (tableau n® 2).

Jableau2 : Borgou traités par l'homidium (Ethidium)

¥ *

Test N rég | 20 80" [160" [320" |640 *|1 288|2 580(5 120 | MeTR

| PI 14 1 0 2 2 2 2 0 0 5 ]468,0

Ces animaux traités par |le bromure d'homidium sont redevenus parasitémiques
seulement deux semmines aprés le traitement. Le niveau des anticorps, en
conpar ai son avec ce qui précede, apparalit moyen.

3 =~ Etat de bovins Lagunaires de différentes localités et suivant des traite-
ments différents (tous tests d' apreés | a méthode 4'inmunopéroxydase
indirecte) : tableau n°® 3.

Tableau 3 : lagunaires suivant des situations différentes

Local itds N| ng |20 [80" |[160% | 320™| 640" |1280" | 2560"| 5120"| MGIR
0

Kpinnou (1) | 13 0 0 1 1 5 1 3 2 |1 091

Samiondji(2) | 14 0 1 4 4 1 1 0 1 2 |262,5

Bohicon (3) | 13 0 1 3 1 3 0 0 3 2 |440,6

Porto-Novo(t)| 13 0 | 2 2 3 2 1 0 0 3 |287,6

(1) Treitement par isométamidium 2 mpis avant anal yses.
(2) Traitement régulier par iscmétamidium.

(3) Trrégulidrement traités : 9 trypanosomés sur les 13.
(4) Animaux négatifs, irréguliérement traités.



Il 'y a plusieurs explications possibles a ces résultats : persistance
d'anticorps dans |e premer cas, disparition danticorps dans [e second
Trypanosom ase réelle dans | e troisiéme. || est a noter que ces animaux qu
sont des taurins vrais ont des réactions moins nettes que |es Borgou qui sont

en fait,des croisements entre taurins et zébus. Il est possible que les IgM
soient les fractions qui renforcent la positivité des réactions chez |es
Borgou.

4 = Des anal yses réalisées sur 30 bovins Sonba (de Natitingou) et 12 Pabl
(de Kérou) n'ont pas donné de résultats vraisemblables . altération de
réactifs ?

DISCUSSION  ET  CONCLUSION

Dans ces analyses, des situations différentes conduisent & des résultats
que seul e une connai ssance d'autres faits pernet d'interpréter valablement.
C est d'ailleurs 1'inconvénient des méthodes Sérol ogi ques qui sont |e plus
souvent insuffisantes en slles-mémes. Nous voyons que |orsque |es ani maux
sont réellement parasités,les réactions sont fortes. Des | ectures de réactions
positives sont possibles a des dilutions trés élevées (1/2560 et 1/5120).

En immunofluorescence, | e nombre de sérum qui réagi ssent a ces dilutions
élevées est nettement inférieur. Dans la plupart des cas, |'échelle de positi-
vité est large et dépasse le seuil 1/320. Cest quen effet il s'agit de

Serunms proverant d'animaux qui a un moment ou un autre ont hébergé des Trypano-
somes, a |a différence de zébus vivant dans des zones non infestées en
Gossines. Les épreuves réalisées montrent que |es métis (Borgou) réagissent
souvent plus fortenent que les taurins vrais.

Les lectures des |anmes, en immunoperoxydase indirecte,sont assez rapides

et |a spécificité de |a méthode rend possible de pousser |es dilutions, tout
en obtenant des réactioms tres franches.

-
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On retient comme substrat chromoggne qui donne des réactions indubita-
bles | e diamidino~-3,3' benzidine tétrachlorhydrate. D'autres substrats
utilisés en immmoenzymologie ont eté essayés : acide amino 5 salicylique,
orthodianisidine, orthotolidine, ms sans bons résultats ; en particulier,
1'orthodianisidine donne des col orations indiscrimnées mdme |a ol 1'on ne
devait voir aucune réaction.

L'immmopéroxydase, comme 1' immunofluorescence, fait appel a des réactifs
coliteux ; la premére technique est certainement plus économique du fait que
les conjugués sont plus dilués. Les lames spéciales vendues actuellenent pour
ces réactions sont trop cheres pour des analyses vétérinaires de routine (90
a 100 francs CFA une seule lame !) et il est certainement préférable d utiliser
des lames ordinaires et de réaliser artisanalenent les cercles par du wvernis
a ongle.

Malgré tout, nous ne voyons pas encore 1l'opportunité d'utiliser cette
technique sur le terrvain, bien qu'elle soit treés sinple dans son principe.
les services vétérinaires africains sont démuni s matériellement et manquent
encore de cadres pour les diagnostics de routine, Il faut un mnimm de maté-
riel et un mninmm de précautions (conservation des réactifs) pour prétendre

réussir ce test.

l|l/ll0



RESUME

Le test d'immunoperoxydase indirecte utilisant des antigénes figurés sur
lames permet de déceler la Trypanosomiase bovine avec une sensibilité supérieure
a celle de 1l'immmofluorescence indirecte. Ce test a &té appliqué dans |'étude

-~

sérologique de bovins de la République populaire du Bénin, bien connus quant &
| eur état parasitémique. Les résultats obtenus conférent & la technique par
immumoperoxydase i ndirecte des avantages réels par rapport & 1'immmofluores-
cence . en particulier utilisation dun éclairage ordinaire pour les lectures
au mcroscope et possibilité d'analyser des séruns & des dilutions trés é&levées,
tout en obtenant des réactions franches. Des lots de sérums de races bovines
trypanotolérantes placées dans différentes situations ont été étudiés et les

résultats di scut és.

S UMMA RY

| MUNQENZYME  TEST  USING ENTIRE ANTIGENIC FI GURES.
VALLE OF THE [INDIRECT | MVMUNCPEROXYDASE  TECHN QUE
IN DETECTING BOVINE  TRYPANOSOM ASI S

The indirect immunoperoxydase test performed by using as antigens entire
parasites on slides allows the detection of bovine Trypanosomiasis W th higher
sensitivity than by the indirect fluorescent antibody test (IFT). Applications
were made i N a serological survey of cattle from the Popular Republic of Benin.
The parasitemic status of the animals was first fairly defined. The résults
showed that the indirect immunoperoxydase technique had high advantages when
compared With the IFT. The use of ordinary light for microscopic readings is
of high interest. In addition it is possible tc analyse sera at very high titer
and still gain truc reactions. Batches of sera from trypanotoleramt cattle
placed in different situations were analysed and the results discussed.

”
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