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La cinétique des anticorps anti-trypanosomes a été étudiée en immu-
nofluorescence indirecte (IFI) et en ELISA chez des bovins infectés
expérimentalement par Trypanosoma congolense ou naturellement
dans une zone a forte pression glossinaire. Les anticorps ne sont plus
décelables dans le plasma des animaux 4 mois apres le traitement en
utilisant la technique ELISA et 6 mois aprés en utilisant la technique
IFL. Ces résultats présentent un intérét épidémiologique. En effet, il
apparait possible d’affirmer que des sérums positifs correspondent a
des infections actives, en 1’absence de réaction croisée, s’il n’y a pas
eu de traitement trypanocide depuis 4 ou 6 mois, selon la technique
utilisée. Mots clés : Bovin - Trypanosomose - Trypanosoma congolense
Anticorps - Immunofluorescence indirecte - ELISA - Trypanocide.

INTRODUCTION
|

En Afrique, la trypanosomose est une cause importante
de morbidité et de mortalité chez les bovins domestiques
dans les zones infestées de glossines.

La mise en évidence du parasite dans un des milieux bio-
logiques de I'animal est le seul diagnostic de certidude,
mais les techniques de parasitologie actuellement dispo-
nibles sont peu sensibles.

La détection d’anticorps anti-trypanosomes par une
méthode immunologique est beaucoup plus sensible. Les
techniques les plus utilisées sont PELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) et 'lFl {immunofluorescence indi-
recte) mais leur interprétation, dans le cadre d'enquétes
épidémiologiques, est difficile. Une réponse positive peut
étre le résultat d’'une réaction croisée avec d’autres anti-
génes, d’'une infection active ou bien d’une cicatrice
immunologique suite a un traitement trypanocide ou ''ne
guérison sponianée.

Une réponse partielle a ces questions est apportée par
I'étude de la cinétique des anticorps anti-trypanosomes
aprés traitement trypanocide chez des bovins infectés
expérimentatement par Trypanosoma congolense et des
bovins infectés naturellement.
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trypanocide chez des bovins infectés
expérimentalement ou naturellement.
Intérét épidémiologique

MATERIEL ET METHODE
|

Bovins

Pour l'infection expérimentale n° 1, dénommée TC5,
5 zébus et 9 taurins Baoulé nés au CRTA et élevés dans
une étable sous moustiquaire, a I'abri de toute piqlre de
vecteur, ont été infectés cycliquement, a I'dge de 10-
12 mois, avec Glossina morsitans submorsitans (femelles
issues de la colonie du CRTA). Six animaux non infectés
étaient conservés comme témoin.

Aprés étude de I'évolution de l'infection chez ces animaux
(4), ceux-ci ont été traités au Beérénil'® (acéturate de dimi-
nazéne, 7 mg/kg). Le traitement correspond, suivant les
animaux, aux jours 80 a 93 apres l'infection. Les animaux
témoins ont également été soumis au traitement.

Pour l'infection expérimentale n° 2, dénommée R1, 5 tau-
reaux de race Baoulé, agés de 6 a 7 ans, ont été infectés
par injection sous-cutanée de 10* T. congolense du stock
Karankasso/83/CRTA/57. Un autre taureau de méme age
est conservé comme témoin.

Apres étude de l'impact de cette trypanosomose sur leur
fonction sexuelle (3), ces animaux ont été traités
147 jours aprés l'infection (Bérénil*®, 7 mg/kg). Des prélé-
vements de plasma ont été réalisés juqu'au jour 98 aprés
le traitement. ‘

Pour Pinfection naturelle, les bovins ont été choisis parmi
les animaux placés, pour une expérience de sélection,
dans une zone a forte pression glossinaire (2). A la fin de
cette expérience, les animaux ont été traités (Bérénil*,
7 mg/kg) et ramenés a la ferme de Banankélédaga, a
l'abri de réinfections. Les animaux choisis n'ont pas pré-
senté de rechute apreés ie traitement.

Trypanosomes

Pour les infections expérimentales, il a été utilisé un clone
de T. congolense (n° 12 du 24.01.86) provenant du stock
Karankasso/83/CRTA/57, isolé pres de Bobo-Dioulasso.
Ce stock a déja été utilisé au CRTA sur un modeéle murin
d'étude de la trypanotolérance (6). -
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Cinétique des anticorps

Aprés le traitement trypanocide, du plasma a été prélevé
sur les bovins a intervalles variables suivant les expéri-
mentations et conservé au congélateur (— 20 °C).

La cinétique des anticorps a été étudiée par IFI et ELISA.
La réaction d'IFl est réalisée suivant un protocole habituel,
sur frottis de sang de souris parasitées par T. congolense
(stock Karankasso/83/CRTA/57). Le conjugué fluorescent
utilisé est un sérum de mouton anti-lgG bovines, marqué a
la fluorescéine (Serotec). La lecture est faite avec un
microscope Orthoplan (Leitz) équipé du systéme optique
suivant : objectif x 40, oculaire x 6,3, lampe a vapeur de
mercure HBO-100 et illuminateur de Ploem (Ploemopak 2)
muni des filtres spécifiques pour la fluorescéine.

La réaction ELISA est réalisée suivant un protocole optimi-
sé déja décrit (1). L’antigéne pour cette réaction est prépa-
ré a partir du méme stock que I'lFl. La lecture est faite sur
un appareil Titertek Multiskan™ muni d’un filtre a 405 nm.

RESULTATS
]

Immunofluorescence

Les résultats de l'infection expéerimentale n° 1 (TC5) sont
regroupés dans le tableau | en fonction du titre observé.
Ceci permet de calculer, pour chaque jour de préléve-
ment, la moyenne géométrique des titres (MGT) selon Ia
formule de WAUGH (7) :

MGT = antilog 3, f(logx)/N

x = titre en anticorps, f = nombre de sérums par titre, N =
nombre total de sérums.

La colonne MGT donne le résultat pour 'ensemble des
14 animaux jusqu’au jour 32, puis 13 en raison de la mort
du zébu n° 708 au jour 46 aprés traitement. Les colonnes
suivantes indiquent la MGT calculée pour les zébus et
pour les taurins Baoulé séparément.

TABLEAU I Distribution des sérums de linfection n° 1
en fonction du titre observé en IFI et du jour aprés le traite-
ment. Calcul de la moyenne géométrique des titres (MGT).

Titre
Nbre MGT | MGT
Jour 6401320 160 | 80 | 40| 20 sérums MET zeébus | Baoulé
1 371 4[0|0f0O 14 305 | 320 | 296
11 o7 33|10 14 177 | 243 148
32 0124151310 14 102 53 148
60 0] 0] 0|8|5]0 13 61 57 63
88 0 0 0 71610 13 58 57 59
116 ool of[4]|6]3 13 42 48 40
144 o0l 0f[2!8]3 13 | 38 40 37
179 0] 0] 0076 13 29 34 27

480

400

300

200

Titres en IFI

100

144 179

1 11 32 60 88 116
Jours gprés traitement
H MGT Total [J MGT Zébus BB MGT Baoulé
— Seuil + - Seuil +/— )

Fig. I : Cinétique des anticorps en IFI aprés traitement trypanocide & JO
(infection n° ‘1). '

Ces résultats sont présentés sur Ié figure 1 ou sont indi-
qués les seuils de positivité (1/80) et de suspicion (1/40)
déterminés par le laboratoire.

Les titres en anticorps chutent rapidement aprés le traite-
ment et deviennent inférieurs au seuil de positivité dés le
jour 60 et négatifs dés le jour 144. Les animaux témoins:
n’ont jamais montré de titre supérieur a 20. |

Les résultats de l'infection expérimentale n° 2 (R1) sont
regroupés dans le tableau Il et la figure 2. Les 5 animaux

TABLEAU II Distribution des sérums de linfection n° 2
en fonction du ftitre observé en IFI et du jour aprés le traite-'
ment. Calcul de la MGT. ‘

Titre
Jour ‘ oore | MGt
640 | 320 | 160 | 80| 40| 20
-7 2 2 1 6o|(0]| 0 5 368
0 4 0 1 oj0} 0 5 485
7 4 1 0|0|0}.0 5 557
28 2 11 210]0]|.0 5 : 320
63 | 1| 1| 20| 1]0 5 184
8 | 1| 1] 10|20 5 139
600
500
i 400
E 300
i"_E 200
100
0
-7 0 7 28 63 98
Jours oprés traitement
B MCT Total .— Seuil + ==~ Seuil +/—

Fig. 2 : Cinétique des amicérps en IFI aprés traitement trypanocide a JO
(infection n° 2). .
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infectés ont pu étre suivis jusqu’au jour 98 seulement
apres traitement, pour des raisons logistiques. La MGT
chute aprés le jour 7 post-traitement et atteint la valeur
139 au jour 98. L'animal témoin n’a pas montré de titre
supérieur a 20 tout au long du suivi.

Les résultats de l'infection naturelle sont regroupés dans
le tableau 1l et la figure 3. Dix animaux ont pu étre préle-
vés 3 jours avant le traitement et 90 jours aprés. Trois
animaux l'ont été 105 et 113 jours aprés traitement, puis
deux ont été suivis jusqu’au jour 171. La MGT chute
aprés fe traitement pour atteindre le seuil de positivité
(titre 80) au jour 163.

TABLEAU IIl Distribution des sérums de Dinfection natu-
relle en fonction du titre observé en IFI et du jour aprés le
traitement, Calcul de la MGT.

PROTOZOOLOGIE

TABLEAU IV Mesure de la densité optique en ELISA a
deux dates (avant et aprés traitement trypanoczde) pour 6 ani-
maux non infectés de ’expérience n° 1.

Jour Effectif Moyenne Ecart-type
-10 6 0,330 0,077
206 6 0,281 0,084

obtenues sont bien inférieures aux seuils de suspicion
(0,500) et de positivité (0,600) déterminés par le Iabora-
toire (1).

Le tableau V donne les résultats pour les animaux infec-
tés de I'expérience TC5. La premiere valeur correspond a
un prélevement réalisé 10 jours avant le traitement trypa-
nocide, les valeurs suivantes s’échelonnent de 1 a
206 jours aprés le traitement. Les' valeurs de DO obte-
nues chutent aprés le traitement et sont inférieures au
seuil de suspicion dés le jour 116.

TABLEAU V Mesure de la densité optique en ELISA en
Sfonction de la date aprés le traitement pour les animaux de

Titre
Jour Sg‘,ﬂ’rﬁs MGT
640 | 320|160 | 80| 40| 20
-3 4 3 3 0oj0] o0 10 343
90 1 1 6 2/01]0 10 171
105 0 1 0 1(1]0 3 101
113 0 0 1 2/10]0 3 101
163 0 0 0 2(0] 0 2 80
171 0 0 0 11110 2 57
400
300
[[S
; 200
:E
100
0
-3 90 105 113 163 171
Jours aprés troitement
BB MGT Total — Seuil + -- Seuil +/—

Fig. 3 : Cinétique des anticorps en IFI aprés traitement trypanocide a J0
(infection n° 3).

ELISA

La cinétique des anticorps aprés traitement a été étudiée
par la technique ELISA sur des animaux de I'expérience
TC5 (13 jusqu’au jour 32, 12 ensuite), 5 animaux de
I'expérience R1 et 10 animaux de I'expérience d’infection
naturelle.

De plus, les 6 animaux non infectés de I'expérience TC5
ont été prélevés a deux dates différentes comme témoin
négatif (tabl. IV). Les moyennes de densité optique (DO)

linfection n° 1.

Jour Effectif Moyenne Ecart-type -
-10 13 0,866 0,156

1 13 0,784 0,190

32 13 0,702 0,144

60 12 0,579 0,127
116 12 0,423 0,164
206 12 0,354 0,076

Le tableau VI donne les résultats pour les animaux de

'expérience R1. La moyenne des DO devient inférieure

au seuil de suspicion dés le jour 98.

TABLEAU VI Mesure de la densité optique en ELISA en

fonction de la date apreés le traitement pour les animaux de
Uinfection n° 2.

Jour Effectif Moyenne Ecart-type
-7 5 1,007 0,232
0 5 0,944 0,208
7 5 0,924 0,253
28 5 0,816 0,107
63 5 0,680 0,134
98 5 0,461 0,107

Le tableau VI donne les résultats pour les animaux infec-
tés naturellement. Dans ce cas, la moyenne des DO
chute rapidement apres le traitement et est inférieure au
seuil de suspicion des le jour 90.
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TABLEAU VII Mesure de la densité optique en ELISA en
fonction de la date aprés le traitement pour les animaux de
Dinfection naturelle.

Jour Effectif Moyenne Ecart-type
-3 10 1,004 0,152
90 10 0,371 0,110
105 3 0,352 0,027
113 2 0,310 0,095

124 2 0,298 0,051
164 2 0,215 0,053
171 2 0,222 0,095

La figure 4 représente I'ensemble des résultats en pre-
nant, pour chaque expérience, les valeurs moyennes
obtenues. Les valeurs seuils de DO indiquées permettent
de vérifier qu'au-dela du jour 100 les valeurs moyennes
de DO sont inférieures au seuil de suspicion.

1.0 B Témoins infection TC5
0,9 @ |Infection expérimentale TC5
0.8 A Infection expérimentale R1
§ 0 Infection naturelle
g07 ) .
'g T Traitement trypanocide JO
E 06
2
oI R AREEEEELERA NS \PA Rt
0.4
0,3 = "
0.2 5 50 160 150 200 250

Jours aprés traitement

Fig. 4 : Cinétique des anticorps eni ELISA aprés traitement trypanocide
pour les infections expérimentales n® 1 (TC5) et n°2 (RI) et I'infection
naturelle.

DISCUSSION
|

L'étude de la cinétique et de la détection des anticorps
anti-trypanosomes a la suite d’'un traitement trypanocide
chez des bovins a été réalisée par les techniques
d’'immunofluorescence indirecte et d’ELISA, en utilisant
comme antigéne un stock de Trypanosoma congolense..
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Les seuils de suspicion et de positivité retenus pour la
technique IFI sont, respectivement, les titres 40 et 80.
Pour la technique ELISA, les valeurs de DO correspon-
dantes sont 0,500 et 0,600 (1).

Dans ces conditions, la technique ELISA apparait plus
sensible pour analyser la chute des anticorps aprés traite-
ment. En effet, pour les infections expérimentales n° 1 et
n° 2 et l'infection naturelle, les sérums deviennent néga-
tifs des les jours 116, 98 et 90 respectivement, alors
gu’avec la technique IFI les valeurs correspondantes sont
114, puis supérieures a 98 et a 171 respectivement. Pour
des raisons logistiques, les observations ont été stoppées
aux jours 98 et 171 pour l'infection expérimentale n° 2 et
l'infection naturelle. ‘

CONCLUSION

Ces résultats présentent un intérét épidémiologique. En

effet, lors d’enquétes sérologiques sur le terrain, dans

des zones ou les traitements trypanocides sont rares (cas
des zones d’élevage du bétail trypanotolérant), il apparait
possible d’affirmer, en I'absence de réactions croisées
avec d’autres antigénes, que des sérums positifs corres-
pondent a des infections actives. Cela peut étre affirmé
en I'absence de traitement trypanocide depuis 4 mois par
la technique ELISA, et 6 mois par la technique IFI.

lls sont en accord avec ceux de ZWART et al. (8) et Ieé
observations de JONGEJAN et al. (5). 1

Des recherches sont actuellement en cours pour étudier
I’éventualité de réactions croisées en IF| et/ou ELISA
avec d’autres parasites, en particulier Trypanosoma thei-
leri, fréquemment rencontré dans la zone d'étude.
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BOCQUENTIN (R.), VERY (P.), DUVALLET (G.). Kinetics of antibo-
dies after a trypanocid treatment in experimentally or naturally infected
cattle. Epidemiology interest. Revue Elev. Méd. vét. Pays trop., 1990, 43
(4) : 479-483

The Kkinetics of anti-trypanosome antibodies was studied by indirect
immunofluorescence (IFI) and ELISA tests in cattle experimentally
infected by Trypanosoma congolense or naturally infected in an area
with a great tsetse pressure. The antibodies were not discerned in the
plasma of the animals four months after the ELISA test and six
months after with the IFI method. These results are of epidemiologi-
cal interest. In fact, it is likely that the positive sera corresponded to
an active infection (in the absence of a cross reaction) if no trypano-
cid treatment had been applied for 4 or 6 months in accordance with
the technique used. Key words : Cattle - Trypansomosis - Trypanosoma
congolense - Antibody - Indirect immunofluorescence test - ELISA -
Tripanocid.
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