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RESUNME

L'auteur rend conpte du déroulenent du stage sur la sérologie de |la Leptos~
pirose Qqu'il a effectué au Laboratoire Central de Recherches Vétérinaires de
Mai sons-Alfort sous |'égide de 1'IEMVT du 11 au 22 nmars 1991

Ce stage lui a permis de s'initier a la technique de référence en nmatiere

de diagnostic sérologique de la leptospirose et d'analyser par cette méthode
100 sérums de zébu sénégalais. 5 sérovars sont ainsi ms en évidence dont
hardj obovis réputé agent abortif chez les bovins
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Sous |'égide de 1'IEMVT, nous avons effectué, du 11 au 22 mars 1991, un stage
au service de Bactériologie et Inmunologie bactérienne du Laboratoire central
de Recherches Vétérinaires (LCRV) de Maisons-Alfort en France, sur la sérolo-
gie de la Leptospirose aninmale. Madanme Daniele TRAP en a assuré la Direction.

Ces travaux constituent wune partie inportante des recherches que nous nenons
actuel lement dans le cadre de notre thése de Doctorat d'Etat es Sciences biolo-
giques qui sera présentée a |'Université Cheikh Anta DICP de Dakar sur le sujet
suivant : "Fécondité et facteurs bactériens nmjeurs d'infertilité chez les
fenelles bovines au Sénégal : approche Séro- épi déni ol ogi ques".

Ce stage a été pour nous l'occasiion, a la fois, de nous initier a la methode

de référence en matieére de diagnostic sérologique de la Leptospirose et d éprou-

ver par cette technique un certain nonbre de sérums de bovins récoltés au
Sénégal pour les besoins de ladite these.

Les frais de voyage et de séjour ont été pris en charge par 1'IEMVT.

VOYAEE ET AQQHE L
- Départ de Dakar-Yoff : le sanedi 9 mars a 22h30 par vol AIr Afrique.

- Arrivée a Roissy CDG : le dimanche 10 nmars a 8h30, via Bamako et Mrseille.

- Lundi 11 mars : visite a 1'IEMVT (acte de présence), puis au LCRV (prise de
contact et esquisse du progranmme de stage avec Mme TRAP) enfin au CIES (orga-
nisme de gestion des stagiaires pour perception de la bourse).

DEROLEMENT DU STACE

I. Progranne du stage

- Technique du test de mcro-agglutination (MAT.)
- NAT  qualitatif
MAT. quantitatif
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Autres techniques de sérol ogie-Leptospirose
Macr o- aggl utination TR
Elisa

Elisa-Leptospirose a |'Institut Pasteur de Paris

Techni ques de | a PCR

- Brucellose des petits rumnants.

Il. Exécution du programe

A Le test de mcro-agglutination (MAT) et son application

L'initiation théorique a la nethode, d' abord faite par Mwe TRAP conplétée par
son assistante, est aussitét suivie de la pratique par le traitenent d' une

centaine de séruns de zébu sénégalais apportés par nos soins a cet effet.

- Définition et principe du MAT

Le test de nmcro-agglutination, réaction de référence, pernet |'identification
et le sérotypage des souches de Leptospires par la nise en évidence et le
titrage des anticorps sériques spécifiques. Cest en fait |'ancienne réaction
d'agglutination-lyse de MARTIN et PETIT de 1918.

Le principe consiste a nettre en présence le sérum a tester avec une culture

de Leptospires, puis a évaluer au mcroscope a fond noir le degré d agglutina-

tion.

« Antigénes ou souches de Leptospires

Un certain nonbre de souches, représentatives des principaux séro-groupes,
sont choisies comre antigénes destinés a |'identification d' une infection par

un sérovar inconnu au noyen de |'agglutination mcroscopique.

Pour la sérologie bovine qui nous intéressait, onze (11) antigénes ont été

retenus : icterohaenorrhagiae, gri ppot yphosa, australis, ponona, cani col a,

sej roe, hardjo, autumal i s, hebdonadis, ballum et batavi ae.
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Les antigénes sont repiqués chague semaine au niveau de |'Institut Pasteur
(Centre national de Référence pour les Leptospires) qui ravitaille le LCRV

3 sa demande. Ils sont utilisés &gés de 4 jours au mninum et de 14 jours
aumaxi num

Avant  utilisation, les antigénes sont dilués en eau physiologique tanponnée
(dans du tanpon Sorensen, au LCRV) de fagon a obtenir une concentration de
1 a 12.108 | eptospires/m, correspondant & une densité en fond noir de +t.

En pratique : si densité de ++ : enmployer une culture pure pour la réaction
si densité de +li- : diluer au 1/2

si densité de +++ : diluer au 1/3 (au LORV : 1 partie d antigéne
pour 2,5 partie de tanpon Sorensen).

—H.A,T,(ou depistage) qualitatif = screening

~

Les séruns & tester sont utilisés steriles si possibles, filtrés sur menbranes
de porosité 0,22 um si contamnés, en tous les cas dilués au 1/50 (dilution du
LCRV) en eau physiologique tanponnée.

Le nélange antigene-sérum s'effectue sur mcroplaqgue a4 fond plat en quantité
égale, donnant une dilution finale des sérums au 1/100. Faire un témoin culture.

Les plaques sont agitées doucenent puis placées couvertes (avec un ruban adhésif,
évite |'évaporation des plaques séparées ou entre 2 plaques d'alumnium méthode
du LCRV €évitant |'évaporation tout en assurant une bonne conduction thermque
entre les plaques superposées) 2 h a |'étuve & 30°C, pour la néthode dite a
chaud, ou une nuit a 4°C pour la néthode & froid.

Pour la lecture, transférer & |'aide dun conpte-goutte (nethode LCRV) ou
d'une 3gse (nméthode IPP) un aliquot de chaque cupule sur une lame et lire au

mcroscope a fond noir. I1 s'agit dévaluer la quantité de Leptospires libres
par rapport au témoin ; si elle est conprise entre 50 et 100 Zz, la réaction est

négative, si elle est inférieure & 50 Z, la réaction est positive.

Le seuils de positivite établi a ++ & la dilution de 1/100 selon |eS recomman-
dations du Code Zoo-sanitaire International de 1982 est retenu par de nombreux
pays bien que ce néne Code propose en 1986 un seuil a 1/200.



1 4 + au 1/1600 associé a hebdo. ++ au 1/200.

1 & + au 1/400 associé a hardjo + au 1/200,
hebdo. ++ au 1/100 et ballum ++ au 1/100.

1 a + au 1/200.
1 a ++ au 1/100.

2 a + au 1/100.

hardjo : 3 sérums positifs dont
1 a + au 1/400 associé a sejroe + au 1/1600
et hebdonadis 4+ au 1/100.

1 a + au 1/200 associé a sejroe + au 1/400,
hebdomadis ++ au 1/100 et ballum ++ au 1/100.

1 a ++ au 1/200 associé a sejroe + au 1/1600.

B. Autres techniques en sérologie-I|eptospirose

-~ La nmacro-agglutination sur lame ou TR

Réaction d'agglutination sur lame utilisant un antigéne thermo-résistant (TR)
préparé a partir d'une souche aquicole : Leptospira hiflexa patoc.

La spécificité de sérotype disparait dans cette réaction et les animaux récem
ment infectés sont seuls dépistés, contrairement au MAT. quil faut enployer
pour les élevages ou la leptospirose évolue depuis un certain tenps.

- Technigue Elisa

Cest la nméthode classique appliquée a la recherche d anticorps anti-leptospires.
Elle utilise conme antigene la souche Leptospira biflexa patoc.

Technique simple mis d'exécution minutieuse, d une bonne spécificité et d une
reproductibilité  fidele. Permet wun diagnostic précoce mais aussi rétrospectif.
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Lorsque la réaction est positive, ['on effectue un MAT. quantitatif dit de
confirmation (au LCRV ne sont concernés que les séruns positifs a ++ au 1/100°
pour déterminer le titre final du sérum vis-a-vis de chacun des antigeénes
concer nés.

- MAT (o depistage)quantitatif = confirmation

Ne sont repris que les séruns positifs au screening (++ au 1/100). Ils sont

alors dilués sous un volume de 50 pl , du 1/50 au 1/6400, en eau physiol ogique
tanponnée sur mcroplaque.

L'antigéne est ensuite réparti, 50 pl dans chague cupule réalisant une série
de dilution du 1/100 au 1/6400.

Incuber 2 h & 30°C (ou une nuit a 4°C), effectuer la lecture conme précédem
nment (notation de + a ++ au LQRY).

La limte de positivité est définie come la dilution la plus élevée ou 50 Z
des Leptospires sont restés |ibres.

- Reésultats MAT. des séruns de bovins sénégalais

Sérovar bhallum : 4 séruns positifs a ++ au 1/100
8 séruns positifs a ++ au 1/100

bataviae : 1 sérum positif a + au 1/100
associé a4 ballum +H au 1/100

hebdomadis : 1 sérum positif a ++ au 1/100
associé a Sejroe + au 1/1600 et a hardjo + au 1/400.

1 sérum positif a ++ au 1/100 associé a sejroe + au
1/400 et a hardjo ++ au 1/200.

1 sérum positif a + au 1/100.
sejroe : 7 sérums positifs dont

1 a+ au 1/1600 associé a hardjo + au 1/400

et hebdomadis ++ au 1/100



Cependant, la méthode souffre de manque de| satandardisation en |[eptospirose
aninale. Les antigenes utilisés, les méthddologies, |es seuils de positivité
retenus différent selon les auteurs, de sdrte que la corrélation entre les
résultats de MAT. pris comre référence dt 1"Elisa varie de 57,7 a 100 %

selon les travaux,

C L'ELISA-Leptospirose a |'Institut Pastdur de Paris

Sur suggestion de Mwe TRAP, nous nous SOmmes rendus a |'Institut Pasteur,
Centre national de Reférence des Leptospides, pour y pratiquer la technique
Elisa-Leptospires. Nous y avons été recu gar M BARANTON, |e responsable de

["Unité des Leptospires et travaillé avec ises collaboratrices.

D. La techni que PCR (Pol ynerase chain readtion)

Mre TRAP a bien voulu nous initier a cettd techmologie nouvelle.

Le dével oppement des techniques de Biologie noléculaire ouvre une ére nouvelle
dans le repérage de |'agent pathogene. L'insuffisance des néthodes bactériol o-
giques et inmunologiques a naturellenment grienté les recherches vers la nise
au point de sondes nucléiques en vue d amdliorer la rapidité et la fiabilité
du diagnostic. Des sondes a ADN total raddjjo-actives ou biotinylées ont été
préparées a partir de plusieurs souches pathogénes. Eles se révélent trés
sensibles puisque les plus faibles quant i4és qu' el l es détectent sont 1,5 et

5 pg soit environ 750 a 2 500 leptospires.| Elles sont spécifiques et ne réagis-
sent ni avec un grand nonbre d autres bactéries, ni avec d autres spirochétes
(Borrelia), ni avec des sérovars de leptosipires saprophytes. Hles pernettent

un di agnostic rapide (4h). Cependant, une {sonde a ADN total n'hybride que par-

tiellement avec d autres sérovars et la ntité d'ADN détectable peut varier
de 1 a 100 selon | es souches. Aussi, un mélange de sondes de plusieurs sérovars

a été proposé pour anéliorer le chanp de détection.

En revanche, dans les enquétes épidéniol pues, la caractérisation d'un
sérovar est d'une grande inportance. Ceci conduit & la recherche de sondes
de petite taille, spécifiques de la séquemcie de génes codant pour la struc-

ture antigénique d'un seul sérovar. Ceci été réalisé avec le sérovar hardjo
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pernettant la différenciation des 2 sérotype
La majorité des avortements chez les bovin:§
sonde est, a |'évidence, dun grand intérét.

E. Brucellose des petits rumnants

5 marge de |'objet principal de notre stag
de discuter de brucellose ovine et caprine

En effet, il s'est toujours posé a nous, au

peu ou pas significatifs rencontré dans I'ultt1

Bengale dans la sérologie des petits rumna

¢ ¢ hardjo-prajitno et hardjobovis.

étant |iée a

, | opportunit

hardj obovis, une telle

¢ nous a été donnée

vec |e Docteur B. GABl N BASTWI
responsable de la section Brucellose dans 1lje service de Mwe TRAP.

LNERV, le pr

ts.

Aucune explication satisfaisante n'a pu étrie trouvée. |l

nentation dun allergéne, la "brucellergéne
tuel état d hypersensibilité retardée induilt
ani mux  ci bl és.

OCB" pour la

obleme de résultats

ilisation de |'antigene Rose

a été suggéré 1'expéri-
révélation dun éven-

par |"infection brucellique des

[l nous a été proms un don dallergéne pouf cette étude.

AUTRES QONTACTS

- A 1I'IEMVT : entretien avec le D P.C LEFEVRE, chef du
infectieuse, mandaté Conseiller scientifigfe du Professeur MOREAD, notre

Drecteur de Thése a titre étranger (mon t

= A ['Institut Pasteur : nous avons denandé
certain nonbre de souches de Leptospires (

encontré).

et obtenu la
13 nous ont

service de Pathologie

cession gratuite d'un
été données) afin de

nous pernettre d effectuer au LNERV, I‘idrtification des sérovars par la

technique de mcro-agglutination sur plag:

~ Avec 1le Laboratoire Vétérinaire départe
de bovins sénégalais en agglutination mj
tifs avec ++ a ++H+ au 1/320 et 1 avec +¢

e

tzal de Tours

n  tubes-List

au 1/640.

analyse de 25 séruns

i
a

ériose : 12 sont poSiitiﬁS‘i
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Pour
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nous avoir assurer

ici
Nos remercienents vont

ai nsi

VOYAGE RETOUR

- Départ
Air

de Roissy G :
France.

~ Arivée a Dakar-Yoff :

aussi
aux autorités de 1'IEMVT, sans lesquelles c:e| stage n'aurait
que celles de 1'ISRA qui lr

|"encadrement le plug parfait qui soit,

trés gincérement Me TRAP et tpute Son équipe.

nous tenons a

a M BARANTON ek ses collaborateurs, et surtout
pu avoir |lieu,
nous ont autofrisés a |'effectuer.
le sanedi 30 mars 1991 a 9h30 par vol directe

le méne jour a 141,30,




