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■ INTRODUCTION

Décrite pour les trypanosomoses animales par Murray et coll. (7),
la technique du buffy coat est souvent utilisée comme référence
pour évaluer la sensibilité d’autres techniques de diagnostic des
infections actives. Mais certains animaux présentent des parasité-
mies faibles ou fluctuantes difficiles à mettre en évidence par les
tests parasitologiques classiques. Devant ces contraintes, des tests
visant à détecter les anticorps trypanosomiens ont été développés,
tels l’immunofluorescence indirecte (IFI) et l’enzyme linked im-
munosorbent assay (ELISA). Ces tests ont également leur limite :

ils permettent de détecter un contact antérieur avec le trypanosome
mais ne permettent pas de distinguer une infection active d’une in-
fection guérie. Les animaux porteurs d’anticorps trypanosomiens
doivent être considérés comme des réservoirs potentiels de la ma-
ladie (4). Le test de détection des antigènes circulants de trypano-
somes (10) pourrait offrir une alternative pour la détection des
infections actives. Ce test a déjà été évalué en Afrique de l’Ouest
lors d’infections naturelles et expérimentales à Trypanosoma
congolense et T. vivax (6). Sa sensibilité était de 63 p. 100 pour
T. congolense, mais seulement de 10 p. 100 pour T. vivax.
Toutefois, les infections à T. brucei peuvent également avoir un
impact économique non négligeable chez les bovins en Afrique de
l’Ouest (4). Le diagnostic parasitaire est difficile dans les affec-
tions chroniques, d’autant plus que les parasites peuvent être peu
nombreux dans le sang périphérique en raison de leur prédilection
tissulaire.  Le but du présent travail est d’apprécier la valeur dia-
gnostique de ce test au cours d’une infection expérimentale à T.
brucei brucei chez des bovins de races Borgou, Lagunaire et zébu
Bororo blanc au Bénin.
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Résumé

Des bovins Borgou (n = 10), Lagunaire (n = 10) et zébus Bororo blancs
(n = 10) du Bénin ont été infectés expérimentalement avec un clone de
Trypanosoma brucei brucei en vue d’évaluer le test ELISA de détection
d’antigènes circulants. Aucun des trois témoins non inoculés de chacune des
races n’a développé d’infection. Les bovins Lagunaire et Borgou ont
développé une maladie bénigne suivie de guérison spontanée, les zébus
Bororo blancs une maladie typique à allure chronique et fatale après plusieurs
mois. Pour tous les animaux confondus, la sensibilité du test de détection des
antigènes circulants de T. brucei a été de 20,46 p. 100, nettement inférieure à
celle de la détection des parasites par la méthode du buffy coat
(40,24 p. 100). La sensibilité du test varie fortement en fonction du type
d’animaux infectés et de l’allure de l’infection ; elle est la plus élevée chez les
bovins Borgou aux parasitémies élevées mais de durée plus courte
(44,44 p. 100) et la plus faible chez les zébus Bororo blancs aux parasitémies
faibles et intermittentes (4,09 p. 100). Augmenter la sensibilité du test de
détection des antigènes circulants en abaissant la densité optique de 0,050
(seuil de positivité) à 0,025 paraît impossible sans altérer sa spécificité.
Comparés au buffy coat, les faux négatifs du début d’infection et les faux
positifs d’après la guérison spontanée compromettent également la valeur du
test pour le diagnostic des infections actives à T. brucei. 
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■ MATERIEL ET METHODES

Animaux
L’expérience a porté sur 39 bovins mâles et femelles adultes, ap-
partenant aux races Borgou (n = 13, dont 10 infectés et 3 témoins
non infectés), Lagunaire (n = 13, dont 10 infectés et 3 témoins non
infectés) et zébu Bororo blanc (n = 13, dont 10 infectés et 3 té-
moins non infectés). Ces animaux, originaires de régions à trypa-
nosomose endémique, avaient été transférés à la ferme de
l’université à Cotonou où le risque trypanosomien était quasi nul
au moment de l’expérimentation. Un mois avant l’expérience, tous
les animaux avaient été vermifugés au thiabendazole et traités à
l’acéturate de diminazène (Berenil, Hoechst). Au moment de l’in-
fection expérimentale, tous les bovins étaient négatifs à la tech-
nique du buffy coat, au test de détection des antigènes circulants
de T. brucei et au test de lyse spécifique du variant AnTat 1.1 uti-
lisé pour initier l’infection. 

Inoculation des trypanosomes
Un cryostabilat de AnTat 1.1, un variant antigénique de T. brucei
brucei MAVUBWE/66/EATRO 1125 a été réactivé sur souris (2).
Au troisième jour, le sang d’une des souris a été prélevé par ponc-
tion cardiaque. Ce sang a été dilué dans du tampon PSG jusqu’à
obtention d’une suspension de 5 trypanosomes par champ (x 200)
et injecté sous la peau derrière l’oreille à raison de 1 ml par bovin.

Prélèvements
A l’aide d’un tube vacutainer sec, 10 ml de sang ont été prélevés
sur chaque animal au niveau de la veine jugulaire avant l’inocula-
tion (J0), puis tous les 1-2 jours jusqu’au jour 15, ensuite 1-2 fois
par semaine jusqu’au jour 153 (fin des observations). Le sérum
obtenu après centrifugation était réparti en aliquots de 1,5 ml et
stocké à -70°C. A chaque séance de prélèvement, du sang a égale-
ment été prélevé dans un tube hépariné pour examen parasitolo-
gique.

Analyses
La parasitémie a été établie en examinant, en contraste de phase
entre lame et lamelle, une goutte du buffy coat obtenu après la mi-
crocentrifugation (7). La parasitémie a été exprimée en nombre
moyen de trypanosomes par champ (x 400) sur vingt champs ob-
servés.

La titration des anticorps trypanolytiques AnTat 1.1-spécifiques a
été réalisée selon la méthode décrite par Van Meirvenne et coll.
(12). Ces tests de trypanolyse ont surtout été effectués pour véri-
fier si l’inoculation de l’AnTat 1.1 était bien suivie d’infection ac-
tive.

La détection des antigènes circulants de T. brucei a été réalisée par
ELISA selon la méthode développée par Nantulya et Lindquist
(10) à l’International Livestock Research Institute (ILRI), Nairobi,
Kenya. Les réactifs utilisés dans cette expérimentation (anticorps
monoclonaux et conjugués) ont été gracieusement fournis par le
bureau conjoint FAO/AIEA à Vienne, sous forme d’un kit. Le pro-
tocole d’utilisation du kit a été suivi. 

■ RESULTATS

Titration des anticorps lytiques AnTat 1.1-spécifiques
Sauf chez un bovin Borgou, des anticorps trypanolytiques AnTat
1.1-spécifiques ont été mis en évidence chez tous les animaux ino-

culés. Avant l’inoculation au J0, aucun des animaux n’a présenté
des anticorps dirigés contre AnTat 1.1. Mais ces derniers sont ap-
parus brusquement à partir du jour 7 pour augmenter très rapide-
ment au cours des jours 8 et 9 et se maintenir en plateau jusqu’au
jour 44, et descendre lentement par la suite. Aucun sérum des ani-
maux témoins non infectés n’a présenté d’anticorps AnTat 1.1 au
cours de l’expérience.

Ces résultats indiquent donc que l’inoculation d’AnTat 1.1 a été
suivie d’infection chez tous les bovins Lagunaire et zébus Bororo
blancs et chez 9 des 10 bovins Borgou.

Signes cliniques
Les bovins de races Lagunaire et Borgou infectés ont présenté une
maladie sub-clinique ou clinique très bénigne caractérisée par un
léger abattement et réduction de l’appétit pendant quelques jours,
suivie d’une guérison clinique spontanée en moins de 20-30 jours.
Tous les zébus, par contre, ont présenté une maladie à évolution
chronique, caractérisée par des hypertrophies ganglionnaires, de la
diarrhée intermittente, une dégradation de l’état général avec
amaigrissement progressif et apparition de maladies intercurrentes,
telle la dermatophilose dans la phase terminale. Aucun des ani-
maux témoins non infectés n’a présenté de signes de trypanoso-
mose.

Parasitémie (buffy coat) et antigénémie (ELISA)
La cinétique des parasites (nombre moyen de trypanosomes par
champ sur 20 champs de buffy coat observés) et des antigènes cir-
culants (DO) est présentée à la figure 1 pour les bovins Lagunaire,
dans la figure 2 pour les bovins Borgou et dans la figure 3 pour les
zébus Bororo blancs. Les bovins Lagunaire et Borgou ont présenté
une évolution très similaire de la parasitémie et de l’antigénémie.
Dans ces deux races, la parasitémie devenait positive à partir du
jour 5 post-infection, présentait deux pics successifs aux jours 5-7
et jours 9-10, et s’estompait par la suite après le jour 15. Quarante-
quatre jours après l’infection, le trypanosome n’était plus déce-
lable sur aucun des sujets Lagunaire ou Borgou infectés. Ils sont
tous restés négatifs jusqu’à la fin de la période d’observation.
Chez les bovins zébus Bororo blancs, la parasitémie devenait posi-
tive à partir du jour 4 post-infection, présentait deux pics vagues
aux environs des jours 6 et 10 et devenait par la suite intermittente
et irrégulière jusqu’à la fin de la période d’observation. Tous les
sujets témoins non inoculés des trois races sont restés négatifs
pendant toute la période d’observation.

Les figures 1 et 2 indiquent que chez les bovins Lagunaire et
Borgou les antigènes circulants étaient détectables avec des va-
leurs de DO supérieures à 0,050 (seuil de positivité indiqué par
l’ILRI) à partir des jours 7 et 8 post-infection seulement, c’est-à-
dire immédiatement après le premier pic parasitaire. Après le
deuxième pic parasitaire, ils sont devenus facilement détectables
chez la plupart des sujets jusqu’aux environs du jour 37. Par la
suite, les antigènes circulants ont régressé rapidement chez la plu-
part des sujets et sont devenus indétectables après le jour 44.

La figure 3 montre clairement que chez les zébus Bororo blancs,
aux parasitémies nettement plus faibles que chez les bovins
Borgou et Lagunaire, l’antigénémie est restée en dessous du seuil
de détection pendant pratiquement toute la durée de l’infection ;
seuls quelques sujets ont présenté des antigénémies très faiblement
positives juste après le premier ou le deuxième pic parasitaire.

Dans le tableau I, les pourcentages de positivité obtenus par détec-
tion de parasites, par détection des antigènes circulants et en com-
binant les deux tests, sont comparés respectivement pour les
bovins Borgou, Lagunaire, les zébus Bororo blancs et les trois

Antigen detection ELISA in T. brucei infection in cattle
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Détection d’antigènes de T. brucei par ELISA chez les bovins 

Parasitémie tryprlchampde buffy coat (X4001 ,4 

- Densité optique f D.S. 0 Para&mie Wypr. I champs) - Densit6 optique + D.S. 0 Parasité& Ctrypr. / champs) 

Figure 7 : infection expérimentale à T. b. brucei chez les bovins 
Lagunaire (n = 10) : cinétique des parasites et des antigènes 
circulants. 
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Figure 3 : infection expérimentale à T. b. brucei chez les zébus 
Bororo blancs (n = 10) : cinétique des parasites et des antigènes 
circulants. 

races confondues. Pour les trois races confondues, au cours de la 
période d’infection active, 40,24 p. 100 des échantillons ont été 
positifs pour la parasitémie et seulement 20,46 p. 100 pour l’anti- 
génémie. Le pourcentage de positivité obtenu par détection des an- 
tigènes circulants était particulièrement bas (4,09 p. 100) chez les 
bovins zébus Bororo blancs aux parasitémies très basses (fi- 
gure 3). Le tableau 1 indique encore que les deux tests combinés 
ont permis de détecter 50,15 p. 100 des infections actives. 

n DISCUSSION 

Au J,, l’absence d’anticorps trypanolytiques AnTat 1. l-spéci- 
fiques chez tous les sujets de l’expérience, infectés et témoins non 
infectés, semble bien indiquer qu’aucun des animaux n’avait eu un 
contact récent avec ce variant. Ce variant avait précisément été re- 
tenu par Demey (2) pour initier l’infection expérimentale en raison 
de son absence habituelle dans les infections naturelles chez les 
ruminants domestiques en Afrique. L’apparition brusque des anti- 
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Figure 2 : infection expérimentale à T. b. brucei chez les bovins 
Borgou (n = 9) : cinétique des parasites et des antigènes circu- 
lants. 

corps trypanolytiques AnTat l.l-spécifiques à partir du jour 7 
chez 29 des 30 animaux inoculés signale l’infection de ces ani- 
maux par AnTat 1.1. Un bovin Borgou n’ayant pas développé 
d’anticorps AnTat 1. l-spécifiques a été considéré comme n’ayant 
pas développé d’infection active et n’est, par ailleurs, jamais ap- 
paru comme positif, ni pour la parasitémie, ni pour l’antigénémie. 
Les données de cet animal n’ont donc pas été retenues pour le cal- 
cul de la sensibilité des deux méthodes de diagnostic utilisées. 
Pour tous les autres sujets infectés, les prélèvements retenus pour 
le calcul de la sensibilité des méthodes de diagnostic sont ceux qui 
vont du premier jusqu’au dernier jour de positivité de la parasité- 
mie chez chaque individu considéré séparément. Au cours de 
cette période, il est en effet certain que l’infection trypanoso- 
mienne était active. 

Le comportement clinique des animaux est très variable suivant 
les races. Bien que tous les bovins Lagunaire et Borgou aient eu 
une maladie sub-clinique ou clinique, celle-ci était bénigne et sui- 
vie de guérison spontanée. Tous les zébus Bororo blancs infectés, 
par contre, ont développé une maladie clinique caractéristique, 
évoluant de façon chronique avec dégradation de l’état général, 
amaigrissement progressif et éventuellement apparition de mala- 
dies intercurrentes au cours de la phase terminale. Ceci était asso- 
cié à une parasitémie d’intensité faible mais prolongée (figure 3). 

Pour l’ensemble des observations, la sensibilité des méthodes était 
de 4024 p. 100 pour le bzlfJ) coat, 20,46 p. 100 pour la détection 
des antigènes de T. bmcei et 50,15 p. 100 pour les deux tests com- 
binés Pour la détection de l’infection à T. bru&, la sensibilité de 
la méthode du bufi cour paraît donc nettement supérieure à celle 
de la détection des antigènes circulants par ELISA. Toutefois, de 
très fortes variations raciales ont également été observées. Chez 
les bovins Borgou et Lagunaire qui ont développé des parasitémies 
fortes mais très courtes la sensibilité des deux tests était nettement 
meilleure que chez les zébus qui? eux, ont développé des parasité- 
mies beaucoup plus faibles mais prolongées. Ainsi, chez les zébus 
Bororo blancs la sensibilité du test de détection des antigènes était 
réduite à 4,09 p. 100. La figure 3 montre que chez ces derniers la 
DO observ-ée au cours de l’infection est pratiquement toujours res- 
tée en-dessous du seuil de positivité établi par I’ILRI. La relation 
entre le faible taux de positivité de l’antigénémie et les parasité- 
mies très faibles chez les zébus paraît évidente. 

Augmenter la sensibilité du test de détection des antigènes circu- 
lants en abaissant le seuil de positivité jusqu’à, par exemple, 0,025 
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paraît impossible sans altérer la spécificité du test. En effet, chez
les différents animaux témoins non infectés, comme chez tous les
infectés au jour 0, avant l’infection (figures 1, 2 et 3), la moyenne
des DO observées était déjà de 0,025 ± 0,049. De plus, il y a déjà
des faux positifs chez les animaux non infectés, même en adoptant
le seuil de positivité de 0,05 recommandé dans le kit.

Il n’a pas été possible de confirmer les résultats de Nantulya (8, 9)
et de Nantulya et coll. (10, 11) qui ont trouvé le test de détection
des antigènes circulants plus sensible que la méthode du buffy coat
(7). Les résultats de cette étude sur le test de détection des anti-
gènes de T. brucei, plus particulièrement chez les bovins zébus
Bororo blancs à parasitémies faibles, se rapprochent des observa-
tions de Kanwe et coll. (6), de Desquesnes et de la Rocque (3) et
de Faye (5) sur le test de détection des antigènes de T. vivax pour
lequel ils ont observé respectivement une sensibilité de 9,9, 2,1 et
11 p. 100 seulement.

Chez les bovins Lagunaire et Borgou (figures 1 et 2), qui ont éli-
miné spontanément les parasites en moins de 44 jours, on re-
marque clairement que la méthode de détection des antigènes
donne des faux négatifs en début d’infection et des faux positifs en
fin d’infection. Tout se passe comme si la détection de l’antigéné-
mie était différée de quelques jours par rapport à celle de la parasi-
témie. Selon Nantulya et Lindqvist (10) et Desquesnes et de la
Rocque (3), les antigènes recherchés étant internes, le test pourrait
rester négatif pendant les premières périodes de l’infection (10 à
20 jours), jusqu’à ce qu’une quantité importante d’antigènes soit
libérée par lyse des parasites. Après traitement, le test resterait en-
core positif jusqu’à une quinzaine de jours.

La combinaison des deux tests permet d’augmenter le pourcentage
d’infections actives diagnostiquées pour atteindre respectivement
70,37 p. 100 chez les Borgou, 60 p. 100 chez les Lagunaire, 34,56
p. 100 chez les zébus Bororo blancs et 50,15 p. 100 chez les trois
races confondues. L’intérêt de combiner les deux tests reste margi-
nal. 

Chez les animaux à parasitémie faible, en particulier, le pourcen-
tage d’infections actives diagnostiquées reste en-dessous des li-
mites acceptables.

■ CONCLUSION

Le test de détection des antigènes circulants à l’aide d’anticorps
monoclonaux anti-T. brucei a été évalué au Bénin dans des condi-

tions d’infection expérimentale standardisée chez des bovins répu-
tés trypanotolérants (Lagunaire et Borgou) et trypanosensibles
(zébus Bororo blancs). Pour tous les animaux confondus, la sensi-
bilité du test a été de 20,46 p. 100, nettement inférieure à celle du
buffy coat (40,24 p. 100). La sensibilité du test varie fortement en
fonction du type d’animaux infectés ; elle est la plus élevée chez
les bovins Borgou aux parasitémies expérimentales élevées et
courtes (44,44 p. 100) et la plus faible chez les zébus Bororo
blancs aux parasitémies faibles, intermittentes et prolongées
(4,09 p. 100).

Les faux négatifs en début d’infection et les faux positifs après in-
fection compromettent également la valeur du test pour le diagnos-
tic des infections actives. Pour diagnostiquer les infections actives
à T. brucei chez les animaux à très faible parasitémie, il faut re-
courir au test d’inoculation des animaux de laboratoire ou à la
trousse KIVI (kit for in vitro isolation) (1). 
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Tableau l

Infection expérimentale à T. b. brucei de bovins Borgou (n = 9), Lagunaire (n = 10) 
et zébus Bororo blancs (n = 10) : comparaison des pourcentages de positivité obtenus par détection 
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( ) : nombre d’échantillons examinés et retenus pour les calculs des positivités. 
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Summary

Doko A., Verhulst  A., Pandey V.S., Büscher Ph., Lejon V.
Detection of blood antigens in Borgu, Lagoon and White
Bororo zebu cattle experimentally infected with T. brucei
brucei

Borgu (n = 10), Lagoon (n = 10) and White Bororo zebu
(n = 10) cattle were experimentally infected in Benin with a
clone of Trypanosoma brucei brucei for evaluation of blood
antigens using ELISA tests. None of the three non-inoculated
control animals for each breed developed any infection.
Borgu and Lagoon cattle developed a benign disease followed
by spontaneous recovery, whereas White Bororo zebus
developed a typical chronic disease, fatal within several
months. Overall ELISA sensitivity to detect T. brucei antigens
was 20.46 %, clearly lower than that of the buffy coat method
to detect parasites (40.24 %). The sensitivity of ELISA tests
differed greatly according to the type of animals and the
dynamics of infection. It was highest in Borgu cattle (44.44
%), which had high parasitaemias of short duration and
lowest in White Bororo zebus (4.09 %), which had low and
intermittent parasitaemias. To increase the sensitivity of ELISA
tests by decreasing the cut-off point of optical density
(threshold of positivity) from 0.050 to 0.025 would highly
compromise the test specificity. The false negatives at the
beginning of the infection and false positives after
spontaneous cure further compromise the validity of ELISA
tests for diagnosis of active T. brucei infections. 

Key words: Borgu cattle - Lagoon cattle - White Fulani zebu -
Trypanosoma brucei brucei - Experimental infection - ELISA -
Antigen - Benin.
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Resumen

Doko A., Verhulst  A., Pandey V.S., Büscher Ph., Lejon V.
Detección de antígenos circulantes durante una infección
experimental por Trypanosoma brucei brucei en bovinos
Borgou, Lagunare y cebúes Bororo blancos 

Se infectaron experimentalmente bovinos Borgou (n =10),
Lagunare (n =10) y cebúes Bororo blancos (n =10) de Benin,
con un clon de Trypanosoma brucei brucei, con el fin de
evaluar el test ELISA para la detección de antígenos
circulantes. Ninguno de los tres testigos no inoculados de
cada una de las razas desarrolló la infección. Los bovinos
lagunares y Borgou desarrollaron una enfermedad benigna,
seguida por una cura espontánea, los cebúes Bororo blancos
presentaron una enfermedad tipica con apariencia crónica,
fatal al cabo de varios meses. Para todos los animales en
general, la sensibilidad del test de detección de antígenos
circulantes de T. brucei fue de 20,46 p. 100, francamente
inferior a la de la detección de los parásitos mediante el
método de buffy coat (40,24 p. 100). La sensibilidad del test
varía fuertemente en función del tipo de animales infectados
y de la apariencia de la infección ; siendo más alta en los
bovinos Borgou con parasitemias altas, pero de menor
duración (44,44 p. 100) y más baja en los cebúes Bororo
blancos, con parasitemias bajas e intermitentes (4,09 p. 100).
La posibilidad de aumentar la sensibilidad del test de
detección de antígenos circulantes mediante una disminución
de la densidad óptica de 0,050 (límite de positividad) a 0,025
sin alterar la especificidad parece imposible. En comparación
con el buffy coat, los falsos negativos al inicio de la infección
y los falsos positivos después de la cura espontánea
comprometen de forma similar el valor del test para el
diagnóstico de las infecciones activas por T. brucei.

Palabras clave : Bovino Borgou - Bovino des Lagunes - Cebú
White Fulani - Trypanosoma brucei brucei - infección
experimental - ELISA - Antígeno - Benin.
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