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INTRODUCTION

Par le contrat AIEA/ISRA N° 7596/RB en date du 09 janvier 1994, I'Institut sénégalais de
Recherches agricoles fat partie d'un réseau de recherche mis| en place par I'Agence internationale
pour I'Energie atomique de Vienne. [ 'objectif du réscau est| de contribuer a assurer un meilleur
suivi de la lutte contre les trypanosomoses animales et leurs vecteurs par I usage de methodes
andliorées de diagnogstic immunologique. Quatorze ( 14) pays africans sont membres du réseau
and que des indituts internationaux de recherche vetérinaire..

Cest dans le cadre des activités de ce réseau qu'un stage de perfectionnement 2 lintention
des techniciens représentants les indtituts impliqués a ét€ organise par PAIEA alTLRAD de Nairobi
du 16 ma au 12 juin 1994. Ce stage visat les principaux obje giifs suivants:

= initier les Sagiaires aux techniques moderngs d'analyse sérologique ainsi qu'au
traitement informatique des données recuellies au laboratoire ¢t sur le terrain;
- relever le niveau des connaissances de base syr les trypanosomes et leurs vecteurs;

= favoriser une approche standardisée & travers les diftérents pavs membres par
I"gpplication de méthodes communes adoptées au cours du stage.
Désignée par |es autorités delISRA avec l'accord dy gouvernement du Sénégal, j’al pris
pat a ce sage en compagnie de collegues techniciens en provenance des indtituts concernés.

Le présent rapport rend compte du déroulement dej ce stage. TI comporie deux parties
essentieles, consacrées respectivement aux ensgigncments thégriques regus ot aux travaux pratiques
effectués. Enfin. les principales legons a retenir du stage sont tirées en guise de conclusion.

1. ENSEIGNEMENTS THEORIQUES
1.1 - Diagnostic parasitologique des trypanosomoses.

Le principe commun aux techniques parasitologiques de diagnogtic des trvpanosomoses est
qu elles visent toutes a4 mettre en évidence le parasite lorsqu'il pst présent dans le liquide organique
examing (sang. liquide cephalo-rachidien, suc ganglionnaire, efc.).

Certaines de ces techniques sont classiques (examen d¢ sang entre lame e lamdle examen
de frottis et gouttes épaisses, etc.) tandis que d'autres, plus [récentes, condtituent des techniques
modemes (examen de sang aprées ¢en trifugation microhéma tocirite; examen aorés filtration sur gel).

Chacune de ¢es techniques comporte des avantages et des limites. L'option la plus répandue
est d'en associer deux ou plusieurs pour accroitre les chances de détection des trypanosomes.

A I"heureactuelle. latechnique hématocrite est trés flargement utiliste, en rason de s
remarquables performances, et aussi parcequ'ellc permet en plus d obtenir des renseignements
hématologiques souvent trés utiles.

Le principe de cette technique est de remplir un migrotube a hématocrite aveu du sang
capillare (pulpe de I'orellle) ou veineux (jugulaire) e de centrifuger Je tube pendant 3 a 5 minutes
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Apres lecture de la valeur hématocrite. linterphase entre le
déversée sur unc lame, homogcénéisée avec une lamelle P
eéquipement microscopique a fond noir. I.es diftérentes espéce
disinguées sdon leur talle et leurs mouvements

1.2 - Diagnostic immunologique

Sous ce chapitre sont regroupées les méthodes
immunologiques résultant de la présence actuelle ou passée d

nombreuses &t sont de rendement inégale. Nous citerons ici lesg

- méthodes de détection des anticorps,
= méthodes de capture des antigénes circulants;
- technique des sondes A.ID.N.

1.2.1- Détection des anticorps
Lorsgu'un anima immunocompétent et atteint de tryp
développe des anticorps pour lutter contre ces parasites.
point pour décdler la présence de ces anticorps, soit dans
organiques tels que le lait, etc. Ces techniques utilisent des a

o

plasma et les cellules sanguines est
examinée, de préférence avec un
de trypanosomes pourront ans étre

Jgenmenant la détection des traces

s trypanosomes. Ces methodes sont

plus couramment  utilisées:

nosomose, ON Systéme immunitaire
érentes techniques ont &€ mises au
sérum, S0it dans d'autres liquides
ifices biochimiques pour rédiser in

vifro des réactions antigene-anticorps semblables a celles qui se produisent in vivo chez I'animd

atteint. Elles sont nombreuses mais les plus largement
trvpanosomoses sont Immunofluorescent indirecte(LF.1), 1

Y

utilisées pour le diagnostic des
Immunopéroxydase indirecte (LP.I),

I'épreuve micro-ELISA, et le test d' Agglutination SUr carte (C.A.T.). Une insstance _particuliére a

éte faite sur le tet ELISA au cours du stage; nous en donnons

- en premiere éape, senshilisr les ¢
avec une solution antigénique du parasite dont on veut fare le

- gouter en deuxiéme égpe le srum 3

ci-dessous la description.

hpules d'une plague de microtitrage
diagnostic;

tester sensé renfermer des anticorps

spécifiques de Tantigéne de senshilisation. L'incubation conduit & une réaction antigéne-anticorps

spécifique en cas de rum positif;

- la troiséme éape et I'adjonction d
aimde dont le sérum et testé Cet antisrum et marqué |
Conjugue. Le conjugué se fixera sur le complexe antigéniqu e

- Les reactions ci-dessus sont révélées
I'enzyme du conjugué. A lafin de larévélation, une colora
s&rum positif tandis que les celles & srum négatif restent inc

un antissrum  spécifique de I'espece
par UNe enzyme et porte le nom de
obtenu éventudlement a I'éape 2.

par une substance chromogéne de
ion se développe dans les cupules a
plores. L'intengté de la coloraion est

proportionnelle a la quantité d anticorps fixée dans chague: ¢
a l'ade d'un spectrophotometre qui I'exprime en densité opti
seuil de positivité est éablie a la suite d'essais avec des sérums

Des lavages sont effectués entre ces éapes pour 6l
outre, les cupules sont saturées par une solution d'Albumine a

Signdons pour mémoire que les éreuves IF.I. et L
base que'ELISA, mais sont réalisées avec des antigenes
appréciés au microscope a éclarage U.V. pour ILF.L, a anp

ule.Elle et appréciée a I'oall nu ou,
ue (D.0.). LaD.O. représentant le
positifs et négatifs connus.

iner les protéines non fixéees. En
res I'étgpe 1. C'est le blocage.

I obéissent aux mémes principes de
ix€S sur lames. Leurs résultats sont
ule ordinaire pour I'LP.IL

Ces tests immunolologiques de détection des anticogps peuvent donner des informations

importantes en  matiere  d épidémiologie. Elles comportent dependant le double inconvénient de

déceler assez tardivement les anticorps (deux semaines aprés
de sgnder des anticorps persstants longtemps aprés traiteme
trois mois chez les bovins).

infestation pour la trvpanosomose) e
nt e guérison du sujet atteint (plus de
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1.2.2 - Détection des antigénes
Au cours d’'une agression trypanosomienne, des ant
(phagocytose.  antigenes  métaholiques)  sont  constamment iy
circulation sanguine. L'épreuve micro-ELISA de détection
déceler ces antigénes, qui signent la présence destrypanos,
La compréhension et la méitrise de cette épreuve représentaie:
dage. En voici le d4ail:

penes provenant de ces parasites
irés et passent en partie dans la

(I:s antigenes vise précisément a

es au moment du préévement.
ht aspect le plus important d¢ ce

- sensibiliser une plagque de microtit rage avec un anticorps monoclonal

spécifique du parasite recherché
- gouter le sérum suspect qui est Sensé
de I'anticorps de senghilisation. Laisser incuber en vue d'une réa

- Mettre @ nouveau |I’'anticorps utilisé pour

renfermer |es antigenes spécifiques
ction  antigene-anticorps  eventuelle;

la senghilisation mas marqué cette

fois avec une enzyme, pour rédiser un parfait “sandwich” de T'a
étape:

tigéne déja capturé aladeuxiéme

- révéler les réactions avec un chrompgene de I’enzyme. La suite est

identique a I'ELIS A-anticorps.
L’ avantage majeur de cette technique est qu’elle

'met de déceler des infestations

actuelles. En effet, la présence des antigénes circulants est reconnue contemporane de celle des
parasites dans |'organisme. et leur persstance post-thérapeutique est de durée relativement limitee.
En outre. cette technique permet une digtinction spécifique des tfypanosomes (Trypanosoma vivas,
1. brucei, T, congolense. eic.) Selon Tanticorps utilisé. Pourjce qui et de ses Limites. il faut
mentionner la complexité de la préparation des anticorps mompclonaux, ou leur chereté lorsqu'il
faut les acheter.

1.2.3 - Sondes A.D.N.

Un exposé sommaire nous aété fait sur cette techniqu
point en laboratoire. & qui semble vouée a un avenir certain.
I'acide désoxyrubonucléique (A.D.N.) libéré par les trypa}n
Spécifiques.

¢ actudlement a I'éa de mise au
I sajit de déceler la présence de
osomes par |’usage de sondes

1.3 - Hématologie

L'une des causes de morbidité, & méme de mortdité dans lestrvpanosomoses est ['anémie
plus ou moins sévére qui se développe chez les animaux atteintg. I est donc important de pouvoir
mesurer rapidement le degré de cette anémie. La technique la plus courante et aujourdhui la
mesure de Ihématocrite ou pourcentage volumétrique des cellulgs sanguines par rapport au sang
entier. A cette fin, on préléve du sang dans des microtubep & hématocrite, qui sont ensuite
centrifugé puis placés sur une échelle de lecture qui pennet d¢ lire ce pourcentage. Des normes
éablies pour différentes especes animales permettent alors de sg prononcer sur I'étet anémique ou
non de I'anima examiné. Pour les andyses dc groupes. un traitement stdistique des données peut
fournir de precicuses informations.
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1.4- Etude des glossines et autres vecteurs des hémoprotozooses

L'essentiel des cours d’entomologie a porté sur les glossines, principaes vertrices des
trypanosomoses. La Systématique, |a répartition géographique, la biologie, la physologie, la
reproduction ont fait I'objet d'éudes approfondies. Ains que les techniques de lutte par utilisation
d'insecticides, par le déboisement, par lacher de maes stériles, etc. En outre un survol a été fait sur
les vecteurs des autres hémoprotozooses, en particulier les tiques qui transmettent la Thelleriose, la
Babesos, la Cowdriose, efC.
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1.5 - Chimiothérapie et chimioprophylaxie de

trypanosomoses

I .es recherches menées depuis pluseurs decennies én vue de mettre au point un vaccin
conire |€S trypanosomoses n'ont pas encore donné de résulityt probant. En cas de trypanosomose

confirmée. la seule action possble demeure I'adminigtration

chimiothérapie. Cependant, des formulations améliorées Ont
protection plus ou moins longue des animaux: on parie
chimioprophylaxic. En résumé, on retiendra que le Bérén
trypanogide  chmiothérapeutique le plus largement utilisé en
dérivés de la phénanthridine (Trvpamidium, Ethidium ) o

'un médicament trvpanocide: C'est la

donné des COMposEs permettant une

alors de chimioprévention ou de

il (acéturate de Diminazene) est le

médecine veerinare? tandis que les

ont reconnus performants pour la.

chimioprévention. A signaler également que d' autres trypanocides, employés plus rarement

ayjourd’hui. demeurent néanmoins utiles, notamment pour ¢
peut citer I'Antrycide, la Quinapyramine, etc.

1.6 - Epidémiolagie

ombattre les souches résistantes. On

Un survol générd a ée fait sur I'Epidémiologie, avec les défmitions précises des différentes
composantes qui s'y ratlachent: prévalence; incidence; fréquence, etc.

Concernant les trypanosomoses animales, des schémps d'étude épidémiologique nous ont

été enseignes. qui doivent étre adaptes au tvpe d'informati
concernés, a la prévalence escomptée, aux techniques d'invest

1.7 « Xnitiatiou a I'Informatique

Des cours dinitiation au maniement des ordinateurs
été donnés. A ce e, les logicieds EPI e EDI congus pour |

n recherche. au nombre d’ animaux
dion employées, etc.

ala compréhension des logicies ont
a sase e I'interprétation rapides des

résultats des eépreuves ELISA ont fat I'objet d'explications approfondies.

Voila briévement énumeérés les chapitres qui ont fa
donnés par différents specidistes de provenances diverses.

2. TRAVAUX PRATIQUES

t I'objet d'ensdignements théoriques

Ce volet du dtage a consisté en T'applicaition pratique digs enseignements regus. |l Sest agi:

- des principdes methodes de diagnogtic (dit

animaes. avec une insgance paticuliere sur I'ELISA-Antigé
technigue de base décrite plus haut (1.2.2) ont été passées d
guident I’interprétation des résultats. On notera a ce suje §

désormais 'ABTS pour la révélation et qu'une éape de blocag;
sérums. En outre, les incubations se font maintenant sc:

température donnée. Enfin, |es témoins font I’ objet d'un exaj

dune plague detravail, ou a son acceptation si les résultats

et et indirect) des trypanosomoses
ne. Les modifications gpportées a la
n revue. ainsi que les principes qui
qu‘ un nouveau substrat remplace
: est introduite avant Tincubation des
s agitation permanente et a une
men rigoureux, qui conduit au rejet
de ces témoins sont conformes aux

exigences prédéfinies.
- de I'isolement et de la conservation des trypa

(souris, rats, chevres, ete) sont inoculés par voie intrapéritoni:

sang provenant dun animd podtif Un examen parastol

conservation est faite a -196°C, dans I'azote liquide. Le sang ¢
glycéring. Apres répartition dans des cryotubes. il est passe
+4°C, ensuite-70°C 24 a48 heures. Au bout de cetempsp

Les trypanosomes ains conserves gardent indéfiniment toutes 1

oomes, des animaux de laboratoire
¢ (LP.) avec une petite quantité de

ique quotidien permet  d gpprécier a
chaque fois le degré de parastémie pogt-inoculation. Pour les 1h
les souches aing isolées peuvent étre conservées a basses temyj

esoins des recherches en laboratoire,
ératures. En pratique courante, cette
rastémique et dilué dans un milieu
a des pdiers thermiques successifs.
nger lentement dans |'azote liquide.
curs proprietés  biologiclues.
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- de travaux d’hématologie dlant de la collecte du sang en tubes hématocrite jusqu’'a
la lecture des valeurs, en passant par le scellage des tubes et la gentrifugation.

« de séances de dissection  pour étudier les différentes localisations des
trypanosomes chez les glossines infestées.

- de manipulations informatiques pour se familiariser avec le traval au DOS & avec
I'utilisation de I'EPI et de 'EDIL

CONCLUSION

1 faut tout de suite mentionner Timportance croissante des techniques immunologiques — dans
la recherche en matiére de trypanosomose. (Ces techniques. comme indiqué ci-dessus requierent des
conditions particulieres de travall (propreté des locaux et de fla verrerie. bonne hygiéne dans les
animaleries. eau distillée de qualité, produits chimiques nombreus et également de qualité
irréprochable, enfin un personnel  compétent). Aucun de ces| domaines N'a €té perdu de vue au
cours de ce stage (préparation des différents tampons de lavage et de dilution: avec mesure
rigoureuse du pH., prélévement correct et distribution précise des quantités requises de reéactifs!
respect des temps d'incubation, etc.)

On peut donc dire que le stage a débouché sur d'importantes acquisitions scientifiques et sur
une mellleure maitrise des méthodes et techniques de lutte |contre les trypanosomoses €t leurs
veeteurs, 11 a en outre permis d'éablir des relations de travail plus étroites entre les techniciens
impliqués dans le réseau. Tout cela devrait améliorer considérablement le rendement des uns et des
autres, e déboucher sur une meilleure qualité du traval au sejn du réseau. Il reste a souhaiter que
de telles initiatives soient encouragées en vue d'une productidn scientifique plus pointue dans les
indtituts de recherches vétérinaires pour leur permettre d'apporter une contribution plus substanticlle
a la solution des problemes de pathologie animale.
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