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INTRODUCTION

Les techniques de diagnostic des Trypanosom ases, tant humaines qu'a-
nimales, ont fait |'objet de plusieurs notes au cours de ces derniéres an-
nées (10) (27) (38) (39) (30). Ces notes, accompagnées d' une bibliographie
abondante, sont des rewues assez exhaustives des techniques de diagnostic
des Trypanosoni ases et, pour cette raison, nNOUs nous limiterons, dans le
présent exposé, 3 des faits nouveaux ou 3 desS commentaires inédits. Nous
suivrons pour |'essentiel |e méme plan que celui adopté il y a quel que
deux ans (39).

1 - DETECTION DIRECTE CHEZ L'HOTE DE PARASITES Fl QURES

1.1. Chservation mcroscopi que immédiate

1.2. Cbservation aprés concentration

1.2.1. Centrifugation classique

1.2.2. Centrifugation dans des tubes & micr~hématoerite

1.2.3. Centrifugation d'€luat recueilli apres filtration 3 travers
une col corme de DEAE - cel | ul ose

T.2.4, Centrifugation aprés |yse de gl obul es rouges
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1.3. Observation de | anes 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 qui
permettent de concentrer |es Trypanosomes.

J. CARRIE et D TIMSIT (6) rapportent une méthode sinplifiée de con-
centration des Trypanosomes qui consiste & | ai sser sédimenter lesang, re-
cuei I'l'i sur anticoagulant, et a centrifuger le plasma : |les résultats ob-
tenus sont, semble-t-il, supérieurs ala triple centrifugation.

Cependant | es techni ques qui connai ssent actuellement |a plus |arge
utilisation sont celles de Woo et |'examen sur fond noir d'une prépara-
tion d'interphase de centrifugation microhématocrite. Hles sont méme as-
sez fréquemment appliquées sur |e terrain. G DUVALLET et al, 1979 (9),
cnpntiquél atechni que de Woo dans unfyer de Trypanosomiase humaine a
Vavoua en C& d'Ivoire, en procédant a |la | ecture microscopique a |'aide
d un objectif a immersion (G x 50). Ils ont pu dépister par cette méthode
18 sujets parasitémiques n s sans signes cliniques et qui n'auraient pu
étre décel és que par la sérologie ou par des techniques de concentration
de valeur au moins egal e a celle de Woo.

La lecture sur fondnoi rde préparation entre lame et lamelle d'inter-
phase de centrifugation microhématoorite a été largement décrite quant aux
procédés et aux avantages (M. MURRAY et al, 1977 ;3 J. PARIS, M MJRRAY et
R AGURE, 1980, mm publié (28) (30). Il n'est pas nécessaire de revenir
sur cette technique, sinon pour relever des remarques, celles de L. GRIFF IN,
1978 (17) qui estine que cette méthode est difficilenent applicable sur e
terrain et, pour cette raison, a une moindre val eur pratique. Nous ne sau-
rions partager cet avis, pour avorpratiqué ce procédé de diagnostic, en
mlieu éleveur, concurrement avec d' autres méthodes (TOURE, 1981) (40).’
Ses avantages résident dans lafacilité, | a précision et surtout |a possi-
bilité d' éval uer 1'hématocrite qui est |e meilleur indice de |'état de
santé vis & vis de |a Trypandsomiase. Enfin, | orsqu' ell e est associée a
d autres investigations, |a méthode permet de m eux comprendre |es faits
pathologiques dans un cheptel. Ainsi, au cours de plusieurs tournées, des
prélévements faits dans |es diverses zones écol ogiques du Sénégal, en
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utilisant nlusieurs techniques sur un méme animal (frottis et souttes
épaisses, centrifugation microhématocrite + exanen surf ond noir(CM/EFN),
des renseignements précis sont obtenus sur plusieursparasites:Trypano-
soma congolense, T.vivax. Theileria mtans, Bebesiabigemina, Anaplasm
Sp... | es microfilaires de Setaria labiatopapillosa.

L"idéal est de pratiquer plusieurs techniques et de faire une synthé-
se global e des données. Mais Si |'objectif visé est dtappliquer des trai-
tements trypanocides adéquats, on peut se contenter des seuls examens par
CM/EFN, car on juge d'aprés l'hématocrite et |a parasitémie. La méthode
microhématocrite peut donc val abl enent étre aprliquée sur |e terrain (GRE™
1979) (16). Les critiques avanceées n'enlévent rien 3 la valeur de |a mé-
thode CM/EFN et c'est avec juste tison que MJRRAY et al, 1979 (29) en re-
tracent |es avantages. On lira avec profit les critéres d'évaluation qui
ressortent de plusieurs études comparatives faisant intervenir des nétho-
des différentes dans divers types d'infections dues a T.vivax, T.congolen-
se ou T.brucei (31).

La concentration de Trypanosomes par filtration & travers une col onne
de DEAE - cellul ose (selon Lanham) est restée longtemps réservée aux | abo-
ratoires bien équipés. Récemment, LUMSDEN et al (21) (22) (23) ont propo-
sé une mniaturisation du matériel requis et une application sur le terrain
dans | e dépistage de |a Maladie du sommeil. Les résultats obtenus en 1980
i ndi quent que cette adaptation technologique peut améliorer |e diagnostic
de nutine de |a Trypanosomiase humaine africaine. Sans doute geprait-il
souhai tabl e d appliquer aussi la technique dans |es Trypanoscmiases ani-
males & des fins de recherche.

DETECTION INDIRECTE DE PARASITES FI GURES

11. 1. Inoculation 3 des animaux d'expérience

11.2. Culture en vitro

II.3. Xenodiagnostic

Peu de faits nouveaux sont & signaler dans cette partie, tout au
moins en ce qui concerne |es épreuves pouvant avoir une val eur nratique
de diagnostic des Trypanosom ases ani nal es. Mention doit &tre faite ce-
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nendant de difficultés rencontrées pour caractériser avec certitude des
serodémes de T.brucei et T.rhodesiense. 11 a ét€ démontré récemment, au
cours de tests dinfectivité de sang incubé (TISI ou BIIT de Rickman et
Robson) , des réponses naradoxales chez des types antigéni ques variabl es
de serodémes connus (ETat T.rhodesiense et AnTat T.brucei). Uh nouveau
protocol e de RICKMAN et KOLALA, 1980 (32) a perms d' étudier ces répon-
ses paradoxal es. Trois souches connues de T.brucei, aprés avoir d'abord
entrainé des résultats négatifs au TISI,ont ensuite constamment donné
des résultats positifs. D autres épreuves ont confirmé ces faits, a ver-
ser au dossier de |'identification des sous~espéces de T.brucei, que nous
renrendrons d'ailleurs &la fin de cette revue de techniques. Il est a
noter que dans le TISI, il n'y a pas nécessairenent corrélation entre |a
motilité des Trypanosomes et |'infectivité pour des Rats ou des Souris
ROBSON et R CKMAN 1977) (33).

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

|1l « METHCDES SERO-IMMUNOLOGIQUES

111.1. Methodes non spécifiques

~ Formol-leucogel OU réaction de Gaté et Panacostas
= Test au chlorure mercurique €t Ses variantes
- Eval uation des immmoglobulines (IgM)
Dans cette rubrique, on peut citer [es travaux de LUCKINS et al,
1979 (20) et ceux de MAHMOUD et GRAY, 1980 (26) qui conparent entre elles
ces techniques non spécifiques et des techniques plus modernes pur éva-
| uer |a Trypanosomiase due a T.evansi.

111.2. Methodes srécifiques

II1.2.1. Fixation du complément OU test d'hémolyse

Elle est toujours utilisée (36) ms ses applications sont
devenues plus rares parce qu'il existe des moyens sérologiques Pl us
faciles ¥ appliquer et tout aussi fiables. Elle est passibl e d'amé-
lioration rour des épreuves encore plus Spécifiques (37).
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II1.2.2. Bémagglutination indirecte ou passive

I1I.2.3. Enreuve d'agglutination directe

BINZ et al, 1979 (4) ont présenté une évaluation du test d'hémag-
glutinaticm indirecte en tube capillaire. MAGNUS et 21,1979 (24) donnent
des précisions sur |'épreuve dfagglutination directe sur carte en utili-
sant comme antigéne des Trynanosomes i sol és sur DEAE-cellulose et colorés
par bleu Coomassie. Ces deux techniques, jusqu'd maintenant, n'ont été uti-
lisées que dans |e dépistage de |a Maladie du sommeil. L'agglutination sur
carte a fait apmel & un antigéne T.brucei brucei (VAT) AnTat 8 qui con-
duit a des résultats indi quant une forte présomption de Trypanosomiase Si
les titres sérologiques d' agglutination vont de 1:4 3 1:64.

I11.2.4. Tmmmo3lectrophorése et immmodiffusion

117.2.5. Tmmunoflucrescence j ndirecte

111. 2. 6. Immunoperoxydase indirecte

111.2.7. MicroELISA
Nous insisterons sur les trois derniéres techniques aqui sont ac-

tuellenent les »lus utilisées dans | es |aboratoires rowr diagnostiquer
| es Trynanosomiases humaines et ani nal es.

1.'immunofluorescence indirecte est désormais classique. Maleré ses
trés nombreuses applications dans |a recherche des nal adies parasitaires,
ce procédé de diagnostic n'est pratiqué qu' assez ravement dans |es |abo-
ratoires africains. Il a conduit a de bons vésultats dans le diagnostic
et |'étude é&nizeoticlogique de | a Trymanosomiase bovine. Son utilisation
nratioue sur le terrain dans le dépistage de la Trypanosomiase humaine a
fait %'objet d' une note de G DUVALLET et P. SALION 1978 (8). Les appli-
cations en épidémiologie citées dans la littérature scientifique sont nres-
que toujours -réalisées dans |es laboratnires situés dans |es capitalesou
les grandes villes (11) (12) (13) (14) (34). Les raisons de cette restric-
tion tiennent en partie 3 |a nécessité d'utiliser un microscore 3 éclaira-
ge Ultraviolet qui c~dte sensiblement nlus cher que | es microscones 3
éclairage ordinaire et qu'on ne peut wvas déplacer en brousse. Il est 'Js
sible de pallier cet inconvénient en pratiquant | a méthode immmoenzymolo~
gique, tout en utilisant des antigénes fipurés, Cette méthode a été récem
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ment expérimentée, nour ce qui est de [a Trypanosom ase humaine. Hle a
une aussi bomne sensibilité que 1'immmoflucorescence, tout en ne nécessi-
tant qu'un éclairage courant. Nous |'avons expérimentée dans le diapstic
de | a Trypanosomiase bovine, en |a comparant 3 1'immmnofluorescence indi-
recte (41).

La méthode suivie est celle décrite par CAILLIEZ, que nous avions ci-
té dans une note antérieure (39). Elle comporte notamment |es étapes sui-
vantes

- dilution des sérums en tanpon de Coons (*),
- réaction antigéne-anticorps pendant 60 minutes a la tenmpérature anbiante,
- lavage 10 mnutes par |e tampon de Coons,
- réacticon avec un sérumde |apin anti-immmoglobulines bovi nes conjugué
d la péroxydase () ot dilué a 1/50, pendant 60 m nutes,
- lavape deux fois nar | e tampon de Coons = 1 mnute et dix mimrtes,
- révél ation par | e réactif de Graham-Karnowsky pendant 15 mnutes ("""‘),
- lavage a | 'eau distillée,
- montage en Nlieu glycériné et examen au microscope en | unieére bl anche.

Les réactions positives se traduisent par une col oration brunitre des
Trypanosomes .

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

- Ndama Suspects :
MGIR en immmoperoxydase indirecte = 57,58

MGIR en immmoflucrescence i ndirecte = 54,96
-Zébus indemmes :
MGIR en immmoperoxydase indirecte = 13,84

MGIR en immmoflucrescence indirecte.= 3,98
N S

(%) Tammon de Coons, pH 7,2 = Véronal sodique 20.8 g : sodium chlorure . 85g ;
acide ehlorhydrique IN : 80,6 mg;eau distillée : qap5 1. AU moment de ~°
l'emploi Ce tampon €St dilué d parties égales aveC L'eau distillde €t ON
ajoute 0,3 p, 200 d 'albunine bovins (#x) Mles Ltd. (s#«)Réactif de Graham-
Karnowsky diamidino-3,3 = benzidine (tétrachlorhydrate):100 Mg ;tanpon
Trigs - Hel d pR 7,6 : 200 ml; eau oxygénée & 10 volumes : 2 ml,
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Les Ndama susnects ont nrésenté des réactions positivesd des dil u-
tions élevées (1/1280), aussi bhien en immm-fluorescence qu'en immunoné-
roxydase indirectes ; par comtre, aucun zébu ne donne de réaction positive
par |es deux méthodes, entre les dilutions 1/320 et 1/1280,

Avec |'une ~u |"autre méthnde, il y a des différences sipnificatives
entre les zebus et |es Ndama.

L'immumnopéroxydase | Ndi r ect e se révéle 1égdrement supérieure & 1'im-
munoflucrescence, tout en étant d'application et de lecture nlus rapides.

Dans ces conditions, il senble tout indiqué de poursuivre des re-
cherches sur lesapplications praticues de |a méthode d'immmnonéroxydase
indirecte dans | es encugtes sur |es Trypanosom ases ani mal es.

la technique par microELISA (Enzyne Linked Immunospecific Assay) a
fait |'objet de nonbreuses mses au point et applications pratiques. Des
précisions techniques sont apportées par AVBRO SE- THOWAS et al (1) (2)
(3), par CARLIER, BOUT et al (5) ainsi que DESGEORGES et AMERO SE- THOWAS
(7). Le choix des substrats chromosénes a son inportance. Parni ceux qui

sont utilisables (aci de amino~5-salicylique, orthophényléne diamine, crtho-
di ani si di ne, crtholidine dichlorhydrate) , 1'ortholidine senbl e préfé-
rable dans | es |aboratoires Zouipés de |ecteur automatique. La technique
microELISA eSt trés spéecifique et tres fiable. Malheurcusement €l | e ne
peut étre appliquée QU' en laboratoire pour |e noment. C est un excellent
outil de recherche mais il ast tout a fait vraisemblable qu'une sinplifi-
cation des procédés techniaues en pernette |'application sur le terrain,
dans | es années a venir. Son utilisation en |aboratoire pour la détection
d'antipenes mbtaboliques de Plasmodium a été réussie et, trds certaine-
ment, |es expériences en cours sur |es Trypancsomiases Seront tout aussi
concl uantes. Dans ces épmcuves, | €S plaques sont d'abord sensibilisées
avec des anticorps spécifiques de Trvpanosoma pui S recgoivent |e sérum
suspect. L'adjonction des mémes anticorps merqués 3 | a péroxydase réali-
SC UNn parfait sandwi ch quand le sérumest positif.

Toutes ces épreuves sont praticables dans les diverses formes de Try-
panosomiascs animales, comme moyen de diaenostic oy d éval uation épizoo-
tiologicue (39). L'utilisation d'antipeénes de culture (35) pourrait per-
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mettre de standardiser plus facilement |es techniques pour ce qui est des
di verses especes de Trypanosames d'ani maux. La conservation des antipénes
a trés basse température est recommandée (25) : cela permet de travailler
assez lonetemps avec | e méme matériel standardisé. Atitre d'exemple (VAT)
AnTat 8 de T.brucei brucei aui donne encore de bons résultats dans |es
epreuves ELTISA (42).

| V - IDENTIFICATION
I1 nous senble inportant de conpl éter cette revue par 1'identification

des Trypanosomes. En plus du test d'infectivité de sang incubé dont il a
été question plus haut, il faut pouvoir appliquer plus fréquemment |es
épreuves de caractérisation par isoenzymes. Elles sont utiles non seule-
ment pour meux connaitre | es réservoirs de Trypanosones pathogénes pour
1'Homme (GIBSON et al, 1978 (15) mais aussi pur saisir les différences
entre souches de Trypanosonmes de |a méme espéce chez |es animaux : selon
KILGOUR et al, 1980 (19) il y aurait trois sortes de T.vivax chez les bo-
vins d'Africue. |1'S demandent 3 étre meux identifiés.

Tel l es sont |es quel ques réflexions qu appelle Ia lecture de publica-
tions de ces deux dernidres années sur |es techniques de diapnostic des

Trypanosomiases et d'identification des Trypanosomes.
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