Retour au menu

Communication

Diagnostic de Babesia bigemina
avec le test a 'immunoperoxydase
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Une méthode de diagnostic sérologique de Babesia bigemina par
I’immunoperoxydase a été mise au point ; des lames d’antigéne ont été
réalisées a partir de sang parasité par B. bigemina et conservées a — 20 "C.
Cent soixante-cing sérums ont été testés en comparant Je test 4 1’immuno-
peroxydase A I’immunofluorescence indirecte. Une coincidence de
95 p. 100 a été observée entre les deux tests, ainsi qu’une spécificité rela-
tive de 95,5 p. 100 et une sensibilité relative de 94,8 p. 100 pour le test a
I’immunoperoxydase, avec une valeur prédictive positive de 96,8 p. 100.
Les résultats démontrent 1’efficacité de ce test pour détecter les anticorps
contre B. bigemina.
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Introduction

A Cuba, la babésiose bovine due & Babesia bovis et a B.
bigemina, est une des principales causes de mortalité
chez les bovins adultes. Le diagnostic est réalisé par
I'observation des parasites sur des frottis de sang.
Cependant, lors d’'infections chroniques la parasitémie est
si basse que I'examen de frottis est peu efficace. Par
contre, les tests sérologiques permettent de détecter les
anticorps.

Le test d'immunoflucrescence indirecte (IFI) est un test
sérologique tres sensible pour le diagnostic de B. bigemi-
na (7) mais il pose des probléemes de spécificité et de
subjectivité dans l'interprétation des résultats (3). Des
tests ELISA sur lame (2, 4) ont été mis au point pour
Babesia bovis, montrant une bonne efficacité et une facili-
té d’exécution. Le présent travail présente la mise au
point du test & 'immunoperoxydase (IP) pour détecter les
anticorps contre B. bigemina.
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Matériel et Méthodes

Préparation de I'antigéne L

La méthode a été décrite par Alonso et al. (1). Du sang
infecté avec une parasitémie d’environ 4,3 p. 100 est lave
4 fois avec du PBS. Les globules rouges sont dilués pour

donner une dilution finale de 30 p. 100 de globules !

rouges dans du PBS avec 3,5 p. 100 d’alumine bovine.

Les lames sont frottées rapidement avec du PBS + ]

3,5 p. 100 d’albumine bovine pour faciliter I'étalement des -

globules rouges infectés. Les globules rouges sont étalés ' !

grace a une centrifugeuse avec porte-lames a 2 000 t/min
pendant 20 secondes pour obtenir un étalement homoge- |

ne. Les lames sont séchées 3 & 5 minutes a 56 ‘C, puis
enveloppées et conservées a — 20 "C. ‘

Sérums B
Cent soixante-cing sérums ont été comparés par le test a 33
'IP et par I'lFI : !

- 27 témoins : 8 positifs vis-a-vis de B. bigemina, obtenus -
d’animaux infectés expérimentalement ; 8 négatifs prove- !

hant de veaux splénectomisés qui n‘ont pas développé : -

de parasitémie ; 11 séropositifs vis-a-vis d'autres hémo-
parasites (Theileria sp., Anaplasma sp., B. bovis) ; |
- 138 provenant de fermes ou la babésiose a été dia-
gnostiquée sur des frottis.

Congugués

Pour le test IP, une immunoglobuline-anti-IgG bovine
obtenue sur lapin et conjuguée a la peroxydase a été utili- .
sée & une dilution de 1 : 500, et pour I'lFl, une immuno-

globuline anti-lgG bovine conjuguée a l'isothiocyanate de -
fluorescéine diluée & 1 : 400 a été utilisée. 3 i

Substrats

Pour le test IP, les substrats étaient la 3-3 diaminobenzi- ‘
dine et le 4 chloro 1 naphtol. ‘

Réalisation‘du test IP ‘ |

Chaque lame d’antigéne a été divisée en 12 comparti- |
ments avec un crayon marqueur et, dans chaque com- |
partiment a été placé un papier filtre rond imprégné de
sérum dilué. Les sérums témoins sont dilués au 1/100, .
1/200, 1/400 et 1/800. Les sérums sont incubés a 37 °C
pendant 30 min. Les lames sont lavées 3 fois avec du
PBS et le conjugué ajouté en deux dilutions au 1/250 et

1/500. Une nouvelle incubation a 37 'C se déroule en :
2 temps différents pour déterminer quel est le meilleur (30 -
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et 45 min). Aprés un nouveau lavage avec le PBS, 2 sub-
strats sont comparés (la diaminobenzidine et le 4 chloro
1 naphtol), avec une incubation de 30 min 4 37 °C et &
température ambiante. La réaction est stoppée par un
lavage a I'eau distillée, les lames montées avec de la gly-
cérine tamponnée puis examinées avec un microscope
optique équipé d'un objectif 100 x & immersion.

Test IFI

C’est un test classique ol les sérums sont dilués au
1/100 et le conjugué au 1/400.

Reproductibilité du test IP

Le test a été répété 5 fois avec les sérums témoins.

Sensibilité, spécificité et valeur prédictive

Ces valeurs ont été calculées en comparant les deux
tests et en utilisant la formule établie pour la validation
des tests diagnostiques (6).

Résultats

Pour standardiser le test IP, les meilleurs résultats furent
obtenus avec une dilution du sérum au 1/200 et un temps
d’incubation de 30 minutes, et une dilution du conjugué
au 1/500 et un temps d’incubation de 45 minutes. Le sub-
strat 4 chloro 1 naphtol a permis une meilleure différen-
tiation des sérums positifs et négatifs aprés 30 minutes
d’incubation a température ambiante.

La réaction positive était mise en évidence par une colo-
ration bleu-violet des parasites et parfois de la membrane
de Iérythrocyte qui contient un parasite, alors que rien
n’est coloré dans la réaction négative.

Le test IP ne réagit ni avec B. bovis, ni avec Theileria sp.,
ni avec Anaplasma sp. (tab. l). Les 5 répétitions du test
ont donné les mémes résultats dans la détection des
sérums témoins positifs et négatifs.

Pour les 165 sérums analysés avec les deux tests,
95 p. 100 des résultats coincidérent. Pour le test IP, une
sensibilité relative de 94,8 p. 100 et une spécificité relati-
ve de 95,5 p. 100 furent calculées ainsi qu'une valeur
prédictive positive de 96,8 p. 100 et une valeur prédictive
négative de 97 p. 100 (tab. I1).

Discussion

Le test IP apparait spécifique de B. bigemina et donne
des résultats comparables a ceux obtenus avec I'lFl sans
nécessiter un microscope a immunofluorescence. Le

PARASITOLOGIE

TaBLEAU I
Résultats du test IP appliqué a des sérums témoins positifs -
et négatifs ‘

TABLEAU II ‘
Comparaison des tests 4 I'immunoperoxydase et &
immunofluorescence indirecte pour diagnostiquer
Babesia bigemina

Sensibilité relative = 92/97 = 94,8 p. 100.
Spécificité relative = 65/68 = 95,6 p. 100.
Valeur prédictive positive = 92/95 = 96,8 p. 100.
Valeur prédictive négative = 65/70 = 92,9 p. 100.

tableau | présente une bonne reproductibilité de I'lP qui a
démontré son efficacité dans la détection des anticorps
anti-B. bigemina, confirmant les résultats obtenus avec
les tests destinés a Plasmodium falciparum (5) et a B.
bovis (2). ‘

Conclusion

Le test IP peut étre recommandé pour le diagnostic séro-
logique de B. bigemina, car il présente de bonnes sensi-
bilité et spécificité, ainsi que I'avantage d’étre facile a réa-
liser avec un simple microscope optique.
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BLANDINO (T.), BARRERA (M.), ALONSO (M.), FAURE (M.),
RODRIGUEZ DIEGO (J.G.): Diagnosis of Babesia bigemina with the
immunoperoxidase assay. Revue Elev. Méd. vét. Pays trop., 48 (3) : 244-
246.

An immunoperoxidase assay for the serological diagnosis of Babesia
bigemina was developed. The antigen slides were prepared from B. bige-
mina-infected blood and stored at — 20 °C. One hundred and sixty five
sera were tested, comparing the immunoperoxidase assay to the indirect
fluorescent antibody test. A coincidence of 95 % was observed between
both tests. For the immunoperoxidase assay, a relative sensitivity of
94.8 %, a relative specificity of 95.5 %, and a positive predictive value of
96.8 % were calculated. The results demonstrated the efflcacy of this
technique for detecting antibodies to B. bigemina.
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