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Les auteurs ont testé au laboratoire et sur le terrain la technique de 
double microcentrifugation proposée par KRATZER et ONDIEK 
(1989) pour le diagnostic parasitologique des trypanosomoses. Les 
limites de détection trouvées ne sont pas aussi basses que celles 
indiauées nar les auteurs initiaux mais montrent néanmoins une 
meilleure iensibilité que la simple microcentrifugation pour les trois 
espèces Ttypanosoma brucei, T. congolense et T. vivax. Facile à 
mettre en oeuvre sur le terrain, cette technique est recommandée, 
notamment nour des enauêtes énidémioioeiaues. Un nrotocoie et une 
liste du mat&iel nécessai;e sont hrdiqués. Mois clés : l?ypanosomose - 
Trvoanosoma brucei - T. conpolense - T. vivax - Diagnostic - Double 
mi&ocentrifugation. 

INTRODUCTION 

Le seul diagnostic de certitude pour les trypanosomo- 
ses est la mise en évidence du parasite dans un des 
liquides biologiques ‘de l’hôte : sang, suc ganglion- 
naire ou liquide céphalo-rachidien notamment. Pour 
les examens sanguins, si l’on excepte l’inoculation à 
la souris, méthode surtout sensible pour Trypanosoma 
brucei brucei (8), les deux techniques les plus sensi- 
bles sont : 

-la filtration sur mini-colonne de DEAE-cellulose (6), 
délicate, surtout employée pour le dépistage de cas de 
maladie du sommeil chez l’homme (5) ; 

- la centrifugation différentielle en tubes capillaires 
(10). D’abord utilisée pour la détection des trypanoso- 
mes aviaires (l), puis adaptée au diagnostic de la 
trypanosomose humaine par WOO (1 l), elle a été 
adaptée par MURRAY et a/. (7) au diagnostic des 
trypanosomoses animales. C’est sans doute, à l’heure 
actuelle, la plus employée, donnant à la fois la valeur 
de I’hématocrite et permettant un examen parasitolo- 
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gique plus sensible que le simple état frais ou ,la 
goutte épaisse (8). 

Dans une précédente expérimentation (3), en exami- 
nant l’interface plasma-cellules en constraste de 
phase entre lames et lamelles après centrifugation en 
tubes capillaires (7) le seuil de détection de T. 
congolense chez les bovins a été situé à environ 103 
trypanosomes par millilitre. 

Pour augmenter ce seuil de détection, suite aux 
travaux de BOCQUENTIN sur T. b. evansi (2) et de VAN 
MEIRVENNE et AERTS sur T. brucei (9), une méthode 
de lyse des globules rouges par un détergent suivie 
d’une centrifugation (3) a été proposée. Donnant de 
bons résultats au laboratoire, cette technique est 
difficile à mettre en oeuvre sur le terrain. 

KRATZER et ONDIEK (4) ont proposé, au même 
moment, une technique très simple de double centrifu- 
gation de l’interface plasma-cellules. 

La présente étude rapporte les résultats obtenus avec 
cette dernière technique, dénommée double micro- 
centrifugation, au laboratoire et sur le terrain, en 
précisant les seuils de sensibilité pour T. congolense, 
T. brucei et T. vivax. La techniaue classiaue de 
MURRAY et a/. (7), réalisée en comparaison, 
dénommée par la suite simple microcentrifugation. 

MATÉRIEL ET MÉTHODE 

sera 

Souches de trypanosomes 

Les trois souches suivantes ont été utilisées pour 
l’étude au laboratoire : 

- T. congolense Karankasso/83/CRTA/57, isolée sur 
zébu dans la région de Bobo-Dioulasso ; 

- T, vivax Banan/87/CRTA/107, isolée sur zébu à la 
ferme du CRTA à Banankélédaga, et qui se développe 
bien sur la souris ; 

- T, brucei Gaoua/89/CRTA/262, isolée sur taurin 
Baoulé dans la région de Gaoua. 
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Bovins RÉSULTATS 

Pour une étude expérimentale in vivo, dix taurins 
Baoulé ont été infectés par transmission mécanique à 
la seringue avec la souche Karankasso. Les prélève- 
ments sanguins à la jugulaire sur tubes héparinés ont 
été répétés tous les trois jours. 

Le travail sur le terrain a consisté, lors d’une enquête 
épidémiologique en pays Lobi (Burkina Faso), à effec- 
tuer 188 prélèvements sanguins à la jugulaire sur le 
cheptel bovin de cette région. 

Détermination des seuils de détection 

Pour chaque souche de trypanosomes, les résultats 
sont rapportés sur les figures 1 à 3. Chaque figure 
représente la moyenne de 7 répétitions et indique les 
résultats obtenus pour la double microcentrifugation 
en comparaison avec la simple microcentrifugation 
WC). 

Préparation des suspensions 
de trypanosomes 

Le sang prélevé à I’acmé de la parasitémie chez les 
souris par ponction intracardiaque est incubé 10 min 
à la température ambiante en présence de 10 p. 100 
de phytohémagglutinine (PHA). Après centrifugation 
(10 min à 100 g), les trypanosomes contenus dans le 
surnageant sont dénombrés en cellules de Neubauer. 
Une gamme de 9 dilutions comprises entre 33 et 106 
parasites par millilitre de sang est obtenue en ajoutant 
des trypanosomes à 5 ml de sang d’un bovin non 
parasité et ne contenant pas d’anticorps anti-trypano- 
somes. 

Technique de double microcentrifugation 

Nbre de trypanosomes par ml 

0 Simple MC I Double MC 

Fig. 1 : Sensibilité comparée de la simple et de la double microcentrtfu- ~ 
gation (MC) pour Trypanosoma brucei. Les taux de détection indiqués 
sont, pour chaque concentration deparasites, la moyenne de 7gammes 
de dilution. 

~ 
1, 

II faut, pour la réaliser, centrifuger 1,5 ml de sang dans 
des tubes Eppendorf à 12 500 tours par minute pen- 
dant 3 min au moins. L’interface globules rouges- 
plasma ainsi obtenu est alors aspiré dans des tubes 
capillaires puis centrifugé également à 12 500 t/min 
pendant 3 min. L’examen microscopique du nouvel 
interface se fait entre lame et lamelle au microscope à 
contraste de phase selon la technique décrite par 
MURRAY et a/. (7). Le protocole de la technique de 
double microcentrifugation est donné en annexe 1. 

Annexe 1 : Protocole de la double microcentrifugation adapté de 
KRATZER et ONDIEK (4). 

l 
l 

. ...<... . . . . . . *... . . . . . . . ...< . . . . . . . . 

1. PROTOCOLE DOUBLE MICBclCENTRIFUGATION 
adapte de KRATZER et ONDIEK (4 1. 

* Pr6l&vement sang jugulaire sur tube hGparin6 

* I&re centrifugation 1.5 ml en tube Eppendarf 
12500 tpm / 3 mn 

Nbre de trypanosomes par ml 

OSimple MC -Double MC 

Fig. 2 :Sensibilité comparée de la simple et de la double microcentrifu- 
gation (MC) pour Trypanosoma congolense. 

* Aspiration interface cellules/plasma dans 1 tube 
microhématocrite 

* 2&me centrifugation microhknatocrlte 
12500 tpm / 3 mn 

* Section tube microh&matocrlte 

* Expression sui lame de l'interface cellules/plasma 

* Examen au microscope a contraste de phase ou a fond 
noir (oculaire x10, objectif x25) 

Pour T. brucei, la simple MC détecte 100 p. 100 des 
parasitémies à 103 parasites par ml et 85,7 p., 100 des 
parasitémies à 500 parasites par ml, mais elle ne 
détecte plus de parasitémies positives pour des 
concentrations inférieures. 

En revanche, la double MC détecte 100 p. 100 des 
parasitémies positives jusqu’à une concentration de 
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Nbre de trypanosomes par ml 

USimpIe MC œ Double MC 

Fig. 3 :Sensibilité comparée de la simple et de la double microcentrifu- 
gation (MC) pour Trypanosoma vivax. 

250 parasites par ml. A 125 parasites par ml, 
85,7 p. 100 des parasitémies sont encore détectés. 

Pour T. congolense, simple et double MC sont Iégère- 
ment moins sensibles que pour T brucei Mais à 500 
parasites par ml, la double MC détecte 100 p. 100 des 
parasitémies alors que la simple MC n’en détecte 
aucune. A 125 parasites par ml, la double MC détecte 
encore 57,l p. 100 des parasitémies. 

Pour T. vivax, à 103 parasites par ml, simple et double 
MC détectent respectivement 57,l p. 100 et 100 p. 100 
des parasitémies. Ensuite, la sensibilité décroît régu- 
lièrement. A 66 parasites par ml, la double MC a 
détecté une parasitémie sur sept (14,3 p. 100) alors 
que dès 125 parasites par ml, la simple MC ne détecte 
plus de parasitémies positives. 

Le tableau I indique, pour chaque espèce de trypano- 
some, la concentration de parasites donnant 100 ou 
50 p. 100 de détection par simple ou double centrifu- 
gation. 

TABLEAU I Nombre de parasites par ml nécessaires pour 
détecter 100 ou 50 p. 100 des parasitémies par simple (S~UC) 
ou double (dMC) microcentrifugation. 

100 p. 100 50 100 p. 

sMC dMC sMC dMC 

T. brucei 103 250 500 125 

T. congolense 104 500 104 125 

T. vivax 104 103 103 250 

Infection expérimentale 

A l’occasion du suivi parasitologique de 10 taurins 
Baoulé infectés par T. congolense, 300 prélèvements 
ont été trouvés positifs avec la répartition suivante : 
sMC seule : 3 ; dMC seule : 17 ; sMC + ,dMC : 280 

Enquête épidémiologique 

Lors d’une enquête en pays Lobi (Burkina Faso), dix- 
huit troupeaux ou groupements d’animaux ont été 
visités et 188 prélèvements effectués. Les examens 
parasitologiques, simple et double microcentrifuga- 
tions, ont été réalisés sur le terrain moins de 3 heures 
après le prélèvement, les échantillons étant gardés au 
frais en glacière. II a été trouvé 62 parasitémies 
positives (tabl. II). 

TABLEA U II Résultats des examens parasitologiques. 

Si l’on ne considère que les trypanosomes pathogènes 
(T. vivax, T. congolense, T. brucy), on constate que la 
sMC détecte 7 parasitémies alors que la dMC en 
détecte 10 sur 11 positives. 

DISCUSSION 

Le diagnostic parasitologique des trypanosomes chez 
les animaux domestiques est difficile en raison de la 
rareté des parasites et des fluctuations des parasite- 
mies. Aussi est-on à la recherche d’un test le plus 
sensible possible tout en restant facile à réaliser sur le 
terrrain et peu coûteux. 

Le test le plus utilisé au laboratoire et sur le terrain est 
la simple microcentrifugation avec examen en 
contraste de phase ou fond noir de l’interface cellules- 
plasma d’un tube microhématocrite centrifugé pro- 
posé par MURRAY et a/. (7). Ils précisent que les 
trypanosomes peuvent être détectés à ‘une concentra- 
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tion comprise entre 102 et 103 parasites par ml. Outre 
le petit matériel usuel, cette technique nécessite une 
centrifugeuse à microhématocrite et un microscope 
équipé pour l’examen en fond noir ou contraste de 
phase (annexe 2). 

Annexe 2 : Matériel nécessaire. 

II. MATERIEL NECESSAIRE! : 

Tubes a prél&vements héparln4s (type Vacutainerl 

Tubes Eppendorf 1,5 ml 

Tubes mlcrohématocrites et plasticlne 

Centrifugeuse mlcroh6matocrite / tubes Eppendorf 

Microscope équipé en fond noir (moins onéreux) ou en 
contraste de phase 

Lames, lamelles, pointe diamant pour couper les 
microtubes 

KRATZER et ONDIEK (4) ont proposé une amélioration 
de ce test en réalisant une double centrifugation. 
D’abord centrifugation d’un volume de 1,5 ml en tube 
Eppendorf puis, après récupération (phase critique) 
de l’interface cellules-plasma en tube microhémato- 
crite, centrifugation de ce dernier et examen comme 
dans le test précédent. 

Certaines centrifugeuses* permettent d’effectuer la 
manipulation, sur un même plateau, des tubes héma- 
tocrites et des tubes Eppendorf. Cette technique ne 
demande donc pas plus de matériel que la simple 
microcentrifugation. 
La nécessité de disposer d’un volume de 1,5 ml de 
sang oblige à prélever à la jugulaire et non à l’oreille. 
Cependant, ce type de prélèvement est couramment 
réalisé pour disposer de sérum ou de plasma, et les 
tubes hématocrites peuvent être remplis à partir du 
sang prélevé. La charge de travail n’est donc pas 
augmentée, de même que le matériel s’il est bien 
choisi. 

KRATZER et ONDIEK (4) indiquent comme limites de 
détection : 15 parasites par ml pour T. congolense et 

VERY (P.), BOCQUENTIN (R.), DUVALLET (G.). Sensitivity of 
double microcentrifugation for parasitological diagnosis of trypanoso- 
mes. Revue hev. Méd. vét. Pays trop., 1990, 43 (3) : 325-329 

The double microcentrifugation technique, described by KRATZER 
and ONDIEK (1989) for the parasitological diagnosis of trypanosomes, 
has been tested both in the laboratory and in the field. The limits of 
detection obtained here were not as low as those described in the 
original experiment, but the sensitivity of this technique for the 
detection of Trypanosoma brucei, T. congolense and T. vivax was 
better than the phase contrast buffy coat method. This technique, 
which is easy to apply in the field, is highly recommended, especially 
for epidemiological surveys. A protocol and a list of equipment are 
included. Key words : Trypanosomoses - Trypanosoma brucei - T. 
congolense - T. vivax - Diagnosis - Double microcentrifugation. 

* Hawksley’ and Sons Ltd., Marlborough Road, Lancing, y. 
Sussex, 6~15 ~TN, England. Modèle MCH (Micro Haematocr~t 
Centrifuge) avec Combination Rotor. 
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T. vivax et 20 parasites par ml pour T. brucei et T. 
e vansi. 

Les présents résultats ne montrent pas de limites 
aussi basses inais indiquent néanmoins que le gain en 
sensibilité par rappport aux autres méthodes est 
important. Pour l’ensemble des trypanosomes testés 
au laboratoire (T brucei, T. congolense, T. vivat), la 
simple microcentrifugation détecte 4,8 p. 100 des 
parasitémies (1 sur 21) à 250 parasites par ml et 
seulement 23,8 p, 100 des parasitémies à 500 parasites 
par ml. La double microcentrifugation détecte 
4,8 p. 100 des parasitémies (1 sur 21) à 66 parasites 
par ml et 61,9 p. 100 des parasitémies à 125 parasites 
par ml. 

Son utilisation lors d’une infection expérimentale et à I 
l’occasion d’une enquête épidémiologique sur le ter- 
rain a permis de trouver des parasitémies positives 
non détectées par la simple microcentrifugation. : 

CONCLUSION 

La technique de double microcentrifugation proposée 
par KRATZER et ONDIEK (4) a été testée en laboratoire 
et sur le terrain en vue d’établir le diagnostic parasito- 
logique des trypanosomes. 

Avec un équipement similaire à la simple microcentri- 
fugation, le gain en sensibilité est important. Cette 
technique est donc fortement recommandée, en parti- 
culier lors d’enquêtes épidémiologiques sur le terrain. 

REMERCIEMENTS 

Nous remercions toute l’équipe du CRTA qui nous a 
aidés sur le terrain lors de l’enquête épidémiologique, 
le Dr P.H. CLAUSEN pour la lecture du manuscrit et le 
Dr R. GIDEL, directeur du CRTA, pour la lecture du 
manuscrit et l’autorisation de publication. 

VERY (P.), BOCQUENTIN (R.), DUVALLET (G.). Sensibilidad de 
la doble microcentrifugacih para la busqueda de tripanosomos. 
Revue Élev. Méd. vét. Pays trop., 1990, 43 (3) :325-329 

Los autores comprobaron en laboratorio y sobre terreno la técnica de 
doble microcentrifugaci6n propuesta por KRATZER y ONDIEK 
(1989) para el diagmktico parasitobjgico de 10s tripanosomos. No son 
tan bajos 10s limites de deteccion encontrados como 10s indicados por 
10s autores initiales sino muestran sin embargo una mejor sensibilidad 
que al simple microcentrifugaci6n para las tres especies : Trypanosoma 
brucei, T. congolense y T. vivax. Se aconseja dicha técnica, facil de 
utilizacion sobre terreno, en particular para encuestas epidemiol6gi- 
cas. Se indican el modo de empleo y una lista del material necesario. 
Palabras claves : Tripanosomosis - Trypanosoma brucei - T. congo- 
lense - T. vivax - Diagnostic0 - Doble microcentrifugacih. 
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