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Annexe 1.1 Etude générale des insectes hématophages vecteurs 
mécaniques des trypanosomes du bétail en Amérique Latine 

De très nombreux insectes hématophages peuvent être occasionnellement vecteurs mécaniques des 
trypanosomoses du bétail en Amérique Latine. Les principaux agents de transmission sont les Tabanidés ; 
les Stomoxes et les insectes du genre Haematobia peuvent également avoir une importance locale eUou 
temporaire. 

1 MORPHOLOGIE ET BIOLOGIE 

1.1 STOMOXYS SPP. 

Les stomoxes (Diptera : Muscidae, Stomoxyinae) sont des insectes piqueurs dont les deux sexes 
sont hématophages ; ils ont une grande affinité pour les bovins et chevaux. 

Les stomoxes ressemblent à la mouche domestique mis à part l'aspect particulier des pièces 
buccales (FOIL and HOGSETIE, 1994). Ce sont des insectes turbulents, qui changent facilement d'hôte au 
cours d'un même repas, ce qui en fait d'excellents vecteurs mécaniques des hémoparasites et notamment 
des trypanosomes (WOO, 1970). Le cycle de développement est court, de l'ordre de 5 semaines; il se 
déroule sur le sol , dans des débris organiques humides (excréments, litière, ensilage ou déchets agricoles) 
qui sont à la fois les sites de ponte et de développement larvaire. Les oeufs éclosent 12 à 24 h après la 
ponte; la larve L 1 se transforme en L2 puis L3 qui se transforme en pupe; la durée de cette partie du cycle 
varie selon les espèces et les conditions ; à 27°C elle est de 12 à 13 jours pour Stomoxys calcitrans et de 28 
à 32 jours pour S. niger. Le stade pupe dure de 7 jours (S. calcitrans) à 14 jours (S. niger'). Mâles et femelles 
ont besoin d'effectuer un repas sanguin avant la reproduction qui a lieu 3 à 5 jours après l'émergence des 
adultes; 5 à 8 jours après l'émergence les femelles pondent une centaine d'oeufs par petits amas. La durée 
de vie des adultes est estimée à une quinzaine de jours et la production totale d'oeufs de 60 à 600 (FOIL et 
HOGSETIE, 1994). Bien qu'elle connaisse des pics saisonniers, l'activité des stomoxes est permanente; en 
outre certaines espèces pullulent pendant les périodes humides et d'autres pendant des périodes plus 
sèches (KANGWAGYE, 1974). Stomoxys niger possède une affinité particulière pour les débris de canne à 
sucre (KUNZ et MONTY, 1976) dans lesquels on peut trouver jusqu'à 60 larves au m2 (FOIL et HOGSETIE, 
1994). S. calcitrans pour l'ensemble les débris organiques, dont les excréments du bétail, etc. (KUNZ et 
MONTY, 1976). Enfin ils peuvent sévir aussi bien dans les champs que dans les étables. 

En général , les stomoxes sont sédentaires, ils attendent le bétail sur un des sites de leur parcours 
qui convient bien à l'espèce; toutefois, en l'absence de bétail , ils sont capables de franchir plus de 5 km à la 
recherche de celui-ci . Avec des techniques de marquage, il a été possible de montrer que les stomoxes sont 
capables de franchir de très grandes distances, jusqu'à 225 km ; durant ces phases de migration les insectes 
peuvent se nourrir de nectar si les hôtes font défaut (FOIL et HOGSETIE, 1994). Les stomoxes piquent 
essentiellement les parties basses de l'animal, mais lorsque leur densité dépasse 25 insectes par membre, 
on en retrouve sur les autres parties du corps. 

En Guyane Française les pullulations de Stomoxes ne sont pas prévisibles et sévissent en toute 
saison (H. RAYMOND, communication personnelle), il est donc très difficile d'évaluer leur impact. En outre, 
la pathologie du bétail, liée aux arthropodes hématophages et aux hémoparasitoses est principalement 
observée pendant la saison d'activité des Tabanidés ; l'importance des Stomoxes est donc supposée 
relativement faible. Quoiqu'il en soit, on estime que la transmission mécanique des hémoparasites est 
assurée en permanence par les Stomoxes et de manière saisonnière par les Tabanidés (H. RAYMOND et J. 
FAVRE, communications personnelles) . 

1.2 HAEMATOBIA SPP. 

Le genre Haematobia (Diptera : Muscidae) comprend de 4 à 8 espèces de l'Ancien Monde dont la 
taxonomie n'est pas encore définitive; la principale espèce est Haematobia irritans (L.), introduite dans le 
Nouveau Monde au XIXième siècle; cette espèce est actuellement considérée comme cosmopolite (FOIL et 
HOGSETIE, 1994). Les Haematobia sont des insectes piqueurs, principalement du bétail , dont les deux 
sexes sont hématophages; leur nom anglais « hom fly » rappelle leur position sur le corps des bovins, près 
de la base des cornes. En réalité, on les trouve en arrière de la tête, sur les épaules et le dos, voire sur la 
croupe lorsque les femelles sont prêtes à pondre. 

Leur cycle de développement est court, de l'ordre de 2 à 3 semaines; il se déroule sur le sol , dans 
les bouses de vache qui sont à la fois les sites de ponte et de développement larvaire. Les oeufs éclosent 
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20 à 24 h après la ponte; la larve L 1 se transfom1e en L2 puis L3 qui se transfom1e en pupe; la durée de 
cette partie du cycle est de 4 à 8 jours. Le stade pupe dure de 6 à 8 jours. Mâles et femelles ont besoin 
d'effectuer des repas sanguins avant la reproduction qui a lieu 3 à 5 jours après l'émergence des adultes; 3 
à 8 jours après l'émergence les femelles pondent une dizaine d'oeufs isolés ou par petits amas. La durée de 
vie des adultes est estimée à 1 à 2 semaines et la production totale d'oeufs de 100 à 200 (FOIL et 
HOGSETTE, 1994). 

H. irritans est généralement sédentaire mais les jeunes femelles sont capables de franchir plus de 5 
km à la recherche d'un hôte (SHEPPARD, 1994). 

Les Haematobia sont des insectes qui volent peu et vivent en très étroite relation avec le bétail, 
principalement les bovins, dont ils ne s'éloignent que pour pondre. Ils prennent de 20 à 30 repas par jour 
(FOIL et HOGSETTE, 1994), ce qui est très favorable à la transmission mécanique des parasites, mais ils 
changent peu d'hôte, ce qui est en revanche défavorable à cette transmission. 

L'importance d'H. irritans dans la transmission des trypanosomes n'est pas définie; la pullulation de 
cette espèce dans certains élevages pem1et toutefois d'envisager aisément son rôle potentiel d'agent de 
transmission de la trypanosomose des bovins. De telles pullulations ont notamment été observées au 
Suriname dans des élevages laitiers, et le rôle d'H. irritans dans la transmission de T. vivax fortement 
soupçonné (J. FAVRE, communication personnelle). 

1.3 LES T ABANIDES 

Les Tabanidés (Diptera: Tabanidae) appartiennent à l'ordre des Diptères, sous-ordre des 
Brachycères. Il existe plus de 4000 espèces de taons, présents dans tous les sites écologiques, dont la 
nuisance directe est considérable (FOIL, 1989). 

L'importance des Tabanidés dans la transmission mécanique des trypanosomes en Amérique Latine 
est universellement reconnue, toutefois, les rôles relatifs des stomoxes et des autres agents de transmission 
doivent encore être détem1inés. 

Les calculs économiques justifiant la mise en place de plans de lutte contre les Tabanidés 
dépendant à la fois de leurs rôles pathogènes direct et indirect, la lutte contre les taons et la lutte contre T. 
vivax etiou T. evansi ne peuvent être dissociées. 

L'étude générale des Tabanidés est illustrée par l'étude particulière des Tabanidés de Guyane Française. 

1.3.1 Morphologie 

L'adulte ressemble grossièrement à une mouche (figure 49 : a.1 et b) , possède des pièces buccales 
adaptées à une piqûre de type telmophage. La taille s'étend, selon les espèces et les conditions de 
développement, de 5 à 25 mm. La couleur est très variable, généralement terne, sauf celle des yeux qui 
sont très développés et possèdent des reflets vifs (RAYMOND, non daté, non publié) . 
Les oeufs sont oblongs, mesurent environ 2 mm, sont disposés sur des herbes en amas de forme variable, 
par groupes de 200 à 500 (figure 49 : a.2, c et d) . 

Les larves, fusifom1es et annelées (figure 49 : a.3) , ne possèdent pas d'appendices différenciés; leur 
couleur est terne, leur taille , selon le stade, de 2 à 30 mm. Elles mènent une vie souterraine et sont rarement 
observées. 

La nymphe est cylindrique, possède un bulbe céphalique et des épines sur le corps (figure 49 : a.4) , 
sa taille correspond à celle de l'adulte. 
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3 

1 

Figure 49 a : Taon adulte, ponte, larve et nymphe (DESQUESNES et LA ROCQUE, 1992) 
Légende: a.1: Taon adulte ; a.2: ponte; a.3: larve; a.4: nymphe. 

Figure 49 b : Tabanus importunus, adulte posé sur un poteau de bois (cliché H. RAYMOND) 

Figure 49: Morphologie des divers stades de vie des Tabanidés 
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Figure 49 c: Ponte de Tabanus importunus sur une brindille (cliché H. RAYMOND) 

Figure 49 d: Ponte de Tabanus species sur une inflorescence (cliché H. RAYMOND) 

Figure 49: Morphologie des divers stades de vie des Tabanidés (suite) 
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1.3.2 Biologie 

1.3.2.1 Généralités 

Cycle de vie 

Les Tabanidés sont des insectes piqueurs dont seules les femelles se nourrissent de sang, le plus 
souvent chez un mammifère domestique ou sauvage, quelquefois sur des reptiles. Le sang apporte les 
nutriments nécessaires à la vitellogénèse. Mis à part quelques rares espèces autogènes (FOIL et FOIL, 
1988), la réalisation du cycle des Tabanidés est étroitement dépendante de leurs hôtes. 

L'accouplement a lieu très tôt après l'émergence des adultes, puis les femelles recherchent un hôte. 
Après le repas sanguin, le développement des ovocytes se fait en une semaine environ. La femelle pond sur 
les brindilles des herbes ou des arbustes (figure 49 c et d), puis recherche un hôte pour un nouveau repas 
et un nouveau cycle de reproduction. Elle peut ainsi prendre jusqu'à 4 repas à une semaine d'intervalle, ou à 
intervalles plus longs, selon qu'elle trouve ou non un hôte. Entre-temps elle peut subsister en s'alimentant 
comme les mâles, à partir du nectar des fleurs. La durée de vie maximale d'une femelle adulte est de 1 à 2 
mois. 

Les larves qui émergent une dizaine de jours après la ponte ont un cycle complexe (9 à 10 stades), 
aquatique ou souterrain; elles sont prédatrices ou saprophages, selon les espèces (RAYMOND, non daté, 
non publié). Les stades les plus brefs durent 10 jours, les plus longs jusqu'à 300 jours. L'ensemble de la 
phase larvaire s'étend de moins de 100 jours à plus de 3 ans. Les larves se dispersent fortement, leur 
densité dans le milieu n'est que de 1,2 à 1,5 au m2

• Dans l'ensemble des espèces on observe une grande 
variété écologique des gîtes larvaires. Si les conditions du milieu sont défavorables (froid, immersion, 
sécheresse ... ) l'animal entre en phase de quiescence larvaire, jusqu'à ce que les conditions lui redeviennent 
favorables. Ainsi, en Guyane, la saison des pluies provoque la quiescence larvaire qui est levée dès le début 
de la saison sèche. 

La nymphe, parfois aérienne, est le plus souvent souterraine, elle éclôt une à trois semaines après la 
nymphose. 

Les mâles se nourrissent de nectar, vivent en bandes et sont difficiles à observer; ils ne sont pas 
attirés par les pièges utilisés pour la capture des femelles. 
Le cycle de vie des Tabanidés est illustré à la figure 50. 

Hôtes de prédilection 

Bien que les Tabanidés puissent se nourrir sur les reptiles, les oiseaux et les mammifères, 
l'approche des hôtes étant dirigée par les perceptions olfactives (notamment le dioxyde de carbone et l'acide 
lactique) et visuelles, leur préférence est marquée pour les animaux à sang chaud, et de grande taille . Si 
aucun hôte n'est accessible autour du lieu d'émergence, la femelle peut franchir plusieurs kilomètres à leur 
recherche. En revanche, elle sera parfaitement sédentaire si l'émergence a lieu dans une zone d'élevage. 
On considère généralement qu'une distance de 200 mètres suffit à empêcher le passage des taons d'un 
élevage à un autre (FOIL et RAYMOND, communications personnelles). 

Les chevaux sont des hôtes très attractifs pour les Tabanidés, et sont les animaux d'élevage les plus 
gravement touchés. Leur attractivité est probablement due à leur taille et à leur odeur. Leur peau est 
également plus fine que celle des bovins. Les chevaux sont très sensibles à la piqûre des taons, et ont 
parfois des réactions violentes. Un cheval placé au milieu des bovins attire davantage de taons. 
Les bovins sont également sensibles à la nuisance des Tabanidés; c'est de loin l'impact économique des 
taons sur l'élevage bovin qui justifie l'intérêt qui leur est accordé. 

Écologie 

Les taons, selon les espèces, sont présents dans tous les milieux: savanes, bords de fleuves, bord 
de mer, et forêt. On les trouve en quantité le long des criques et dans les savanes, autour des zones 
d'élevage, où leur multiplication est intense compte tenu de l'abondance des hôtes; ils abondent 
particulièrement à la limite des savanes et des milieux boisés (RAYMOND, 1986). 

Rythme circadien 
La plupart des espèces ont un cycle d'agressivité bimodal qui s'exerce aux crépuscules du matin et 

du soir, par temps clair et sec (RAYMOND, 1989 b) (figure 51) . Certaines espèces comme Cryptotylus 
unico/or sont strictement crépusculaire; leur activité est nulle pendant la journée (figure 51 a). 
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?HASé LAVA,Rë 

Figure 50: Cycle de vie des Tabanidés 
(DESQUESNES et LA ROCQUE, 1992, d'après RAYMOND et al., 1987) 
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Figure 51 : Variations quotidiennes de l'activité de diverses espèces de Tabanidés 
(d'après RAYMOND et al., 1984) 
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D'autres espèces, comme Tabanus importunus et Phaeotabanus cajennensis, bien qu'ayant une 
activité marquée le matin et le soir, restent actifs toute la journée (figure 51 b). Sur la totalité des espèces, 
le cycle d'agressivité des taons est marqué dans la matinée, et au crépuscule du soir (figure 51 c). 

1.3.2.2 Variations 

Variations saisonnières 

L'activité des Tabanidés est saisonnière; en zones tropicales, elle peut être maximale en saison des 
pluies ou en saison sèche. 

En Guyane Française certaines espèces comme Tabanus occidentalis (var. dorsovittatus ) sont 
rencontrées tout au long de l'année, mais la plupart ont une activité très fortement saisonnière, avec un pic 
marqué en saison sèche, particulièrement vers la fin, en novembre (figure 52 e) (RAYMOND, 1989 b). Les 
variations saisonnières d'activité de 4 espèces de Tabanidés de Guyane Française d'intérêt vétérinaire sont 
illustrées à la figure 52 a-c. D'après RAYMOND (1988), l'activité des Tabanidés débute en juin pour les 
espèces les plus précoces (Ph. cajennensis, figure 52 c), en octobre, pour les espèces les plus tardives (T. 
importunus, figure 52 a), possède un pic maximum à partir du milieu de la saison sèche, d'octobre à 
décembre (figure 52 e), et s'achève entre janvier pour les espèces à courte activité (T. importunus et 
Cryptotylus unicolor, figure 52 a et b) et mars pour les espèces les plus tardives (T. occidentalis 
dorsovittatus, figure 52 d). Dès les premières pluies, l'activité diminue brutalement, pour devenir quasiment 
nulle en janvier (figure 52 e). Si les précipitations sont faibles durant la première période de pluies 
(décembre-février), une certaine activité peut persister jusqu'en mars, mais elle est moindre. Pendant les 
pluies, les phases larvaires deviennent plus longues, ce qui permet la survie des insectes jusqu'à la saison 
sèche suivante. L'existence de cycles courts de développement explique la pullulation des taons à partir du 
milieu de la saison sèche. 

Enfin, lorsque les précipitations sont limitées ou occasionnelles durant la saison humide, l'activité de 
certaines espèces s'étale tout au long de l'année. L'activité des Tabanidés et les précipitations annuelles 
sont superposées à la figure 52 e; on observe un parfait contre-temps entre les deux paramètres. 

A l'inverse, dans le Pantanal, au Brésil , les Tabanidés sont, plutôt actifs pendant la première partie 
de la saison des pluies (SILVA, et al. 1995 a etc) , de septembre à novembre, mais leur population reste 
élevée jusqu'à la fin de la saison des pluies, en mars (SILVA, et al. 1995 e). 

Variations annuelles 

Les phases larvaires pouvant durer de 2 mois à 2 ans (FOIL et FOIL , 1988), la dynamique des 
populations de Tabanidés serait très difficilement modélisée (RAYMOND, 1990); l'émergence des adultes et 
leur disparition sont très rapides, car tous les stades sont sensibles aux variations climatiques. Il n'a 
jusqu'alors pas été possible de créer des modèles fiables de prévision des pullulations de Tabanidés. 

Principales espèces d'intérêt vétérinaire en Guyane Française 

En Guyane Française, FLOCH et FAURAN (1955) ont observé une cinquantaine d'espèces. 
L'inventaire qualitatif des Tabanidés a permis à H. RAYMOND d'enregistrer la présence de 84 espèces de 
Taons en Guyane Française (RAYMOND, 1988). 
L'inventaire quantitatif des Tabanidés du Nord de la Guyane Française, (RAYMOND, 1987 d) , montrait 
l'importance probable pour l'élevage du bétail, de 3 à 6 espèces. 
-espèces abondantes de grande taille: Tabanus importunus et T. olivaceiventris 
-espèces hyper-abondantes : Tabanus occidentalis (var. dorsovittatus) et Phaeotabanus cajennensis; 
-espèces abondantes crépusculaires : Cryptotylus unicolor, Chlorotabanus mexicanus et Ch. inanis. 
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Figure 52 a : Tabanus importunus 

5 
0 +--+--+-~=-+----,-+----+-----+----; 

J J A S O N D J F M A M 

Figures 52 c: Phaeotabanus cajennensis 
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Figure 52 b : Cryptotylus unico/or 
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Figures 52 d : Tabanus occidenta/is dorsovittatus 
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Figure 52 e : Variations saisonnières de l'activité des Tabanidés, toutes espèces confondues, et 
pluviométrie mensuelle moyenne (d'après RAYMOND et al., 1984) 

Légende : en ordonnées à gauche, le nombre moyen mensuel d'insectes capturés par piège de Malaise et 
par jour ; en abscisses les mois de l'année. 

Figure 52 : Variations saisonnières de l'activité de diverses espèces de Tabanidés 
(d'après RAYMOND et al., 1984) 
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2 REGULATION NATURELLE DES POPULATIONS DE TAONS 

Autour des élevages la population de Tabanidés est extrêmement importante, du fait de l'abondance 
des hôtes, équins ou bovins. Il existe toutefois une régulation naturelle des populations de Tabanidés, 
exercée par divers parasites ou prédateurs, aux différents stades de leur développement. 

Près de 74% des pontes de Tabanus importunus peuvent être parasitées par des 
microhyménoptères (RAYMOND, 1990). Si ce mode de régulation n'est pas suffisant au contrôle des 
populations, il n'est pas négligeable; on doit notamment en tenir compte dans l'éventuelle application 
d'insecticides, qui détruiraient ces populations de microhyménoptères. 

On connaît quelques ennemis des larves de taons: champignons, nématodes, tachinaires et oiseaux, 
mais il a jusqu'alors été impossible d'évaluer l'importance de leur impact, et, a fortiori, de les contrôler. 

Deux types de prédateurs des taons adultes existent dans les Guyanes, les guêpes et les oiseaux. 

2.1 Guêpes Bembicines 

Les Guêpes Bembicines appartiennent à l'ordre des Hyménoptères, famille des Sphecidae (sous­
famille des Nyssoninae, tribu des Bembicim) ; elles sont connues en Guyane Française sous le nom de 
«mouches-lézards», dans les pays hispanophones « insectos policia » et dans les pays anglophones 
« horse guard wasp » ou « cowfly tiger ». Ce sont des insectes prédateurs de Diptères, et en particulier des 
taons; leur aire de répartition s'étend de l'Argentine aux États-Unis; et leurs sites écologiques préférés sont 
les savanes littorales (RAYMOND, 1989 a). La guêpe patrouille autour du bétail en vol stationnaire (figure 
53 a) avec des déplacements très rapides lorsqu'elle aperçoit sa proie; elle capture les taons quand ils se 
posent sur les bovins ou chevaux. Elle tue sa proie grâce à son aiguillon venimeux et la transporte ensuite 
dans le terrier creusé dans le sable (figure 53 cet d), où elle a pondu au préalable. La larve de la guêpe se 
nourrit des taons ou autres Diptères capturés par l'adulte. Une guêpe peut capturer 3 à 9 Diptères par jour, et 
élever jusqu'à 10 larves. Une larve peut dévorer jusqu'à 40 Diptères. Une guêpe pourrait dans le meilleur 
des cas éliminer environ 300 Diptères dans son existence. Malheureusement ces insectes sont peu actifs le 
soir, quand les taons sont les plus nombreux, et sont rares en novembre, période maximale de la nuisance 
des taons (RAYMOND, 1989 a etc) . 
Plusieurs espèces d'intérêt en élevage ont été identifiées en Guyane Française (RAYMOND, 1989 a) : 

Stictia signata (figure 53 a et 54 a) la plus abondante, est active de juillet à janvier, avec un 
maximum de août à septembre; 5 à 15 individus peuvent patrouiller autour de chaque bovin. 

Stictia heros et Stictia macu/ata (figures 54 b & 53 b et 54, c) sont faiblement actives (moins d'une 
guêpe par bovin) , de novembre à janvier, avec un maximum en décembre. 

Rubrica surinamensis (figure 54 d) patrouille à raison d'une dizaine de guêpes par bovin, de août à 
janvier, avec un pic d'activité en octobre. 

2.2 Oiseaux insectivores 

Les oiseaux insectivores sont également ennemis des taons 
(FRENAY, 1980). Peu sont véritablement efficients dans la destruction des taons. Le « héron gardes­
boeufs ». ou « aigrette», capture les taons lorsqu'ils se posent sur le bétail pour le piquer. Certains 
troupeaux de bovins sont continuellement escortés par ces oiseaux blancs, jusqu'à 3-4 individus par bovin 
ou plus. 

Quand l'eau manque dans la pâture, en fin de saison sèche, les « hérons gardes-boeufs » migrent 
vers les marais, abandonnant le bétail à son sort. 

Les poules, mais surtout les pintades sont d'excellents prédateurs des taons et des tiques (FRENAY, 
1980); le bétail s'habitue rapidement à leur présence et à leur rôle; l'association de ces espèces aux heures 
d'activité des Tabanidés est donc doublement bénéfique. 

Enfin I'« anis des savanes», ou «zoiseau-diable» (Crotophaga am) , capture les taons non pas 
directement sur les bovins, mais sur les poteaux de bois des clôtures ou des corrals, où ils se posent 
fréquemment juste après le repas sanguin . 

Il a été établi que le maintien d'une population de Tabanidés ne nécessite que l'accomplissement 
normal du cycle de 2% des femelles de cette population (FOIL et HOGSETIE, 1994); une telle fraction de la 
population peut aisément se nourrir sur la faune sauvage, et donc se maintenir indépendamment de 
l'élevage qu'elle peut parasiter. 

La régulation naturelle des populations influe donc assez peu sur l'émergence annuelle; en 
revanche, elle peut amoindrir la pression parasitaire saisonnière. 
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Figure 53 a : Stictia signata en vol stationnaire à proximité d'un bovin (cliché H. RAYMOND) 

Figure 53 b : Stictia maculata au repos sur des herbes (cliché H. RAYMOND) 

Figure 53 : Les guêpes bembicines, ennemis naturels des taons 
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Figure 53 c : Stictia signata creusant son terrier dans du sable de savane (cliché H. RAYMOND) 

Figure 53 d : Stictia signata creusant son terrier dans du sable de rivière (cliché H. RAYMOND) 

Figure 53 : Les guêpes bembicines, ennemis naturels des taons (suite) 
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Légende: 
a : Stictia signata ; b : Stictia heros ; c : Stictia maculata ; d : Rubrica surinamensis 

Figure 54 : Les 4 principales espèces de guêpes bembicines de Guyane Française 
(cliché H. RAYMOND; illustrations DESQUESNES et LA ROCQUE, 1992) 
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ANNEXE 1.2 : Nuisances directes et indirectes des insectes 
hématophages; importance médicale et économique 
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ANNEXE 1.2 

NUISANCES DIRECTES ET INDIRECTES DES INSECTES HEMATOPHAGES; 
IMPORTANCE MEDICALE ET ECONOMIQUE 

Les insectes hématophages possèdent une nuisance directe liée à la piqure, et une nuisance 
indirecte liée à la transmission d'agents pathogènes. Les Tabanidés, principaux agents de transmission des 
trypanosomoses du bétail en Amérique Latine servent de modèle pour cette étude, puis l'importance 
économiques des principaux insectes hématophages du bétail est étudiée. L'ensemble des nuisances, 
directes et indirectes, doit être pris en considération dans les calculs de rentabilité d'éventuels plans de lutte. 

1 NUISANCE DIRECTE DES T ABANIDES 

Les nuisances directes des Tabanidés sont le harcèlement des animaux, la piqûre et la spoliation sanguine. 

1.1 Mode d'action 

Les taons sont des insectes à vol bruyant qui se posent et s'envolent fréquemment, ils provoquent 
ainsi un harcèlement visuel et sonore important (RAYMOND, 1982). Les pièces buccales des taons étant 
assez grosses, et la salive irritante, les premières phases de la piqûre, sondage et inoculation de salive, sont 
douloureuses; l'animal réagit la plupart du temps en chassant l'insecte, par un frémissement de la peau, un 
coup de queue, de tête ou de patte (RAYMOND, 1982). 

Lorsque l'insecte est chassé, il s'envole et se repose sur le même animal , ou sur un autre, voisin , 
puis refait des tentatives de piqûre jusqu'à ce que l'hôte ne réagisse plus (zone cutanée moins sensible ou 
fatigue extrême de l'hôte) . La piqûre laisse souvent sourdre un peu de sang qui peut attirer des mouches ou 
favoriser des proliférations bactériennes. 

La piqûre des Tabanidés a lieu le plus généralement sur des zones de peau fine et de poil court: les 
pattes, la tête ou le ventre du bétail (RAYMOND, 1987 c). Les zones d'affinité sont spécifiques de chaque 
espèce de taons (MULLENS et GERHARDT, 1979). La piqûre des taons est assez douloureuse compte tenu 
de leur taille et du fait qu 'ils ont un appareil piqueur de type telmophage particulièrement vulnérant. L'insecte 
se pose sur l'hôte et commence la piqûre en sondant le t issu cutané à la recherche de vaisseaux sanguins; 
l'effraction du tissu cutané engendre la formation d'un micro-hématome; dès que le sang parvient dans la 
trompe de l'insecte, il injecte un peu de salive (la salive des taons possède des propriétés anticoagulantes), 
puis pompe le sang jusqu'à satiété (figure 55) , et s'envole lourdement. Les plus grandes espèces peuvent 
prélever jusqu'à 700 mg de sang au cours d'un repas (RAYMOND, 1982). La réplétion totale dure environ 3 
minutes. 

1.2 Conséquences 

Dans certains habitats, les conséquences directes de la présence et des piqûres de taons, à elles 
seules justifient économiquement la lutte contre ces insectes dans les élevages bovins ou équins. 

1.2.1 Pertes d'énergie 

Les réactions à la douleur de la piqûre et les mouvements de confort du bétail pour chasser les 
insectes sont à l'origine d'importantes pertes d'énergie (RAYMOND, 1987 a). En Camargue, BOY et 
DUNCAN (1979) ont établi que les chevaux passaient jusqu'à 60% de leur temps à chasser les insectes 
pendant la saison d'activité des taons. 

1.2.2 Lésions cutanées 

Lorsque les piqûres sont très abondantes, la peau est lésée, et peut s'infecter facilement; les 
démangeaisons provoquent l'apparition de lésions de grattage; de plus, ces blessures attirent des mouches 
banales qui gênent les animaux et peuvent transmettre des infections (trypanosomes inclus) , mais surtout, 
en Amérique Latine, la lucilie bouchère Coch/iomyia hominivorax, dont la larve carnivore envahit les plaies, 
et les agrandit dangereusement. Les conséquences de la cochliomyiose peuvent être désastreuses. On 
devra donc tenir compte du coût des produits vétérinaires utilisés pour la désinfection et la désinsectisation 
des lésions dues aux piqûres de taons, en particulier chez le cheval, très sensible. 

292 



Légende : le gorgement total dure de 30 sec. à 2 min . ; sur ce cliché, l'état de réplétion de l'insecte est déjà 
avancé et le sang est visible au travers du tégument abdominal; pendant le repas il arrive que l'insecte 
excrète un peu de son contenu intestinal. A la fin du repas, alourdi par la charge, le taon a un vol maladroit 
et bref pour se poser sur un abri temporaire (poteaux des clôtures) et excréter une partie du repas afin de 
s'alléger pour un vol plus long qui lui permet de rejoindre le gîte favorable, notamment pour la ponte. 

Figure 55: Cryptotylus unicolor se gorgeant sur un cheval 
(cliché H. RAYMOND) 
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1.2.3 Diminution de l'alimentation 

En Camargue, BOY et DUNCAN (1979) ont établi que pendant la saison d'activité des taons, chez 
les chevaux, le temps consacré à l'alimentation passait de 80 à 40% ; la piqûre et le harcèlement par les 
taons détournent le bétail de ses activités normales, en particulier l'alimentation. 

En climat intertropical les animaux cessent naturellement de s'alimenter aux heures chaudes (11 h-
16h) pendant lesquelles ils se reposent à l'abri du soleil. Les heures naturellement consacrées à 
l'alimentation sont donc crépusculaires. La plupart des Tabanidés d'importance vétérinaire sont précisément 
crépusculaires (RAYMOND, 1982); leur activité s'étend de 6 à 1 Oh le matin et de 17 à 19h le soir. 

Lorsque la densité des taons est très forte, plutôt que de s'alimenter, le bétail se regroupe pour une 
protection mutuelle, ou se couche pour protéger les parties inférieures du corps et les membres qui sont la 
cible privilégiée des taons. Les bovins qui ont accès aux lisières des forêts s'y réfugient; ceux qui ont accès 
à des mares ou des étangs immergent leurs membres pour les soustraire aux piqûres des taons. En outre, 
les animaux qui se réfugient en forêt sont amenés à consommer des plantes inhabituelles et parfois toxiques 
(CORMIER, 1991). Le harcèlement des animaux par les taons va jusqu'à empêcher toute alimentation ; en 
compensation, le bétail s'alimente en partie la nuit, mais jamais autant que d'accoutumée (RAYMOND, 
1982). Dans certains pays comme à Madagascar, en liberté, le bétail s'alimente naturellement la nuit. En 
Amazonie, les animaux ne s'alimentent que partiellement pendant la nuit car l'alimentation nocturne les 
exposerait davantage aux prédateurs (puma, et surtout jaguar). En Guyane Française, de nombreux bovins, 
notamment les vaches suitées, présentent régulièrement des blessures dues aux grands félins ; la plupart 
des élevages bovins déplorent jusqu'à 1 O prédations annuelles par les carnivores sauvages. 

1.2.4 Spoliation sanguine 

Le volume de sang prélevé par les taons sur un bovin est estimé à 200 ml par jour (HOLLANDER et 
WRIGHT, 1980), l'équivalent de 400 piqûres par T. importunus. Ce volume peut même être supérieur en cas 
d'hyper-abondance des taons, et, si l'on ajoute la quantité de sang qui sourd des plaies après chaque piqûre. 

1.3 Bilan 

Les mécanismes de protection qui détournent le bétail de son alimentation, l'inconfort dû aux lésions 
cutanées, l'augmentation des dépenses énergétiques par les réactions au harcèlement et aux piqûres, et la 
perte de sang provoquent la diminution, l'annulation, voire l'inversion de la croissance pondérale du bétail. 
Les animaux peuvent maigrir sous le seul effet des taons. FOIL et HOGSETTE (1994) estiment que les 
pertes de poids directement liées à la présence des Tabanidés peuvent atteindre 45 Kg /bovin et par an. Aux 
USA, chez les vaches laitières, on observe une forte chute de production et une diminution du taux de 
matière grasse du lait (STEELMAN, 1976). 

Des observations faites en Guyane Française (DESQUESNES et LA ROCQUE, 1992) montrent 
l'évolution du gain moyen quotidien (GMQ) des bovins au cours de l'année, dans un élevage où 
l'approvisionnement en herbe est toujours suffisant et les traitements prophylactiques des hémoparasitoses 
régulièrement appliqués. Dans cet élevage, le GMQ moyen annuel est de 745 g. La chute du GMQ, qui 
apparaît en novembre, pendant la période maximale d'activité des Tabanidés, est ainsi isolée des effets 
indirects des Tabanidés (transmission des hémoparasites) et de l'alimentation (baisse de la qualité des 
pâtures pendant la saison sèche). Même dans ces conditions, la chute du GMQ est très marquée pendant la 
saison d'activité des taons, puisque le GMQ passe d'environ 1000g/jour de février à mai, à 200g/jour en 
octobre-novembre (Figure 56) . Le GMQ moyen pendant la saison d'activité des Tabanidés est de 418 g 
(entre septembre et janvier) soit 327 g de moins que la moyenne annuelle (745 g). 

En l'absence de traitement, un cheval en état peut perdre jusqu'au tiers de son poids durant la saison 
d'activité des taons. Même sous la protection des fumées des «boucans» (voir« modes de lutte») , la perte 
annuelle est estimée à 40 kg en Guyane Française (DESQUESNES et LA ROCQUE, 1992). 

2 NUISANCE INDIRECTE DES T ABANIDES 

Une revue sur la transmission d'agents pathogènes par les Taons a été faite par KRINSKY, en 1976, 
reprenant déjà celles de BARRETTO, 1949 , ZUMPT, 1949, LECLERC, 1952, 1964 et 1971 , ANTHONY, 
1962, et CHVALA et al., 1972. KRINSKY (1976) soulignait notamment le fait que les Tabanidés sont des 
insectes telmophages, dont la piqûre engendre une lésion importante des tissus qui d'une part est 
douloureuse, et de l'autre favorise la contamination des pièces buccales par le sang, la lymphe et les 
cellules. 

La synthèse suivante repose principalement sur les revues plus récentes de WELLS (1972), FOIL 
(1989) et FOIL et HOGSETTE (1994), les publications et communications personnelles de H. RAYMOND, et 
les observations faites sur le terrain, en Guyane Française. 
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Commentaire : les GMQ indiqués ont été enregistrés dans un élevage où la prophylaxie de l'anaplasmose 
et l'alimentation sont correctement assurées, ce qui permet de relier principalement la chute du GMQ en 
saison sèche à l'activité des Tabanidés. La superposition de la valeur mensuelle du GMQ des bovins et de 
l'abondance des taons indique clairement la relation négative entre ces deux paramètres, qui sont tous deux 
conditionnés par la pluviométrie ; en effet , les précipitations abondantes sont défavorables aux taons qui 
disparaissent rapidement après les premières pluies de décembre, alors que le gain de poids est favorisé par 
la regain des pâtures et l'interruption de la nuisance des taons. 

Figure 56 : Évolution du gain moyen quotidien (GMQ) des bovins* (en grammes) et de l'activité des 
Tabanidés** (abondance relative) au cours de l'année 
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2.1 Généralités 

Lorsque le repas sanguin d'un insecte hématophage est interrompu, que l'insecte soit chassé 
intentionnellement ou non, il réitère ses tentatives de piqûre, jusqu'à satiété. Si, à cette occasion, il change 
d'hôte, l'inoculation de salive qui est préalable à l'absorption du repas sanguin, accompagnée de la faible 
quantité de sang contenue dans la trompe, suffit à transmettre au deuxième hôte tout agent infectieux 
présent dans le sang du premier hôte. 

La responsabilité des taons a été suspectée ou démontrée dans la transmission de nombreuses 
maladies; une liste non exhaustive est indiquée à la figure 57. En Guyane Française, les principales 
maladies transmises par les taons sont la trypanosomose à Trypanosoma vivax, l'anaplasmose (Anaplasma 
marginale) et la leucose bovine; ils peuvent également transmettre la leptospirose, la brucellose, les 
encéphalites équines et l'anémie infectieuse des équidés (AIE) dont la dernière épizootie en Guyane a été 
maîtrisée par abattage de la presque totalité des chevaux en 1982. Le rôle des taons dans la transmission 
des babésioses est mal déterminé du fait du rôle prépondérant exercé par les tiques. Au Brésil les taons 
peuvent également transmettre l'ehrtichiose bovine. 

2.2 Transmission des trypanosomes 

2.2.1 Transmission cyclique ? 

Bien que l'hypothèse de l'existence d'une transmission cyclique ait des partisans (WELLS, 1984), 
aucun cycle n'a pu être observé. Les formes épimastigotes des Blastocrithidia spp. trouvées chez les 
Tabanidés (FLOCH et LAJUDIE, 1944) ne pouvant être différenciées d'éventuels Trypanosoma spp. des 
mammifères, les observations et les suggestions faites ·par le passé sont sujettes à caution. Les techniques 
de diagnostic par amplification moléculaire en chaîne de l'ADN pourraient faciliter ces études. 

2.2.2 Transmission mécanique 

La technique du clonage des souches de trypanosomes (SMITH et al., 1982) a montré que l'infection 
d'un hôte idoine est possible par l'inoculation d'un unique parasite. Le volume de sang contenu dans les 
pièces buccales de T. fuscicostatus a été mesuré par FOIL et al. (1987) à l'aide d'une méthode ELISA ; le 
volume a été estimé à 10 nanolitres. On peut considérer que le volume sanguin contenu dans la trompe 
d'un taon est de l'ordre de 1 à 12 nanolitres (FOIL, communication personnelle), une parasitémie de l'ordre 
de 105 à 106 est donc nécessaire et suffisante pour rendre l'insecte contaminant. Bien évidemment 
l'infection a plus de chance d'être effective si le nombre de parasites inoculés est grand; la capacité 
d'infectivité d'un hôte pour le vecteur sera donc liée à l'importance de la parasitémie. En outre la 
régurgitation d'une partie du contenu intestinal des taons, en début de repas, pourrait augmenter 
considérablement les risques de contamination de l'hôte (FERENC et al., 1988 b); dans ce cas des 
parasitémies inférieures à 105 permettraient la transmission d'agents pathogènes. 

La transmission expérimentale de T vivax a été obtenue avec trois espèces communes de 
Tabanidés: Tabanus importunus (RAYMOND, 1990), Cryptotylus unicolor (FERENC et al., 1988 a et b), et 
Tabanus nebulosus (OTTE et ABUABARA, 1991). 

Si , théoriquement, eUou expérimentalement, tout agent pathogène présent dans le sang peut être 
transmis mécaniquement, l'importance statistique du phénomène doit être étudiée pour chaque système 
« agent pathogène/hôte/vecteur», car son impact épidémiologique en dépend (GARDINER, 1989). 

Le principe général de la transmission mécanique d'un hémoparasite par un insecte volant 
hématophage repose sur plusieurs facteurs, relatifs au parasite, à l'hôte, au vecteur, et à leurs relations. Il en 
résulte une probabilité de transmission mécanique plus ou moins élevée dont nous tentons de dégager les 
principaux éléments dans le cas de Trypanosoma spp. : 

Les hôtes infectants / infectés: 
-ils appartiennent ou non à la même espèce; de la promiscuité des espèces dans un élevage 

dépendra le risque de contamination inter-espèces ; 
-plus la parasitémie de l'hôte infectant est élevée (animal immunodéprimé ou récemment infecté) , 

plus les chances d'infection du vecteur sont grandes; 
-plus la sensibilité cutanée de l'hôte est grande (chevaux), plus il réagit à la piqûre, risquant ainsi 

d'interrompre le repas sanguin, ce qui favorise la poursuite du repas sur un autre hôte, et donc son 
éventuelle contamination; 

296 



-peste porcine; 
-érysipèle; 
-brucellose; 
-stomatite vésiculeuse; 
-charbon bactéridien (Bacil/us anthracis ); 
-charbon symptomatique (C/ostridium chauvei ) ; 
-listériose; 
-septicémie hémorragique du buffle; 
-fièvre Q (Coxie/la bumeti ); 
-trypanosomose du buffle et du cheval (Trypanosoma evansi ); 
-trypanosomose bovine (Trypanosoma vivax ); 
-encéphalite californienne; 
-encéphalite équine de l'ouest; 
-choléra ; 
-besnoitiose; 
-ehrlichiose; 
-dirofilariose (Dirofilaria repens) ; 
-pasteurellose (Pasteure/la multocida ); 
-leucose bovine enzootique; 
-anaplasmose bovine (Anaplasma marginale); 
-anémie infectieuse des équidés; 
-clostridiose ( C/ostridium perfringens). 

Figure 57 : Liste des agents pathogènes transmissibles aux bétail par les taons 
(d'après FOIL 1989 et FOIL et ISSEL, 1991) 
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-plus la densité des hôtes est élevée, plus, au cours d'un repas, les chances de changer d'hôte sont 
élevées (le regroupement des animaux est un des effets du harcèlement par les taons) ; 

-moins l'hôte potentiel est immunocompétent (alimentation et abreuvement insuffisants, maladies 
intercurrentes, etc.) plus l'infection a de chance d'être effective même si l'inoculum est très faible. 

Le vecteur potentiel: 
-plus sa dépendance vis-à-vis de l'hôte est étroite, meilleur vecteur il est (chez les taons, la 

vitellogénèse est très étroitement dépendante de l'apport protéique du repas sanguin); 
-plus la taille du bol alimentaire amenant la satiété est grande, plus les chances de contaminations et 

de récidives de piqûres sont élevées (taons de grande taille); 
-plus la piqûre est douloureuse, plus elle provoquera de réactions de défense qui interrompront le 

repas, favorisant le changement d'hôte (taons de grande taille); 
-plus l'insecte est harcelant (ce que les anglo-saxons appellent « nervous feeder »), plus nombreux 

seront ses essais de repas sanguins jusqu'à satiété, et donc plus importante la probabilité de transmission; 
-plus le vecteur est abondant, plus il a statistiquement de chances de transmettre le parasite. 

Ces éléments permettent d'estimer la probabilité de transmission mécanique d'un parasite à 
l'intérieur d'un troupeau, dans un contexte donné. Les taons répondent en général aux critères évoqués ci­
avant, et au sein du genre, l'espèce Tabanus importunus y satisfait particulièrement: taons de grande taille 
dont la piqûre est douloureuse, capable d'ingérer jusqu'à 0,5ml de sang, très abondant autour des élevages, 
très harcelant (d'où son nom). Sa capacité à transmettre T vivax a été montrée expérimentalement par H. 
RAYMOND (1990) . 

En Guyane Française, les épizooties dues à T. vivax ont toujours été observées lors de la saison 
sèche (J. FAVRE, communication personnelle). Deux facteurs épidémiologiques majeurs concordent à cette 
saison: !'immunodépression du bétail (due à un abreuvement et une qualité des pâturages insuffisants) et le 
pic d'activité de T importunus (et des autres espèces de Tabanidés). A ce titre, les taons étant également à 
l'origine de !'immunodépression du bétail , il faut leur accorder le double rôle de facteur favorisant et 
d'agent de transmission de la maladie. 

D'autre part, les taons peuvent transmettre les parasites d'un troupeau à un autre. La durée de survie 
des trypanosomes dans les pièces buccales est brève, de l'ordre de quelques minutes; elle permet la 
transmission intra-troupeau. En revanche, la durée de survie des trypanosomes dans le tractus digestif des 
taons est de l'ordre de 5 à 7 heures (FERENC et al., 1988 b); les parasites pourraient ainsi être transmis lors 
de la régurgitation qui précède le repas sanguin. L'espace et le temps de sécurité au delà desquels les 
trypanosomes ont peu de chances d'être transmis d'un animal à l'autre par les Tabanidés sont de l'ordre de 5 
heures et 200 mètres; des pâtures mitoyennes sont donc dangereuses à ce titre (FOIL et RAYMOND, 
communications personnelles) . 

Le cas n'a pas été signalé chez les taons, mais chez les moustiques (Anopheles arabiensis) on a 
retrouvé des T congolense vivants dans les excrétions (MUTERO et MUTIINGA, 1993). Le portage de 
parasite vivants pourrait donc être plus ou moins long selon les espèces d'insectes et de trypanosomes. 

Enfin, il faut noter que les autres hémoparasites, comme Anap/asma marginale, mais également les 
virus et bactéries peuvent non seulement avoir les mêmes vecteurs mécaniques, mais, de plus, intervenir 
comme facteurs favorisants (induisant une immunodépression) dans l'infection par les trypanosomes. 

3 IMPORTANCE ECONOMIQUE 

3.1 Haematobia irritans 

Aux U.S.A. les pertes économiques engendrées par Haematobia ont été estimées à 800 millions de 
dollars dont 60 millions pour le seul coût des insecticides (FOIL et HOGSETIE, 1994). Les études 
comparatives de gain de poids des veaux en présence et en l'absence de traitements insecticides des 
vaches sont favorables au traitement puisque le poids des veaux de lots traités dépasse de 5,6kg celui des 
veaux de lots non traités, avec des charges parasitaires moyennes respectives de 1 et 58 mouches par 
animal (QUISENBERRY et STOHBEHN, 1984). Les travaux mettent le plus souvent en évidence la 
rentabilité des traitements insecticides dans le contrôle de l'ensemble des insectes hématophages, sans 
permettre de distinguer les espèces en cause, ni leur part de responsabilité dans la transmission des 
hémoparasites. En particulier, aucune évaluation de l'impact du contrôle des mouches sur la transmission 
des trypanosomes n'est disponible. Ces insectes sont rarement abondants en Guyane Française mais leur 
pullulation a été observée au cours de missions au Suriname. 
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3.2 Stomoxes 

En 1993, aux U.S.A., l'impact économique de Stomoxys ca/citrans sur l'élevage bovin a été estimé à 
près de 10 $US par tête, soit un total de 100 millions de dollars; ces chiffres incluent les pertes directes 
occasionnées sur le bétail et le coût des moyens de lutte mis en place (FOIL et HOGSETTE, 1994). Le rôle 
des stomoxes dans la transmission des hémoparasites n'est toutefois pas suffisamment défini pour 
permettre d'estimer leur impact indirect en tant qu'agents de transmission des trypanosomoses du bétail. 
En Guyane Française, leur rôle n'apparaît pas de manière évidente ; on leur attribue la transmission de T. 
vivax lorsque des foyers de trypanosomose bovine apparaissent en l'absence de pullulations de Tabanidés, 
mais les données objectives font encore défaut. 

3.3 Tabanidés 

Aux USA, en 1965, les pertes économiques annuelles dues aux Tabanidés étaient estimées à 40 
millions de dollars US (FOIL et HOGSETTE, 1994). 
Il est très difficile de chiffrer les pertes provoquées par les taons. Nous rappelons l'effet direct et indirect des 
taons sur le bétail , les conséquences médicales locales et générales, ainsi que les dépenses en main­
d'oeuvre qui leurs sont relatives, afin de tirer un bilan économique global de leur impact. 

3.3.1 Evaluation des pertes 
Nuisance directe 

La spoliation sanguine, les pertes énergétiques et la diminution de l'alimentation peuvent entraîner 
une chute du GMQ des bovins estimée à plus de 300 g par jour (DESQUESNES et LA ROCQUE, 1992); soit 
un manque à gagner de 9 kg par mois. L'activité intense des taons se limite le plus souvent à 6 semaines 
par an , soit 13,5 kg/ animal/ an, perdus entre mi-octobre et fin novembre (270 FF /animal/ an au prix de la 
viande sur pied en Guyane en 1992 : 20FF/kg). L'élevage moyen en Guyane compte environ 100 têtes, le 
manque à gagner pour un élevage moyen s'élève à 1350kg de viande sur pied (27.000 FF). 

Si l'on considère que sur les 8000 bovins recensés, environ 4000 sont à ce niveau de production, le 
manque à gagner pour l'ensemble de la Guyane peut être estimé à plus d'un million de francs par an, sans 
compter les pertes survenues sur le reste du cheptel. 

Outre l'amaigrissement des animaux, les réactions violentes des chevaux, qui sont particulièrement 
sensibles aux piqûres des taons, interdit toute pratique équestre durant cette période, pourtant favorable à ce 
type d'activité. Dans le secteur équin , l'incidence économique est difficile à estimer, mais est loin d'être 
négligeable. 

Répercussions médicales 
Nous avons mentionné l'action des piqûres sur la peau, la manipulation et les dépenses médicales 

pour le traitement du bétail avec des insecticides et désinfectants. 
A cela il faut ajouter le rôle des Tabanidés dans la transmission des maladies. 

L'anaplasmose est transmise par les taons, les stomoxes et les tiques. Le surcoût des traitements 
prophylactiques ou curatifs de l'anaplasmose doit en partie être considéré dans l'estimation des pertes 
générales que provoquent ces arthropodes hématophages. Les taons sont également vecteurs de la leucose 
bovine, largement répandue en Guyane selon une récente enquête du Service Vétérinaires Départemental 
(J. FAVRE, communication personnelle) . 

L'anémie et l'amaigrissement provoqués par la trypanosomose due à T. vivax sont particulièrement 
difficiles à chiffrer car les réactions individuelles des animaux sont très variables, et celle des troupeaux 
dépend étroitement de leur statut immunitaire vis-à-vis de ce parasite. Dans un élevage nouvellement 
infecté, les pertes sont très importantes, estimées à plusieurs dizaines de kilos par animal pendant la saison 
sèche. Dans un élevage usuellement infecté, l'infection et la circulation du parasite peuvent passer 
inaperçues; seuls des cas isolés peuvent révéler l'infection de manière clinique et économique. Des suivis 
de poids réalisés par un éleveur dans un élevage zébu où un foyer de trypanosomose à T. vivax s'est 
déclaré a permis d'estimer la perte moyenne à environ 3,3 % du PV, soit 10 kg/animal (0 à 40Kg) en 2 mois 
d'évolution (malgré des traitements à l'acéturate de diminazène des animaux présentant des signes cliniques 
ou de l'amaigrissement) . 
Dans un troupeau régulièrement infecté les pertes seraient probablement plus faibles mais régulières. 

Chez les chevaux, rappelons qu'en 1982 il a fallu abattre environ 90% du cheptel équin de Guyane 
atteint d'AIE, dont les vecteurs sont les taons. Là encore, une forte pression vectorielle est nécessaire à la 
transmission du virus. 

Dans le Pantanal , au Brésil, les épizooties dues à T. evansi chez les chevaux sont particulièrement 
meurtrières chez les animaux naïfs, avec une morbidité voisine de 100% et une mortalité atteignant 80% 
(SILVA, 1995 a) . 
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Surcoût de main-d'oeuvre 
A ce jour, le seul moyen de prévention généralement utilisé en Guyane Française est la production 

de fumées de « boucans » où les animaux se réfugient pendant les heures de forte activité des taons. Le 
surcoût en main-d'oeuvre réclamé par les effets directs et indirects des Tabanidés est donc constitué d'une 
surveillance accrue du bétail, de l'application des traitements locaux des lésions de piqûre et de grattage, de 
la constitution des boucans, et de la réalisation des prophylaxie et traitement des hémoparasitoses. 

3.3.2 Bilan économique 

Bovins 
L'analyse fournit une estimation de l'impact économique moyen des taons sur l'élevage bovin en 

Guyane Française, calculé sur des bovins à viande, nés localement, d'un poids moyen de 330kg. La figure 
58 indique l'estimation des pertes engendrées par les taons, l'anaplasmose et la trypanosomose. 

En l'absence d'hémoparasitose, les taons seraient responsables de l'équivalent d'une perte annuelle 
moyenne d'environ 5,3 % du PV (DESQUESNES et LA ROCQUE, 1992). 
Les suivis de poids dans un élevage où un foyer d'anaplasmose clinique est déclaré ont permis d'estimer la 
perte due à l'anaplasmose à 0,8 % du PV. 

Les suivis de poids dans 2 foyers de trypanosomose clinique ont permis d'estimer une perte 
moyenne de plus de 3,3 % du PV. Au total les pertes engendrées directement et indirectement par les taons 
s'élèveraient donc à l'équivalent de 20-31 kg PV /animal/ an, soit 400-620 FF, ou encore 6 à 9,4% du PV. 

Pour l'ensemble de la Guyane (8000 têtes) , sur un cheptel de 4000 têtes en production de viande, 
correctement suivi, la perte moyenne s'élèverait donc à 1,6 millions de francs français (MF) dues aux 
Tabanidés et à l'anaplasmose (fléaux permanents) , avec une perte occasionnelle due à la trypanosomose 
qui atteint 0,88MF. 

Équins 
Il est beaucoup plus hasardeux de chiffrer les pertes engendrées par les taons dans l'élevage équin; 

rappelons à titre d'illustration qu'un animal en état peut perdre une quarantaine de kilos chaque année, 
malgré l'usage régulier des boucans, et que les soins locaux doivent être réguliers étant donné la fragilité 
cutanée de cette espèce. 

D'autre part un éleveur qui propose des randonnées équestres enregistre une activité 
considérablement amoindrie, voire nulle, du 15 octobre au 30 novembre car le harcèlement des taons rend 
les chevaux incontrôlables et dangereux. 

Dans les foyers de trypanosomose due à T. evansi, les pertes engendrées indirectement par les 
taons (et les autres insectes hématophages) sont considérables, étant donné la morbidité et la mortalité très 
élevées. 

3.3.3 Conclusion 

L'étude des Tabanidés est particulièrement difficile car on ne sait les élever au laboratoire, et leurs 
sites écologiques sont larges et variés. Le rôle des Tabanidés dans la transmission mécanique des maladies 
a été longtemps sous-estimé, en particulier sur le continent africain où il a été occulté par celui des 
glossines. La distribution de la trypanosomose en dehors des aires de répartition des mouches tsé-tsé en 
Afrique, et, son extension en Amérique Latine, ont conduit à réévaluer l'importance de ces vecteurs. 

Compte tenu de l'extrême mobilité des Tabanidés et de leur dynamique de population , les calculs 
d'impacts de la nuisance directe des Tabanidés sont très difficile à réaliser; les estimations faites en Guyane 
Française indiquent que l'impact annuel de la nuisance directe des Tabanidés sur l'élevage bovin est 
d'environ 5% du PV perdus entre octobre et décembre. L'impact de la nuisance indirecte des Tabanidés est 
estimé à une perte annuelle d'environ 1 % du PV du fait de l'anaplasmose (responsabilité partagée avec la 
tique du bétail) et 3% du PV lors des foyers de trypanosomose. Au total les pertes engendrées directement 
et indirectement par les taons s'élèveraient donc à l'équivalent annuel de 6 % du PV, et jusqu'à 9% du PV en 
cas de foyer de trypanosomose. 

Selon ces estimations, la nuisance directe des Tabanidés est supérieure à leur nuisance indirecte. 
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Taons seuls 

-manque à gagner sur le GMQ: 13,5 Kg/ animal/ an, à 20FF/kg, soit 
-produits vétérinaires (traitements locaux et généraux) 
-main-d'oeuvre supplémentaire: surveillance, manipulations, traitements, 

constitution des boucans 

270 FF / animal / an; 
50 FF /animal/ an; 

30 FF /animal/ an . 

total 350 FF /animal/ an, équivalent 17,5 kg PV /animal/ an 
5,3% du PV; 

Anaplasmose seule 

-chute de production moyenne estimée à 2 kg / animal / an, soit 
-produits vétérinaires, dépense moyenne 

40 FF / animal / an; 
10 FF / animal / an; 

total 50 FF /animal / an équivalent 2,5 kg PV / animal / an 
0,8% du PV; 

Trypanosomose seule 

-pertes dues à un foyer de trypanosomose, moyenne à 10 kg / animal / foyer 
-produits vétérinaires, dépense moyenne en cas de foyer 20FF / animal 

200FF / animal / foyer ; 
20 FF / animal / foyer ; 

total 220 FF / animal / foyer équivalent 11 kg PV / animal : foyer, 
3,3% du PV. 

Légende : les estimation sont faites des troupeaux de bovins à l'engrais d'un poids moyen de 320 à 330 kg ; 
et exprimées en FF (année 1992), en kg de poids vif (PV) et en pourcentage du PV 

Figure 58: Estimation des pertes engendrées par les taons, l'anaplasmose et la trypanosomose chez 
les bovins 
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Pour la Guyane Française, ces données ont permis d'établir que le traitement des bovins par 
aspersion insecticide tous les dix jours pendant la saison maximale d'activité des Tabanidés est rentable (cf. 
modes de lutte). En revanche, il n'est absolument pas démontré que ce mode de contrôle de la pullulation 
des Tabanidés permette d'enrayer la transmission des hémoparasites. Quoiqu'il en soit, la réduction de la 
nuisance directe des Tabanidés soulage le bétail d'un fléau et lui permet en conséquence d'être davantage 
résistant aux hémoparasites en général , et à la trypanosomose en particulier. 

Le rôle des Tabanidés dans la transmission de la trypanosomose a été démontré pour plusieurs 
espèces, mais l'existence d'une transmission de la trypanosomose avec une incidence très élevée en dehors 
de la saison d'activité des Tabanidés indique l'existence de vecteurs vicariants très efficaces, ou d'une 
capacité vectorielle des taons très élevée, même lorsque leur abondance est faible. Le rôle principal des 
Tabanidés dans l'épidémiologie de la trypanosomose bovine serait donc davantage leur effet direct : 
spoliation sanguine et harcèlement, qui provoque une immunodépression du bétail. Les Tabanidés seraient 
donc responsables du déclenchement des signes cliniques de trypanosomes du bétail (en témoigne la 
concordance temporelle entre trypanosomose clinique et abondance des Tabanidés) . 

La lutte contre les Tabanidés est donc tout à fait acceptable pour les éleveurs, si, comme en Guyane 
Française, les études coût/bénéfice permettent de montrer sa rentabilité. 
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EPIDEMIOLOGIE DESCRIPTIVE 

M. Desquesnes 1 

P.R. Gardiner2 1 
Épidémiologie de la trypanosomose 
bovine (Trypanosoma vivax) 
en Guyane française 

DESQUESNES (M.), GARDINER (P.R.). Epidémiologie de la tryp~no­
somose bovine (Trypanosoma vi vax) en Guyane fran çaise. Re1•ue Elev. 
Méd. vét. Pays Trop .. 1993. 46 (3): 463 -470 

Les sérums d'environ 3 000 bovins, européens ou zébus, provenant 
de diverses zones d'élevage de Guyane rrançaise, ont été analysés par 
la méthode ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) pour la 
détection des antigènes circulants de Trypanosoma viva.r, et la détec­
tion des anticorps de Trypanosoma species ; les réactirs ont été four­
nis par l'ILRAD. Pour l'ensemble de la Guyane, la séroprévalence 
est de 29 p. 100. Les cinq zones étudiées sont infectées, les taux 
d'infection sont variables d ' un élevage à l'autre, selon la situation 
épidémiologique, l'abondance de vecteurs (stomoxes et tabanidés) et 
la conduite d'élevage. On peut généralement classer les élevages en 
trois situations épidémiologiques : séroprévalence forte, faible , ou 
intermédiaire. Malgré l'absence totale d'expression de la maladie 
pendant parfois deux à trois ans, notamment pendant toute la durée 
de l'enquête épidémiologique, la séroprévalence des antigènes de T. 
viva.r révèle une infection stable dans le pays. Le pouvoir pathogène 
naturel du Trypanosoma viva.r guyanais devra être confirmé ; l'exis­
tence d ' une très faible parasitémie, ou celle de refuges extra-vascu­
laires, pourraient expliquer l' impossibilité de mettre le germe en évi­
dence dans la circulation générale pendant de longues périodes. La 
surveillance épidémiologique sera maintenue pour sa,·oir si les résur­
gences sont dues à une défaillance immunitaire aux sérodèmes exis­
tants, à l'apparition de nouveaux sérodèmes. ou à d ' autres facteurs 
épidémiologiques. 

Mors -c lés : Bovi n - Zébu · Trypanosomose · Trypa11 oso111a vivax - Épidé­
miologie - Sérum - Test ELIS A - Anticorps - Antigène - Prévalence -
Diagnos tic - Guyane française . 

INTRODUCTION 

La trypanosomose à Trypanosoma vivax est soupçonnée 
d'être, avec les babésioses et l'anaplasmose, l'un des 
principaux obstacles à l'élevage bovin en Guyane fran­
çaise ; son épidémiologie est toutefois mal connue . La 
prévalence, l'importance des résurgences et l'impact éco­
nomique ont été évalués dans certains pays d'Amérique 
du Sud, comme la Colombie (4, 11 , 12). mais ce travail 
n'a été que partiellement effectué en Guyane. En 1983, 
une enquête sérologique par la détection d'anticorps 
(non spécifique) en immunofluorescence indirecte (IFI) a 
montré que 25 p. 100 des 328 sérums possédent des 
anticorps anti-trypanosomes ( 1 ). La présente enquête uti­
lise deux méthodes ELISA : une détection d'antigènes 
spécifiques de T. vivax et une détection d'anticorps à 
partir des antigènes de Trypanosoma vivax (non spéci­
fique). Les réactifs préparés à l'ILRAD sont utilisés en 
Amérique du Sud pour la première fois . Les résultats de 

1. CIRAD-EMVT, BP 6010, 97306 Cayenne, Guyane française . 

2. ILRAD, P.0 .Box 30709, Nairobi , Kenya . 
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cette enquête sont décrits et analysés avec les observa­
tions de terrain et les variations saisonnières et 
annuelles. Les éléments déterminants de l'épidémiologie 
de T. vivax sont soulignés et des perspectives de 
recherche sont présentées afin de préciser certaines 
composantes de l'épidémiologie analytique. 

Trypanosoma vivax 
En Guyane française, la trypanosomose sévit principale­
ment depuis le milieu de la saison sèche (novembre) 
jusqu'au début de la petite saison des pluies Uanvier) . 
Elle affecte les bovins européens, les zébus et les ani­
maux croisés. Les signes cliniques ne sont pas régulière­
ment observés ; durant les dix dern ières années, la try­
panosomose n'a été diagnostiquée pendant la saison 
sèche que tous les deux à trois ans ; entre-temps, les 
signes cliniques sont absents et aucun parasite circulant 
n'est décelable (FAVRE, direction des Services vétéri­
naires , Cayenne ; communication personnelle). Les 
symptômes de trypanosomose sont peu spécifiques et il 
est difficile d'établir un diagnostic à partir des seuls 
signes cliniques. La chute de poids est le principal symp­
tôme observé par les éleveurs et les vétérinaires ; en 
particulier, aucune mortalité n'a pu être rapportée à la try­
panoso mose dans les infections naturelles (FAVRE , 
communication personnelle). En revanche, dans les 
conditions expérimentales, le trypanosome guyanais est 
très pathogène, l'inoculation de 5x105 parasites par voie 
intraveineuse a provoqué hyperthermie, diarrhée, écoule­
ments oculaires , chute de poids et même la mort d'un 
animal , dans un cas parmi 19 animaux infectés (2) . Une 
telle virulence n'a jamais été observée dans les condi­
tions naturelles en Guyane. 

En l'absence de glossines, seuls des vecteurs méca­
niques transmettent T. vivax en Guyane française (10) . Il 
s'agit principalement des stomoxes, présents tout au long 
de l'année, et des tabanidés qui sont actifs durant la sai­
son sèche (9) ; d'autres arthropodes comme les mous­
tiques pourraient avoir une importance locale et/ou tem­
poraire. La transmission peut également être faite par les 
aiguilles hypodermiques lors d'injections d'ant iparasi ­
taires en série sans précautions hygiéniques. La capacité 
de transmission de T. vivax par les insectes hémato­
phages est mal connue , mais on peut présumer que 
seules de très faibles quantités de parasites sont trans­
mises. La transmission augmente quand la parasitémie 
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des bovins est forte , et le nombre de vecteurs actifs 
important. Quoi qu 'il en soit , l'efficacité des vecteurs 
mécaniques est faible comparée à celle des glossines. 

MATÉRIEL ET MÉTHODE 

La présente enquête résulte d'observations sur le terrain , 
en Guyane. et de diagnostics de laboratoire réalisés au 
CIRAD-EMVT, en Guyane française, et à l'ILRAD, au 
Kenya. 

Collecte 
Le sang a été collecté sur héparine, en vue de réaliser 
les diagnostics parasitologiques ; sur tubes secs, pour la 
sérologie. 

Sondage 
Les échantillons de sang ont été collectés sur des ani­
maux de plus d'un an , à différentes périodes de l'année, 
d'octobre 1990 à juin 1992. L'élevage bovin est presque 
en totalité localisé sur la bande côtière ; cinq zones d'éle­
vage ont été définies. comme l'indique la carte 1. Parmi 
les 8 519 bovins recencés en 1991 en Guyane française , 
2 953 individus ont été prélevés pour analyse , leur répar­
tition par zones est indiquée au tableau 1. Sur un total de 
88 élevages , 50 ont été inclus dans l'enquête . Dans 
chaque élevage, en moyenne, 50 p.100 des animaux de 
plus d'un an ont été prélevés. Quatre élevages (200 ani­
maux) représentatifs de diverses situations épidémiolo­
giques ont été suivis régulièrement pour évaluer les 
variations saisonnières. 
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TABLEAU I Répartition des animaux testés dans 5 zones 
d'élevage de Guyane française. 

1 Nombre de bovins I Nombre de bovins p.100 Zones 
1 

recensés (1991 ) i testés (1991-92) testé 
1 ' : 1 Saint-Laurent 2 006 1 419 20 ! 1 

2 Sinnamary 1 323 616 47 
3 Kourou 2 883 1 380 ' 47 i 4 Cayenne 2 034 477 ' 23 
5 Saint-Georges 273 61 ' 22 

1 i 

Total 8 519 
1 

2 953 1 35 

Diagnostics 

La détection des antigènes de T. vivax a été réalisée par 
immunocapture ELISA , util isant le monoclonal TV 
27/9.45.35 (8). La détection des anticorps dirigés contre 
Trypanosoma spp. a été faite par la méthode ELISA de 
FERENC (3), mis à part que l'antigène a été préparé à 
partir d'une souche africaine de T. vivax cultivée sur rats 
irradiés. 

Des diagnostics parasitologiques par frottis colorés et 
observation de l'interface plasma-cellules de tubes à 
hématocrite ont été réalisés pour 500 de ces échan­
tillons. 

Analyse des résultats 

La séroprévalence des infections est estimée par la 
moyenne des sérums positifs à au moins un des tests. La 
moyenne générale en Guyane est corrigée selon la 
représentation par zone (moyenne pondérée) . 

L'estimation des variations saisonnières est faite à partir 
de 4 troupeaux prélevés au moins trois fois à différentes 
périodes de l'année. 

Lorsque le nombre d'échantillons collectés dans un éle­
vage est inférieur à 30, la situation épidémiologique de 
cet élevage n'est pas interprétée. 

RÉSULTATS 

Diagnostics parasitologiques 

L'examen des tubes à hématocrite a révélé la présence 
de Megatrypanum species, supposé être Trypanosoma 
theileri, et d'autres trypanosomes , non identifiés, très 
rares (jamais plus de 1 à 7 trypanosomes par tube à 
hématocrite) . Ces parasites étaient en trop faible nombre 
pour être retrouvés sur les frottis sanguins pour identifi­
cation . 

Des trypanosomes ont été observés dans 39 échantillons 
sur 509 (soit 7,6 p. 100) , sans relation évidente,f:)j-ec les 



TABLEAU Il Pourcemages de sérums positifs par :;one. 

! Test de Zone 1 
1 

Zone 2 
détection Saint-Laurent r Sinnamary i 1 

1 

' 
1 Antigènes (p. 100) 9 16 

Anticorps (p. 100) 26 i 29 1 

1 
Ag et/ou AC (p. 100) 31 1 35 

résultats sérologiques . Aucune parasitémie élevée n'a 
donc été rencontrée, et T. vivax n'a jamais pu être dia­
gnostiqué sur frottis pendant toute la durée de ce tte 
enquête , bien que cela ait été possible lors d'une précé­
dente étude (6). 

Diagnostics sérologiques 
Les données suivantes portent sur les résultats des 
ELISA. 

Résultats par zone 

Les pourcentages de sérums positifs par zone sont indi­
qués au tableau Il. La figure 1 illustre la séroprévalence 
par zone . Les résultats dans la zone de Saint-Georges 
montrent une séroprévalence nettement supérieure à 
celle des autres secteurs, mais ils ne portent que sur 61 
échantillons. 

TABLEAU Ill Pourcentages de sérum s posi tifs p o ur 
l 'ensemble de la Guyane française. 

1 
Pourcentage de 1 

i Test de détection des sérums positifs : 
1 résultats bruts 

: Antigènes de T. vivax 12 
22 i Anticorps 

· Anticorps et/ou antigènes 29 

Pource ntages 

de serums 

pos1t1fs 

6 0 f 
50 

40 

3 0 

2 0 

10 

0 

St LAURENT SINNAMAR Y KOUROU 

• Séroprévalence oes 

anugenes 
D Séropréva ler1ce des 

anticorps 

Pourcentage de 
sérums positifs : 

résultats pondérés 

12,2 
22,2 
29.2 

CAYENNE St GEORGé.S 

• Séroprevalences cumulées 

Figure I : Séroprévale11ce de la rrypanosomose dans cinq :unes d 'élevage 
de Guyane française. 
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1 Zone 3 Zone 4 Zone 5 

i Kourou Cayenne Saint-Georges 

1 
1 12 10 

1 

43 

1 

18 18 38 
25 26 

1 
59 

1 

Résultats généraux 

Les résultats pour l'ensemble de la Guyane sont reportés 
au tableau Ill , en données brutes et corrigées . La correc­
tion de la moyenne selon la représentation par zone est 
négligeable. 

Variations saisonnières 

Aucune variation saisonnière significative n'a pu être 
mise en évidence à partir des 200 animaux suivis. 

Variations raciales 

La séroprévalence de l'infection des zébus et croisés 
zébu (3 1 p. 100, sur 2 341 animaux) est supérieure à 
celle des bovins européens (9 p. 100, sur 225 animaux) 
lorsque la conduite d'élevage est équivalente . 

Variations selon la production 

La séroprévalence de l'infection est supérieure dans les 
élevages laitiers de race européenne (50 p. 100, sur 161 
animaux) en comparaison des élevages à viande de race 
européenne (9 p. 100, sur 225 animaux). 

SITUATION ÉPIDÉMIOLOGIQUE 

En ce qui concerne les élevages où plus de 30 sérums 
ont été testés, on distingue arbitrairement trois types de 
situations épidémiologiques : séroprévalence forte (> 40 
p.100), faible(< 20 p.100) ou intermédiaire (de 20 à 40 
p.100). 

Séroprévalence forte 

Le taux d'animaux positifs est élevé en détection d'anti­
gènes et/ou d'anticorps (taux d'animaux positifs > 40 p. 
100). Les résultats des diagnostics sérologiques de ces 
élevages sont reportés dans le tableau IV. 

Séroprévalence faible 

Le nombre d 'animaux positi fs y est faible ou nul (taux 
d'animaux positifs < 20 p. 100). Les résultats des dia­
gnostics sérologiques de ces élevages sont reportés 
dans le tableau V. 
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TABLEAU IV Résultats dans les élevages à séroprévalence forte. 

Nombre 1 

1 p. 100 Elevages d'animaux Ac T. spp 
testés 

1 37 13 35 
2 144 51 35 
3 197 92 47 
4 33 15 45 
5 35 18 51 
6 76 50 66 
7 30 19 63 
8 156 58 37 

Total 708 316 1 45 
1 

TABLEAU V Résultats dans les élevages à séroprévalence faible. 

Nombre 
l p. 100 Elevages d'animaux Ac T. spp 

testés 

1 29 0 1 0 
2 66 1 ! 1,5 
3 110 1 

1 

0,9 
4 141 1 0,7 

1 

5 226 14 6,2 
6 549 48 8,7 

Total 1 121 65 i 

! 

Situation intermédiaire 

Le pourcentage d'animaux positifs est compris entre 20 
et 40 ; les résultats des diagnostics sérologiques de ces 
élevages sont reportés dans le tableau VI. 

DISCUSSION SUR LA TECHNIQUE 
DE DIAGNOSTIC 

Spécificité et sensibilité des tests 
Le diagnostic par détection des antigènes est considéré 
comme spécifique de T. vivax ; il est généralement plus 
sensible que le diagnostic parasitologique , mais dans 
ce rta ins cas , les antigènes ne sont pas détectés alors 
que les parasites sont trouvés dans le sang (8) . A l'inver­
se, il est souvent positif alors que les parasites ne sont 
pas retrouvés à l'observation du Buffy-cellcoat. 

Le test de détection des anticorps n'est pas spécifique de 
T. vivax, des réactions croisées avec T. evansi sont pos­
sibles , toutefois les essais d'isolement n'ont jamais per­
mis de démontrer l'existence de T. evansi en Guyane 
française . On néglige donc l'impact de ces réactions croi-
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466 

6 

Total Ag T. vivax p. 100 positifs Pourcentage 

3 8 15 41 
30 21 66 46 
32 16 100 51 

5 15 17 52 
12 34 23 66 
12 16 52 68 
16 53 20 69 
9 6 64 41 

119 17 357 50 

Total 
Ag T. vivax p. 100 positifs Pourcentage 

i 

0 0 0 non infecté 
2 3 3 5 
4 4 5 5 
8 6 9 6 

17 8 28 12 
61 11 101 18 

92 1 8 146 13 1 
1 

sées dans l'interprétation des résultats . Ce test a une 
sensibilité voisine de celle de l' IFI (8) . 

Comparaison aux enquêtes antérieures 

En 1983 et 1985, de nombreux cas cliniques étaient 
signalés ; les diagnostics par I FI au seuil de 1 /160 ont 
donné une séroprévalence de 25 p. 100 sur 328 animaux 
testés (1 ). Alors qu'entre novembre 1990 et juin 1992 
aucune trypanosomose maladie n'a été signalée, la séro­
prévalence observée (antigènes et/ou anticorps) est de 
29,2 p. 100 sur 2 953 animaux testés. Ceci résulte d'une 
sensibil ité et d'une précision supérieures de la méthode 
utilisée. 

DISCUSSION ET INTERPRÉTATION 
DES-RÉSULTATS 

Séroprévalence de l'infection 
La séroprévalence de l'infection est forte en élevages lai­
tiers (50 p.100 des animaux positifs en moyenne), car les 
animaux ne reçoivent jamais de trypanocides (déla i 

1 
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TABLEAU VI Résultats dans les élevages en situation intennédiaire. 

1 

Nombre 1 
1 Total 1 

Elevages d'animaux Ac T. spp 1 p. 100 Ag T. vivax 

1 

p. 100 positifs Pourcentage 

1 
testés 1 

1 

! 

6 20 9 30 1 30 8 27 
2 30 7 23 3 10 10 33 

1 

3 110 35 32 13 12 42 38 
307 50 

; 
16 38 12 72 23 4 

41 ' 23 21 12 52 29 5 179 ' ' 

1 
Total 656 141 21 81 12 185 28 

TABLEAU VII Situations épidémiologiques des élevages au regard de la trypanosomose. 

1 Paramètres Situations favorables à 

1 

Situations défavorables 
1 

l intervenant la trypanosomose à la trypanosomose 

1 
Abondance des vecteurs forte faible 

1 Traitements trypanocides absents ou occasionnels régu liers 
1 

1 Autres parasitoses absence de contrôle contrôle régulier 
1 
1 

1 Ration alimentaire carences al imentaires 

1 

maitrise en toutes saisons 
1 et/ou hydrique en saison sèche 
1 
1 

1 
Introduction d'animaux élevages d'embauche élevages clos 
potentiellement infectés 

1 
1 

d'attente long). Les variations entre élevages s'expliquent 
généralement par la situation épidémiologique , ce 
qu'illustre le tableau VII . 

Prévalence de la maladie 

Les signes cliniques (fièvre, pertes de poids ... ) dus à 
l'infection par T. vivax s'expriment pendant la saison 
sèche, et sont irrégulièrement observés selon les 
années. Ils ont été absents pendant toute la durée de 
l'enquête, les derniers cas de trypanosomose clinique ont 
été identifiés en décembre 1989 (FAVRE, communication 
personnelle). Les résurgences de la maladie sont impré­
visibles. 

Facteurs favorisants 

En Guyane, la chuie de la résistance des bovins dépend 
principalement : 

- des maladies intercurrentes telle l'anaplasmose (Ana­
plasma marginale) et les babésioses (Babesia bovis et 
Babesia bigemina) ; 
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- du parasitisme par les helminthes, tiques, stomoxes et 
tabanidés (quand les taons sont très nombreux, le bétail 
est harassé, s'arrête de manger et trouve refuge dans la 
forêt ou dans des aires enfumées à cet effet) ; 

- du manque de nourriture et d'eau ; 

L' importance de tous ces paramètres croît jusqu'à la fin 
de la saison sèche . 

Dans les 12 dernières années , les diagnostics parasitolo­
giques de trypanosomose n'ont pu être posés qu 'à cette 
saison . On peut supposer que la chute de résistance 
observée à cette époque de l'année favorise l'augmenta­
tion des parasitémies qui , coïncidant avec l'abondance 
des vecteurs, rend possible la transmission du parasite. 

Résurgences 

Pendant plusieurs années , la maladie semble absente 
des élevages, et le parasite n'est pas retrouvé dans le 
sang circulant, bien que l'antigénémie soit détectée par la 
sérologie . Comme on ne peut concevoir qu 'en l'absence 
du parasite les ant igènes perdurent plusieurs années 
dans la circulation générale, on peut se demander quelle 
est l'orig ine des antigènes détectés : 

467 



M. Desquesnes P.R. Gardiner 

- les parasites sont-ils présents dans le sang en très 
faible nombre , peu ou non détectés par l'observation 
parasitologique (7,6 p.100 des 500 échantillons observés 
présentaient des trypanosomes très peu nombreux, non 
identifiés avec certitude) ? 

- le trypanosome a-t-il un refuge extra-vasculaire ? 

En situation de forte séroprévalence , les résurgences cli­
niques sont-elles dues à une brutale et générale chute de 
résistance du bétail ou à l'apparition d'un nouveau séro­
dème (5)? 

En situation de faible séroprévalence , certains animaux 
peuvent-ils rester infectés latents jusqu 'à ce que la 
conjonction des facteurs favorisants provoque une explo­
sion de la maladie dans l'élevage ? 

Enfin , existe-t-il un réservoir sauvage ? 

Pathogénicité 

Selon les observations de CAMUS et MARTRENCHAR 
(2) , la souche guyanaise de T. vivax est potentiellement 
aussi pathogène que les souches africaines ; toutefois , 
les signes cliniques observés lors de ces infections expé­
rimentales n'ont pas été retrouvés lors d'infections natu­
relles en Guyane française . On peut alors suggérer plu­
sieurs explications : 

- la quantité de trypanosomes transmis par les vecteurs 
mécaniques est toujours très faible , jamais comparable 
aux quantités utilisées lors de l 'expérimentation de 
CAMUS et MARTRENCHAR (2); des infections répétées 
pourraient induire une immunité croissante des bovins 
contre un sérodème déterminé présent dans l'élevage, ce 
qui atténuerait l'expression clinique de la maladie ; ceci 
suppose une relative stabilité antigénique du parasite ; 

- il a été démontré pour T. evansi que la multiplication 
locale du parasite au point d'infection peut participer à 
l'immunisation des chevaux porteurs (7). Ce phénomène 
est peut-être applicable à T. vivax chez les bovins , 
d'autant que le parasite est inoculé dans le derme par les 
vecteurs en faible quantité et en de nombreux impacts ; 

- s'il existe un refuge extra-vasculaire , il est possible que 
la libération d'antigènes entretienne une relative immuni­
té qui serait à l'origine d'une expression symptomatique 
fruste ; 

- les signes cl iniques sont confus car plusieurs hémopa­
rasitoses d'expression symptomatique voisine coexistent 
; ainsi, l'obse rvation des frottis, au cours de cette même 
enquête , a montré que plus de 50 p.100 des bovins sont 
infectés par Anaplasma marginale ; 

- enfin, de récentes observations ont montré qu 'un mou­
ton (croisé Black Belly x mouton Créole). infecté expéri­
mentalerr.ent à partir d'un cryostable de la souche guya­
naise (2) , contrôle parfaitement la parasitémie dès la 
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sixième semaine suivant l'inoculation (expérience menée 
sur quatre mois) . Il y a donc bien immunisation et résis­
tance chez le mouton ; le phénomène est peut-être iden­
tique chez les bovins. 

CONDUITE À TENIR 

Lorsque la trypanosomose s'exprime 
cliniquement 
Pour contrôler les résurgences de la maladie , un traite­
ment stratégique peut être appliqué avec l'acéturate de 
diminazène, à la dose de 3.5 mg/kg par voie intramuscu­
laire . 

En situation de forte prévalence , pendant la période à 
risques , de novembre à janvier, on peut réaliser le traite­
ment une à deux fois , afin de contrôler la prolifération des 
parasites . Les veaux devraient être traités trois ou quatre 
fois , à 30-40 jours d'intervalle , durant la saison sèche , 
pour interrompre le développement des parasites sur ces 
animaux qui ne sont pas encore immuns. 

En situation de faible prévalence , on peut : 

- viser l'éradication du parasite en l'absence de troupeau 
infecté environnant : on appliquera un traitement avec le 
chlorure d'isométamidium (son usage est interdit en 
France métropolitaine, mais il est autorisé , sur déroga­
tion , en Guyane française ). Si la ferme est isolée , il y a 
très peu de risques d'introduction du trypanosome par les 
vecteurs mécaniques, mais une grande vigilance devra 
être apportée à l'entrée d'animaux dans l'élevage car 
l'absence d ' infection ne peut être affirmée même en 
ayant recours au test de détection des antigènes de T. 
vivax ; 

- viser le statut enzootique en ne traitant que les animaux 
présentant des signes clin iques, afin de limiter les effets 
individuels de l'infection tout en s'abstenant d'effectuer 
un traitement systématique , pour permettre la propaga­
tion du parasite au sein du troupeau et l'établissement de 
l'immunité (il reste à démontrer que l ' immunisation 
durable de bovins est possible , comme on l'observe chez 
le mouton). 

En l'absence d'expression clinique 
Pendant les quelques années qui séparent les périodes 
de résurgence , les traitements devraient être suspendus, 
et les contrôles maintenus afin d'intervenir le plus préco­
cement possible lorsque la maladie réapparaît. La direc­
tion des Services vétérinaires assure les diagnostics 
parasitologiques systémati ques lors d'expressions cli ­
niques évoquant une hémoparasitose (anémie, amaigris­
sement , hyperthermie). Des diagnostics sérologiques 
seront réalisés par le CIR AO-EMVT sur l'ensemble du 
troupeau lorsqu 'un cas de trypanosomose sera identifié. 



PERSPECTIVES 

Des travaux complémentaires devront être réalisés pour : 

- tenter d'isoler des souches de T. vivax, avant, pendant, 
et après les résurgences de la maladie , afin de caractéri­
ser les souches pour connaître leur variabilité antigé­
nique; 

- préciser la virulence naturelle des souches locales : en 
particulier si des infections par T. vivax peuvent être 
observées en l'absence des autres hémoparasitoses ; 

- préciser l'évolution des infections expérimentales chez 
les bovins, afin d'établir si, comme chez le mouton, un 
contrôle de l'infection est possible 2 à 3 semaines après 
l'inoculation du parasite ; 

- préciser l'évolution de l'infection lors d'inoculations intra­
dermiques répétitives de faibles quantités de trypano­
somes ; en particulier, est-il possible d'induire l'immunité 
par des inoculations répétées d 'un faible nombre de 
formes sanguines du parasite , et cette immunité serait ­
elle suffisante pour limiter ses effets pathogènes ? 

- connaître l'évolution des élevages en situation intermé ­
diaire , qui dépendra probablement de l'usage des trypa­
nocides, de l'abondance des vecteurs, et de la conduite 
générale de l'élevage (alimentation , abreuvement, com­
plémentation ... ) ; 

- lorsque les antigènes sont détectés en l'absence de try­
panosomes circulants : inoculer le sang d'un animal séro­
positif (détection des antigènes) à un ovin na1f , afin de 
confirmer l'existence d'une faible parasitémie ; tenter de 
faire augmenter une parasitémie très basse par l'adminis­
tration d' immunosuppresseurs ; rechercher l'existence 
d'une localisation extra-vasculaire du parasite chez les 
bovins, comme cela a été démontré chez la chèvre (13) ; 

- lorsque seuls les anticorps sont détectés. confirmer qu 'il 
ne s'agit pas d'une réaction croisée avec une autre espè­
ce de trypanosome ; dans ce dernier cas , les éventuelles 
résurgences seraient dues : soit à une contamination de 
voisinage immédiat, soit à l'introduction d'un animal infec­
té ; des diagnostics sérologiques pourront être réalisés à 
l'entrée dans l'élevage, soit à une contamination à partir 
d'un réservoir sauvage qu'il conviendrait d'identifier. 
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M. Desquesnes P.R. Gardiner 

DESQUESNES (M.), GARDINER (P.R.). Epidemiology qf cattle try pa­
nosomosis (Trypanosoma vivax) in French Guiana. Revue Ele1·. Méd. ,·ét. 
Pays trop .. 1993. 46 (3): 463-470 

About 3.000 European and Zebu cattle sera from various rearing 
areas of French Guiana were examined by enzyme-linked immuno­
sorbent assay (ELISA) for detection of specific circulating antigens of 
Trypanosoma vivax and for detection of antibodies to Trypanosoma 
species with reagents provided by ILRAD. For the whole country, the 
seroprevalence rate is 29 %. Infection was detected evervwhere in 
French Guiana, but seroprevalence rates were different fro~ place to 
place, depending on the epidemiological situation, the abundance of 
vectors (stable-flies and horse-flies) and the management. We could 
generally classify herds in three epidemiological situations: high, low 
or intermediate seroprevalence. Despite the absence of clinical signs 
during two/three years, notably during this epidemiological survey, 
the antigen and/or antibody seroprevalences of T. viva.x show a stable 
infection in the country. Natural pathogenicity of Guianan T. viva.x 
should be confirmed; a very low parasitaemia or an extra-vascular 
foci might explain the apparent absence of bloodstream forms bet­
ween two outbreaks. The epidemiological control will be maintained 
to determine whether outbreaks are due to an immunological failure 
to the present serodemes, to the spreading of new serodemes, or to 
other epidemiological parameters. 

Key words : Cattle - Zebu ca ttle - Trypanosomosis - Trypanosoma vivax -
Epidemiology • Sera · ELISA test - Ant ibody - Ant ige n - Pre,·a lence -
Diagnosis - French Guiana. 
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DESQUESNES (M.), GARDINER (P.R.). Epidemiologfa de la tripano­
s!)mosis bovi na (Trypanosoma vivax) en la Guayan a Francesa. Revue 
E!ev. Méd. vét. Pays trop .. 1993. 46 (3): 463-470 

Con el fin de detectar antigenos circulantes de Trypanosoma viva.x y 
de anticuerpos de Trypanosoma sp. , se analizaron los sueros de 
a proximadamente 3 000 bovinos, europeos o cebues, provenientes de 
diversas zonas de producci6n de la Guayana Francesa. El método 
utilizado fue el ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), con 
reactivos proveidos por el ILRAD. La seroprevalencia para la totali­
dad de la Guayana fue de 29 p. 100. Las cinco zonas estudiadas se 
encuentran infectadas, con tasas de infecci6n variables de una pro­
ducci6n a otra, de acuerdo a la situaci6n epidemio16gica, la abundan­
cia de los vectores (estomoxes y tabanidos) y al método de produc­
ci6n. Las producciones pueden clasificarse en general en tres 
situaciones epidemiol6gicas : seroprevalencia fuerte, media o baja. A 
pesar de la ausencia total de la enfermedad durante dos o tres anos, 
principalmente durante el periodo del presente estudio, la seropreva­
Jencia de los antigenos de T. viva.x revela una infecci6n estable en el 
pais. Queda por confirmar el poder pat6geno natural del Trypanoso­
ma vivax guyanés. La existencia de una baja parasitemia o de refu­
gios extravasculares. podria explicar la imposibilidad de detectar el 
germen en la circulaci6n general durante periodos prolongados. La 
observaci6n epidemiol6gica sera mantenida. con el fin de observar si 
los hallazgos son producto de una deficiencia inmunitaria a los sero­
demos existentes, a la aparici6n de nuevos serodemos o a otros fac­
tores epidemio16gicos. 

Palabras claves : Bovino - Cebu - Tripanosomosis - Trypanosoma vivax 
· Ep idemiologfa - Suero - Tes t ELISA - Anticuerpo - Antige no . Preva­
lencia - Diagnôslico - Guayana Francesa. 
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INTRODUCTION 

The "Guianas" are three lietle-known countries located in the humid tropical 
region on the north coast of South America. These threc countries share borders and 
historie and geographic similarities, but have maintained lietle contact, due to language, 
political, adnùnistrative, and economic differences. Guyana. the fonner British Gui­
ana, is an indepcndent democratic country, whose national language is English. It 
bas a human population of 750,000 and a bovine population of almost 300,000. 
Suriname, the former Dutch Guiana. is also an independent democratic country, 
whose national language is Dutch. It bas a human population of approximately 
400,000 and a bovine population of just under 100,000. French Guiana (or Guyane 
Francaise) is an overseas department of France, therefore nota sovcreign nation. Il 
has a human population of 115,000 and a bovine population of 7000. Guyana and 
Suriname are considcred to be devcloping countries. As a French overseas department, 
French Guiana enjoys social and economic benefits similar to thosc in metropolitan 
France. In ail three countries, the great majority (80-90%) of human and livestoclc 
populations are concentrated along the Atlantic coastline. 

4 This projcct rcceived funding from the European Communicy and French Intenninisterial Fund 
for the Caribbean (FIC). 
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Due to their geographic prox.imity, similar climates, and ecosystems, these coun­
tries share various livestock pests and diseases. The difference lies in their ability to 
rcspond to such problems. Due to its significant technical, financial, and hwnan 
rcsources, as well as its rèlatively small livestock population, French Guiana has 
becn able to conduct animal discase rcsearch. monitoring, and control programs. As 
a consequence of economic crisis and structural adjustment programs, the veterinary 
services of Guyana and Suriname have been confronted with scarce technical, material, 
financial, and human resources. Guyana's veterinary diagnostic laboratory ceascd 
operations in 1990. Suriname's laboratory continues to operate on a limited basis, 
but has great difficulty with material supply and equipment maintenance, due to a 
short.age of foreign exchange. These limitations make it difficult or impossible for 
the veterinary services of Guyana and Suriname to implement livestock disease 
monitoring and contrai prograrns. 

The livestock hemoparasitic diseases anaplasmosis and trypanosomiasis and babe­
siosis and their anhropod vectors constitute important constraints to animal health 
and livestock production in tropical South Arnerican countries. In South America, 
Anaplasma marginale is transmicted by biting insects and ùcks. This disease causes 
fever, llnemia, weight loss, jaundice, abortion, and mortality in cattle.1 

The epidemiology, clinical significance, and economic impact of non-tsetse tr.œ ;­
mitted trypanosomes are less clearly understood in the Americas. In South America, 
the trypanosomes Trypanosoma· vivax and Trypanosoma evansi are mechanically 
transmitted by biting insects including Tabanus, 2.3 Cryprorylus,' and Stomoxys species. 
Vampire bats (Desmodus rotundus),5 ticks,11.7 and triatomine bugs• have also been 
suggested as vectors in the transmission of T. vivax. In French Guiana, a temporal 
association has been found berween dry season (November to January), high Tabanid 
density, and Trypanosoma vivax clinical outbreaks.9 

Serological evidence for Trypanosoma vivax has been found in the Americas 
from El Salvadur to Paraguay. 10 The organism is believed to have been imponed 
with a shipment of cactle from Senegal to French Guiana, Martinique, and Guadeloupe 
in 1830. 11 Previous studies in Guyana have found high seroprevalence rates to T. 
vivax in sheep in coastal Guyana. Applewhaite found a seroprevalence rate of 63.4% 
in sheep on ELISA (enzyme linked immunosorbent assay).'2 Vokaty et al found 
64% seroprevalence to Trypanosoma sp. in sheep in coastal Guyana on indirect 
fluorescent antibody test. 13 In French Guiana, a survey of 3000 cattle yielded a 
seroprevalence rate of 22% on ELISA testing for T. vivax antibody.9 T. vivax has 
been found to be prevalent in cactle, water buffalo, and sheep in Colombia, but 
outbreaks of severe disease are sporadic. In Colombia and French Guiana, these 
outbreaks in adult cactle arc characterized by fever, anemia, decreased mille yields, 
rapid weight loss, abortion, and occasional mortalities. 14

•
13 However, calves may show 

high parasitemias without clinical signs. The sporadic clinical outbreaks have been 
actributed to decreased herd immunity caused by stress such as poor nutrition, intercur­
rent infection, or vaccination. 15 

Trypanosoma evansi has been found in South America from Panama to Argen­
tina.10 It causes clinical disease in horses, donkeys, buffalo, mules, and dogs. The 
disease is known as Surra in Africa and Asia. and as "Mal de Caderas" in Brazil 
and Argentina. This disease is characterized by intermittent fever, anemia, dependent 
edema, lethargy, weigh Joss, nervous signs, and eventually death.16 Epidcmics of 
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"Mal de Caderas" have caused significant mortality in horses in the Pantanal region 
in southem Brazil, thereby limiting development of the cattle ranching indusuy. 17 

Significant T. emnsi epidemics have also been described in Colombia and Venezuela. 10 

Natural infections have been detected in several South American wildlife species 
including the capybara (Hydrochoerus hydrochaeris), 10 coatis (Nasua nasua). 11 and 
vampire bats (Desmodus roruruius) .5 Serological evidence exists for T. evansi in 
sheep in coastal Guyana, but clinical disease has not been reported. 11 

HEMOPARASITE NETWORK 

The project "Hemoparasite Network for the Guianas" is a collaborative effort 
between the Inter-American Institute for Cooperation on Agriculture (IICA) in Guyana 
and Suriname. the Centre de Cooperation Internationale en Recherche Agronomique 
pour le Developpement-Elevage et Medecine Veterinaire Tropicale (CIRAD­
EMVT). which has a specialized laboratory for research into arthropod-borne diseases 
in Cayenne, and the government veterinary services of Guyana, Suriname, and French 
Guiana. The general objective of the project is • 'to increase knowledge of the epidemi­
ology, clinical and economic importance ofhemoparasites. particularly trypanosomes, 
in Guyana. Suriname and French Guiana in order to develop effective contrai methods 
and chus improve the health and productivity of livestock." 

The specific objectives are: 

1. To exchange infonnation on hemoparasites. especially Trypanosomes. with 
researchers in Latin America and the Caribbean by fonnation of a Hemoparasite 
Information Network (TRYPNET) 

ii . To strengthen the diagnostic capabilities of the veterinary services of Guyana 
and Suriname by: 
a. Creation of a Hemoparasite Reference Laboratory for the Guianas at 

CIRAD-EMVT in Cayenne. 
b. Training Guyanese and Surinarnese technicians in hemoparasice diagnostic 

techniques. 
c. Purchase of materials and regents for the veterinary diagnostic laboratories 

in Suriname and Guyana. 
d. Laboratory support for other livestock disease investigations whenever pos­

sible. 
iii. To increase information on hemoparasites. particularly Trypanosomes, in South 

America. by conducting an epidemiological study in cattle in Guyana, Suri­
name. and French Guiana. 

TRYPNET: HEMOPARASITE INFORMATION NETWORK 

The Hemoparasite Infonnation Network was initiated in 1994 and is ongoing. Two 
CIRAD-EMVT publications were translated from French to English and distributed to 
livestock production and animal health professionals in Guyana and Suriname. The 
English versions were titled "Horseflies of the Guyanas: Biology. Veterinary Signifi­
cance & Control Methods" and " The Cattle Tick, Boophilus microplus." A quarterly 
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TABLE 1. Preliminary Results of Hemoparasite Survey in Guyana, Suriname, and 
French Guiana 

Adj . + +ELISA TRP 
Anaplasma 

n +CCT" CCT % AB' % n 

French Guiana 507 13 0 2.6 33 6.5 469 
Suriname 503 5 0 1 163 32.4 259 
Guyana 408 10 3 0.7 168 41.2 308 

• Positive for Trypanosome sp . on capillary cenaifuge technique (WOO)." 
• Adjusted for T. vivax positive. 
'Positive on ELISA for Trypanosome sp. antibody-Ferenc method.:?O 
• Positive for Anaplasma on suined blood smear. 

+' % 

106 22.6 
131 50.6 
78 25.3 

newsletter called Trypnews has published two issues in English and Spanish. These 
are sent to animal health professionals and researchers in North, Central, South 
America. the Caribbean, Africa. and Europe. Initial response has been enthusiastic, 
and an expansion of the nerwork to include Venezuela and Brazil is planned. A small 
technical meeting on hemoparasites, especially New World Trypanosomes. is planned 
in Georgetown, Guyana in 1996. 

EPIDEMIOLOGIC STUDY IN FRENCH GUIANA, 
GUYANA, AND SURINAME 

Materials and Methods 

Bovine blood samples and demographic data are collected by the vererinary 
services in Guyana and Suriname. in both field and abattoir. Two thin blood smears 
are made for each sample and stained with RAL stain.' One is read locally and the 
other at the Hemoparasite Reference Laboratory. Packed ce!! volume (PCV) and 
capillary centrifuge technique (WOO test) are conducted within 3 hours of sampling. 
Blood is centrifuged. and serum samples are split into two; one is stored in a local 
frozen serum bank and the other half is sent to the Hemoparasite Reference Laboratory, 
where ELISA tests for trypanosome antigen and antibody are performed. 

Preliminary Results 

S urvey results to date appear in TABLE 1. 

Discussion 

The relatively high seroprevalence rates on ELISA test suggest thar trypanosomes. 
:7.~~: !:te!)' T. i•i) 1!!.r. :,r,- ,-nriemic in canle in Guyana and Suriname. This finding agrees 

g Hemacover Kir RAL. Rhone Merieux, contains methanol. eosin. and merhylene blue srains . 
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with previous small ruminant srud.ies in Guyana donc by Volcaty and Applewhaite. T. 
evansi has yet to be conclusively identified in the Guianas. However, there is anecdoul 
evidence for equine trypanosomiasis in the Rupununi, the ranching area in southem 
Guyana that borders on Brazil.21 Further srudies are necessacy to determine the 
epidemiology, clinical significance, and economic impact of T. viva.x and T. evansi 
infection in livestock in South America. However, improved laboratory tests would 
be necessacy to conduct such research. Serologic tests developed for African trypano­
somes do not always work well for South American strains of T. vivax and T. 
evansi.!1 By putting New World trypanosome researchers in contact to share technical 
information, it is hoped that TRYPNET will help to solve such challenging questions. 

SUMMARY 

Although Guyana. Suriname, and French Guiana share borders and climatic and 
geographic similarities, the countries have maintained little contact, due to language, 
political, and administrative d.ifferences. In 1993, two international organizations 
involved in the improvement of animal health, the Inter-American Institute forCooper­
ation on Agri~ulture (IICA) and CIRAD-EMVT (Centre de Cooperation Internationale 
en Recherche Agronomique pour le Developpement-Elevage et Medecine Veterinaire 
des Pays Tropicaux), jointly developed a collaborative project between the veterinary 
services of the three countries entitled " Hemoparasite Network for the Guianas." 

This project seeks to pool livestock, laboratory, and technical resources between 
the three countries in order to generate and exchange information on hemoparasites 
of livestock. A Hemoparasite Reference Laboratory for the Guianas has been created 
at the CIRAD-EMVT laboratory in Cayenne. French Guiana. Besides processing 
ruminant serum samples from the three countries, specialists from this organization 
conduct training in hemoparasite diagnostic techniques for laboratory personnel from 
Guyana and Suriname. A large-scale epidemiologic srudy of hemoparasites of cattle 
in the three countries is under way, to determine the prevalence, distribution, and 
clinical and economic significance ofhemoparasites in the three countries, particularly 
Trypanosoma viva.x and T. evansi. Preliminary results are presented and discussed. 
A Hemoparasite Information Necwork (TRYPNEn has been initiated. includ.ing a 
quarterly hemoparasite newsletter (TRYPNEWS), published in English and Spanish 
and disseminated to researchers in the Americas, Europe, and Africa. In 1995/96, it 
is proposed to expand the network's scope to include Venezuela and Brazil. 
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Annexe 1.5: Activités du réseau d'information sur les hémoparasites 
du bétail dans les Guyanes 

A l'initiative de l'IICA-Guyana et Suriname (lnter-American lnstitute for Cooperation on Agriculture), 
et du CIRAD-EMVT-Guyane, avec les responsables des Services Vétérinaires des trois Guyanes (Guyana, 
Suriname et Guyane Française), une collaboration a été mise en place, visant dans un premier temps à 
évaluer la situation épidémiologique des hémoparasitoses du bétail. 

Ainsi a débuté en 1993 une enquête épidémiologique centralisée par le Laboratoire de Référence 
des Hémoparasitoses à Cayenne (laboratoire du CIRAD-EMVT-Guyane ) et avec l'aide de différents 
partenaires: 

-les Directions des Services Vétérinaires des trois Guyanes qui ont pris en charge les prélèvements; 
-le Service Vétérinaire Départemental de la Guyane Française (SVD) a réalisé les diagnostics de 

leucose, de brucellose et de fièvre aphteuse; 
-l'IICA au Guyana et au Suriname, a centralisé et coordonné les prélèvements, l'analyse des 

données et la diffusion des informations ; 
-le Laboratoire de Référence effectue les diagnostics parasitologiques et sérologiques des 

hémoparasitoses. 

Dans le cadre du réseau d'information sur les hémoparasites, des documents techniques sur les 
tiques les taons et les hémoparasites on été rédigés en français, traduits et diffusés auprès des organismes 
et professionnels de l'élevage des trois Guyanes : 

-La tique du bétail: Boophilus microplus; DESQUESNES, en français (1991 a) , en anglais (1994 b, 
traduit par VOKA TY), et en espagnol (traduit par MUNOZ). 

-Les taons de Guyane: biologie, importance vétérinaire et méthodes de lutte; DESQUESNES, M. et 
LA ROCQUE, S. (de) , en français (1992), en anglais (1993 b; traduit par VOKATY) et en espagnol (1994 b, 
traduit par MUNOZ). 

-Les hémoparasitoses des bovins en Guyane Française, importance vétérinaire et méthodes de 
contrôle ; DESQUESNES, M. et LA ROCQUE (de), S., en français (1993 a). 

Un journal d'information sur les hémoparasites « TRYPNEWS » est édité trimestriellement (co­
éditeurs : S. VOKATY et M. DESQUESNES) et diffusé auprès de 200 scientifiques dans le monde, dont 
environ la moitié en Amérique Latine. 

En outre. plusieurs sessions de formation aux techniques de diagnostic de laboratoire des 
hémoparasitoses ont été organisées et documentées pour le personnel des Services Vétérinaires du Guyana 
et du Suriname : « Haemoparasite Diagnostic Training Course » (DESQUESNES et LA ROCQUE, non 
publié) et «Advanced Haemoparasite Diagnostic Training Course » (DESQUESNES et TRESSE, 1995 a) . 

Des réunions annuelles des Directions des Services Vétérinaires des trois Guyanes, organisées 
à Paramaribo (1994), Cayenne (1995) (figure 59) , et Georgetown (1996) par l'IICA et le CIRAD-EMVT, ont 
permis d'améliorer la circulation et les échanges d'information entre les responsables sanitaires des trois 
pays. 

Enfin, le fonctionnement du réseau a abouti à l'organisation, sous l'égide commune de l'IICA 
(Guyana/Suriname), de l'EMBRAPA (Brésil), et du CIRAD-EMVT (Cayenne), du« Premier Symposium sur 
les Trypanosomes du Nouveau Monde» (« First Symposium on New World Trypanosomes»), à 
Georgetown, Guyana (20-22 novembre 1996) (figure 60), qui a réuni plus de 40 scientifiques d'Amérique 
Latine avec la participation d'importants organismes scientifiques étrangers (ILRI, CTVM, USDA, Université 
de Louisiane, Universités du Venezuela , etc.) . 

Les détails concernant la mise en place et le fonctionnement du Laboratoire de Référence sont 
exposés dans les publications de VOKA TY, DESQUESNES et al. (1994, 1995 et 1996), et les documents 
non publiés intitulés « Compte-rendu de la mise en place du Laboratoire de Référence et du réseau 
d'information sur les hémoparasites des Guyanes» (rapport FEDER 93 du CIRAD-EMVT-Guyane, 
DESQUESNES et LA ROCQUE, 1994 a) et « Laboratoire de Référence et réseau d'information sur les 
hémoparasitoses dans les Guyanes » (Rapport FIC 94, DESQUESNES et TRESSE, 1995 b ; et FIC 1996, 
DESQUESNES et GARRAIN, 1997 b). 
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Légende : de droite à gauche, au premier plan : L. APPLEWHAITE, Directeur des Services Vétérinaires du 
Guyana ; 1. de la MARCHE, économiste au département d'élevage des Services Vétérinaires du Suriname ; 
R. LIEUW-A-JOE, secrétaire permanent au Ministère de !'Agriculture du Suriname ; J. FAVRE, Directeur du 
Service Vétérinaire Départemental de la Guyane Française ; S. VOKA TY, responsable du programme santé 
animale de l'IICA Guyana ; en haut : M. DESQUESNES, responsable exécutif du CIRAD-EMVT-Guyane et 
Edmund ROZENBLAD, Directeur des Services Vétérinaires du Suriname. 

Figure 59 : « 2nd Chief Veterinary Officers' Meeting », CIRAD-EMVT-Guyane, Institut Pasteur, Cayenne 
(février 1995) 

0 
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Figure 60 a: Sandra VOKATY à la tribune du« First Symposium on New World Trypanosomes» (20-
22 novembre 1996, Georgetown, Guyana) 

~Il ' " . .... -

' ~> ,elfber 2 
S}orgeto n 

Légende : De droite à gauche Reepu DAMAN PERSAUD, Ministre de !'Agriculture du Guyana , Bernard FRANCOIS, 
responsable de l'I ICA Guyana , Lennahan APPLEWHAITE, responsable des Services Vétérinaires du Guyana ; Sandra 
VOKATY, Responsable du programme santé animale de l'IICA Guyana-Suriname , Marc DESQUESNES, responsable 
exécutif du CIRAD-EMVT-Guyane 

Figure 60 b: Cérémonie d'ouverture du« First Symposium on New World Trypanosomes» 

Figure 60 : Premier Symposium sur les Trypanosomes du Nouveau Monde 
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ANNEXE 2 : DIAGNOSTIC DES 
TRYPANOSOMOSES 
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ANNEXE 2.1 (PUBLICATION N° 3) : EVALUATION DE LA SENSIBILITE DU 

TEST DE WQQ POUR LA DETECTION DE TRYPANOSOMA V/VAX 

DESQUESNES, M. et TRESSE, L. 

Rev. Élev. Méd. vét. Pays trop. (1996), 49, 315-321. 
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Mots-clés 

Trypanosoma vivax - Centrifugation -
Hématocrite - Ovin - Plasma sanguin -
Guyane française. 

• INTRODUCTION 

Evaluation de la sensibilité 
du test de Woo pour la détection 
de Trypanosoma vivax 

M. Desquesnes 1 * L. Tresse 1 

Résumé 

La technique de centrifugation hématocrite (HCT), ou test de Woo, est la plus 
employée pour le diagnostic des trypanosomoses animales, mais sa sensibilité 
est mal connue. Selon les auteurs, pour la détection de Trypanosoma vivax, 
elle est supérieure, égale, ou inférieure à l 'observation du buffy coat entre 
lame et lamelle au microscope à fond noir (dark ground, buffy coat method, 
DG/BCM), ou technique de Murray. La plupart des travaux antérieurs visaient 
à comparer les techniques parasitologiques entre elles plutôt que de chiffrer la 
sensibilité des tests par rapport à une référence fixe; la comparaison des tests 
entre eux est une évaluation relative, car toutes les techniques utilisées n'ont 
pas la même sensibilité entre des mains différentes. L'objet du présent travail 
a été de chiffrer la sensibilité de la technique de Woo pour la détection de 
Trypanosoma vivax de Guyane, en l'éprouvant sur des échantillons sanguins 
de parasitémie déterminée, allant de 1 à 1 767 trypanosomes/ml, préparés par 
dilution de sang infecté dans du sang non infecté. L'expérience a été réalisée 
avec du sang de mouton. Une technique simple est décrite, pour le 
dénombrement des parasites dans le sang. Le seuil moyen de positivité du test 
de Woo chez le mouton a été d'environ 200 ± 110 T. vivax!ml. Le test a 
présenté une sensibilité de 100 p. 100 quand la parasitémie était supérieure à 
700 parasites/ml, environ 80 p. 100 entre 300 et 700, 50 p. 100 entre 60 et 
300, puis sa sensibilité a été quasi nulle en-deçà de 60 parasites/ml. Des 
indices sont fournis, permettant de quantifier la parasitémie en fonction du 
nombre de parasites observés entre lame et lamelle (parasitémie > 2 000), ou 
dénombrés dans le tube à hématocrite (parasitémie < 2 000). Il est proposé 
d 'évaluer la sensibilité des techniques visant à mettre en évidence une 
infection active, par rapport à des références fixes, en l'occurence, des 
parasitémies connues, créées artificiellement, comme il l'a été décrit. 

La technique de centrifugation hématocrite (HCT, en anglais), ou 
test de Woo (17, 18), est la plus employée pour le diagnostic des 
trypanosomoses animales, mais sa sensibilité est mal connue. 

une référence fixe. La comparaison des tests présente un inconvé­
nient car toutes les techniques utilisées n'ont pas la même sensibi­
lité entre des mains différentes. 

L'objet du présent travail a été de chiffrer le seuil moyen de positi­
vité de la détection de Trypanosoma vivax par la technique de 
Woo, d'évaluer la sensibilité du test en fonction de la parasitémie, 
et de quantifier la parasitémie en fonction du nombre de parasites 
observés dans un tube capillaire. Un mode de comptage des para­
sites dans Je sang est proposé. L'expérience a été menée au 
CIRAD-EMVT-Guyane, avec une souche guyanaise de T. vivax 
chez le mouton. 

Selon les auteurs, pour Je diagnostic de T. vivax, la sensibilité du 
test de Woo est inférieure (12, 13), égale (2), ou supérieure(!, 3, 
7, 11, 15) à celle de la technique de Murray et coll. (12) qui 
consiste à examiner à l'état frais, entre lame et lamelle, le buffy 
coat issu du tube capi li aire , au microscope à fond noir (dark 
ground technique, DG, ou buffy coat method, BCM). La plupart 
des auteurs ont davantage comparé les techniques parasitologiques 
entre elles plutôt que chiffré la sensibilité des tests par rapport à 

1. CIRAD-EMYT-Guyane, Institut Pasteur, BP 6010, 97306 Cayenne, Guyane 
française 

• CIRAD-EMYT, Campus international de Baillarguet, BP 5035 , 34032 
Montpellier Cedex, France 
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• MATERIEL ET METHODES 

Sang parasité 
Deux moutons croisés Black belly x Créole, âgés de 12 mois, issus 
d'un troupeau indemne de trypanosomose, et eux-même négatifs 

1 
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aux tests de Woo et de recherche d'anticorps par ELISA (méthode 
voisine de celle de Ferenc et coll. (4)) ont été maintenus en berge­
rie étanche aux insectes. 

L'un d'eux a été expérimentalement infecté avec la souche de 
T. vivax de Guyane française TVFG2, isolée en 1994 par 
Desquesnes et Demarty (non publié) ; il a été utilisé pour fournir 
du sang parasité. 

L'autre animal a fourni du sang non infecté et ne réagissant pas 
spécifiquement avec T. vivax (absence d'anticorps dirigés contre 
T. vivax ). 

Une série de 22 échantillons sanguins de parasitémies allant de I à 
I 767 trypanosomes/ml a été constitué par dilution de sang para­
sité dans du sang d'animal non infecté. 

Collecte et pré-dilution 

Les échantillons sanguins ont été récoltés sur héparinate de lithium 
en tubes vacutainers siliconés de 5 ml, puis déposés sur glace ; 
5 ml du sang de l'animal infecté ont été collectés lors du qua­
trième pic parasitémique; 140 ml de sang de l' animal non infecté 
ont été prélevés pour permettre la préparation des dilutions du 
sang infecté. 

Après une estimation de la parasitémie lors du pic chez l'animal 
expérimentalement infecté, une pré-dilution du sang parasité a été 
réalisée avec le sang de l'animal non infecté, afin de ramener la 
parasitémie aux alentours de Ios trypanosomes/ml. 

Le mélange des sangs a été assuré en retournant 10 fois le tube, 
puis en plaçant l'échantillon pendant 3 min sur un agitateur à pla­
teau tournant. Cette opération a permis d' homogénéiser la réparti­
tion des parasites dans le sang de mélange. 

Après agitation, la pré-dilution a été replacée sur glace. 

Comptage des parasites 

Un volume de 10 µl de sang(= 10 mm3) a été déposé à la micro­
pipette, entre lame et lamelle (22 x 22 mm). Lorsque la lamelle a 
été déposée sur le sang, les auteurs se sont assurés que la réparti­
tion du sang était homogène sur l'ensemble de sa surface. La lec­
ture a été effectuée au grossissement x 400 en contraste de phase. 
Les variations éventuelles de répartition du sang ou des parasites 
ont été atténuées par la lecture de 2 fois 25 champs, soit un total de 
50 champs, lus en croix, d'une extrémité à l'autre de la lamelle. 

Une série de 9 comptages a été effectuée par deux techniciens (5 
comptages par un premier technicien et 4 par un second), afin 
d'établir le nombre moyen de trypanosomes/champ de la pré-dilu­
tion, et amortir les variations individuelles des préparations. 

L'intervalle de confiance de la moyenne a été calculé au risque de 
5 p. 100, selon la formule donnée par Schwartz (14) : 

µ = m0 ± t S , avec n = 9, ddl = 8 et t = 2,3. 

vn 
Détermination de la parasitémie de la pré-dilution 

La hauteur moyenne de la cellule constituée par la lame et la la­
melle est égale à : 

h = volume de sang/surface de la lamelle, h = 10 mm3/(22 mm)2, 
soit 0,0207 mm. 

Au grossissement microscopique utilisé (x 400), le rayon R d'un 
champ microscopique était de 0,239 mm. 

326 

Le volume de sang exploré dans un champ microscopique a été 
calculé selon la formule : 

V= rr . R2 x h soit 3,7077.10-3 mm3. 

Avec la technique de comptage utilisée, l'observation d'une 
moyenne d'un trypanosome par champ correspondait donc à une 
parasitémie de 269 711 trypanosomes/ml. 

Dilutions 

A partir de la parasitémie calculée sur la pré-dilution, par dilution 
dans du sang non infecté, une série de 22 échantillons de sang ont 
été préparés avec des parasitémies décroissantes, comme indiqué 
ci-dessous (en nombre de trypanosomes/ml) : I 767, I 325, 883, 
707,530, 442,353, 265, 177, 88, 71, 57, 44, 35, 26, 18, 13, 9, 7, 4, 
2 et 1. 

Pour obtenir ces échantillons, le premier a été amené à 1 767 para­
sites/ml, à partir duquel un deuxième à 177 parasites/ml a été 
constitué. Par dilutions en séries du premier et du deuxième échan­
tillon ont été préparées les dilutions allant respectivement de I 767 
à 265 parasites/ml et de 177 à 1 parasite/ml. L'homogénéisation 
des mélanges a été effectuée comme précédemment, puis les 
échantillons et leurs dilutions ont été placés sur glace afin de pré­
server la vitalité des parasites. 

Test de Woo 

Pour chacune de ces dilutions, six tubes capillaires à microhéma­
tocrite (volume 70 µI) ont été préparés (132 au total) et centrifugés 
à 15 000 tours/min pendant 5 min. La lecture de ces tubes a été 
faite par observation directe de l'interface plasma/globules blancs 
(buffy coat) selon la technique décrite par Woo (17). Les tubes ont 
été lus en aveugle ; 3 séries par le premier technicien, les 3 autres 
par le second. Les tubes capillaires ont été remplis, centrifugés 
puis déposés verticalement sur glace par séries de 11, de telle sorte 
que l'intervalle de temps entre centrifugation et lecture n'a pas ex­
cédé 20 min. 

La lecture a été effectuée au grossissement x 100 (microscope 
Leitz Biomed Laboratoire®), avec un objectif normal , mais en uti­
lisant une source de lumière oblique afin d'augmenter le contraste 
de phase, ce qui a facilité la visualisation des parasites (conden­
seur Universel UKL 513558, Leitz Wetzlar Germany®, position 
n°3). Une rotation complète du tube capillaire sur son portoir a été 
réalisée par quarts de tour ; quatre points de vue du tube ont donc 
été explorés. En moyenne, l'examen a été réalisé en 2 min. Le 
nombre total de parasites observés dans chaque tube a été enregis­
tré puis rapporté à sa dilution au terme des lectures en aveugle. 

Interprétation des résultats 

Le test de Woo est un examen fournissant à la fois une réponse 
qualitative (positif/négatif) et quantitative (nombre de trypano­
somes observés dans la préparation). 

- Interprétation de la réponse qualitative : 

La sensibilité d'un test est la proportion d'examens positifs parmi 
des échantillons infectés. 

Pour chaque dilution, la probabilité pour que le test de Woo soit 
positif est calculée en faisant le rapport du nombre de tubes posi­
tifs/nombre de tubes examinés ; cette probabilité représente la sen­
sibilité du test de Woo ; elle est exprimée en fonction de la 
parasitémie. 

- Interprétation de la réponse quantitative: 

Afin de donner une estimation de la correspondance entre la para­
sitémie et le nombre de trypanosomes observés dans un tube à hé-



matocrite, les tubes capillaires pour lesquels un nombre «n» de 
trypanosomes a été observé sont regroupés , et la parasitémie 
moyenne correspondante, ou parasitémie pondérée, est calculée. 

Pour cela, compte tenu de l'imprécision du dénombrement des pa­
rasites dans le tube capillaire, au-delà de 4 trypanosomes/tube, les 
résultats ont été regroupés de 5 à 9 et de 10 à 20 parasites/tube. 

Un tableau de correspondances permet d'établir le seuil moyen de 
positivité du test, c'est-à-dire la parasitémie moyenne correspon­
dant à l'observation d'un unique parasite. 

•RESULTATS 

Comptage des parasites 
Le jour de l'expérience, la parasitémie a été évaluée à 2.106 trypa­
nosomes/ml. Une pré-dilution au vingtième a ramené la parasité­
mie aux environs de 105 trypanosomes/ml, puis les comptages ont 
été réalisés. 

Le nombre de T. vivax observés dans les 50 champs est indiqué, 
pour les 9 lectures, au tableau I. La moyenne (m0) , l'écart type (S), 
et l'intervalle de confiance de la moyenne (µ), au risque de 
5 p. 100 ont été établis. 

Tableau 1 

Résultats des co mptages et estimation 
de la parasitémie de la pré-dilution 

Numéro du 
comptage 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

Me>yenne 

Ecart type 

t. = trypanosomes 

Nbre de 
t. observés 
/50 champs 

17 
16 
17 
25 
25 
23 
17 
19 
20 

19,89 

3,38 

Nbre moyen 
de t. 

par champ 

0,34 
0,32 
0,34 
0,50 
0,50 
0,46 
0,34 
0,38 
0,40 

0,40 

0,07 

Intervalle de confiance 
du nombre moyen 
de parasites/ml 
dans la pré-dilution 

Parasitémie 
en t./ml 

91 702 
86 308 
91 702 
134 856 
134 856 
124 067 
917 02 

102 490 
107 884 

m0 = 107 285 

S = 18 238 

µ = 107 000 
± 14 000 

Les résultats indiquent que la parasitémie de la pré-dilution était 
de 107 000 ± 14 000 (soit 13 p. 100.) parasites/ml. 

Les 22 dilutions ont été réalisées, comme indiqué précédemment, 
de 1 767 à 1 trypanosome/ml. L' incertitude portant sur ces dilu­
tions a été considérée comme négligeable ; les nombres de trypa­
nosomes/ml de ces échant illons ont donc été affectés d' un 
intervalle de confiance de ± 13 p. 100. 

Sensibilité du test de Woo pour Trypanosoma vivax 

Interprétation de la réponse qualitative 
Le nombre de trypanosomes observés dans chacun des 132 tubes 
capillaires est reporté dans le tableau II ; pour chaque dilution, la 
probabilité pour que le test soit positif a été calculée. 

Tableau Il 

Nombre de trypanosomes observés dans chaque tube 
capi ll aire, et probabi li té de réponses positives au test 

selon la parasitémie 

Séries des tubes capillaires 

Parasitémie 1 
de t./ml * 

2 3 4 5 6 . Probabilité 
de positivité 

du test 

1 767 · 20 
1 325 9 
883 5 
707 4 

530 1 
442 2 
353 3 
265 

177 
88 
71 
57 

44 
35 
26 
18 
13 
9 

0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

7 0 
4 0 
2 0 

0 

t. = trypanosomes 

15 
10 
3 
4 

0 
0 
0 
0 

1 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

14 
10 
7 
3 

1 
2 
4 
1 

0 
0 
0 
0 

0 
0 
1 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

8 
8 
4 
3 

4 
4 
0 

0 

0 

0 
1 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

15 
6 
4 
2 

3 
2 
3 
2 

2 

2 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

10 
12 
7 
4 

2 
4 
1 
2 

0 
2 
1 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

• les parasitémies indiquées sont affectées d'une incertitude de 13 % 

0,83 
0;83 
0,67 
0,83 

0,50 
0,50 
0,33 
0,50 

0,00 
0,17 
0, 17 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 

Le regroupement des parasitémies par classes de probabilités voi­
sines permet d'exprimer la sensibi lité du test de Woo en fonction 
de la parasitémie comme indiqué au tableau III . 
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Tableau Ill 

Sensibilité du test de Woo selon la parasitémie 

Nombre 
Parasitémie d'échantillons positifs/ 

(nbre de T. vivaxlml)* nombre total 
d'échantillons 

> 700 ± 90 
de 300 ± 35 à 700 ± 90 
de 60 ± 10 à 300 ± 35 

< 60 ± 10 

• Chiffres arrondis à la dizaine 

24/24 
19/24 
11/24 
2/36 

Sensibilité 

100 % 
79% 
46 % 

négligeable 
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Estimation de la parasitémie à partir du résultat du 
test de Woo 
La fréquence des tubes capillaires dans lesquels un nombre «n» de 
parasites a été observé est reportée dans un tableau à 6 classes 
(avec n = 1, 2, 3, 4, 5-9 et 10-20), avec les parasitémies correspon­
dantes. Le calcul des parasitémies moyennes pondérées a été ef­
fectué pour chaque classe en multipliant le nombre de tubes («ni») 
par la parasitémie effective de l'échantillon («xi») ; la somme des 
«niX?> d'une classe a été divisée par le nombre total d'échantillons 
dans la classe. Ces données ont été reportées au tableau IV, et ont 
permis d'établir une correspondance entre la parasitémie et le 
nombre de trypanosomes observés dans un tube capillaire. Ces es­
timations ont été reportées au tableau V, en tenant compte de l'in­
certitude de départ sur la parasitémie (± 13 p. 100). 

Dans cette expérience, le seuil minimal de positivité a été de 26 
± 4 parasites/ml. 

Le seuil moyen de positivité du test de Woo a été d'environ 200 
± 110 parasites/ml. 

• DISCUSSION 

Méthode de préparation des échantillons 

La séparation des parasites du sang sur colonne de DEAE 52 (9), 
ou par simple centrifugation du sang (16), puis leur adjonction à 
du sang non contaminé est une des possibilités de préparation 
d'échantillons de sang de parasitémie déterminée. Toutefois, les 
risques de réduction de vitalité dus au passage sur la colonne ou à 
la centrifugation et la plus grande difficulté à homogénéiser des 
mélanges dont un des composants possède un très grand nombre 
de parasites sous un très faible volume ont fait opter pour une 
technique différente, consistant à préparer des dilutions succes­
sives de sang contaminé dans du sang d'animal non infecté. 

Comptage parasitaire 

L'utilisation des techniques anciennes de fixation/coloration des 
trypanosomes pour le comptage en cellule n'a pas été retenue car, 
d'une part, la mobilité des parasites facilite leur observation et, 
d'autre part, les effets de leurs déplacements s'annulent statistique­
ment. Pour ces raisons, les comptages ont été effectués sur des pa­
rasites frais et non colorés. 

Aucune cellule microscopique n'est adaptée au comptage direct 
des trypanosomes dans le sang, leur profondeur étant trop impor­
tante. 

La technique utilisée pour le dénombrement des parasites dans le 
sang, consistant à placer à l'aide d'une micro-pipette, un volume 
connu de sang (10 µ!) entre lame et lamelle (22 x 22 mm), pré­
sente l'avantage de permettre une bonne visualisation des parasites 
dans le sang brut car la profondeur de la «cellule» constituée par la 
lame et la lamelle est très faible (h = 0,0207 mm). En outre, 
contrairement à l'utilisation d'un hémocytomètre, elle permet de 
maintenir les parasites continûment dans du sang total. 

En revanche, la répartition de l' échantillon est moins homogène 
que dans une cellule vraie, étant donnés les bords naturels de la 
«cellule capillaire», et la possible déformation de la lamelle par les 
forces capillaires ; pour pallier à ces inconvénients, il es t 
préconisé : 

- d'utiliser des lamelles rigides , peu déformables sous l'effet des 
forces capillaires, ce qui évite une répartition hétérogène du sang 
sous la lamelle ; 
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Tableau IV 

Fréquen ce des tubes cap illaires ayant présenté 
un nombre «n » de trypanosomes à une parasitémie 

donnée, et calcul des parasitémies moyennes 
pondérées correspondantes 

Parasitémies 
(t./ml) 

Xj 

1 767 
1 325 

883 
707 
530 
442 
353 
265 
177 
88 
71 
57 
44 
35 
26 
18 
13 

9 
7 
4 
2 

Effectifs : 

1 

0 
0 
0 
0 
2 
0 
1 
3 
3 
1 
2 
2 
0 
1 
1 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

16 

2 

0 
0 
0 

1 
3 
0 
2 
0 
2 
0 
1 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

10 

Nbre «n» de t. observés 
par tube capillaire (ni) 

3 4 5 à 9 10 à 20 

0 
0 
1 
2 
1 
0 
2 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

6 

0 
0 
2 
3 
1 
2 
1 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

9 

3 
3 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

7 

5 
3 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

8 

Somme 
des n;x; 

3 144 3 326 3 533 5 654 8 391 12 810 

Parasitémies 
moyennes 
pondérées• 197 333 589 628 1 199 1 601 

(t./ml) 
et incertitude•• ±87 ±154 ±225 ±150 ±309 ±191 

t. = trypanosomes 
* quotient de la somme des nixi / effectif de la classe 
** l'incertitude indiquée est celle portant sur la distribution des nixi , l' incertitude 
globale doit également inclure l'incertitude de départ de± 13 % 

Tableau V 

Estimation de la parasitémie à partir du nombre 
de trypanosomes observés dans un tube capillaire 

Nbre de T. vivax observés 
dans un tube à hématocrite 

2 
3 
4 

5à9 
10 à 20 

• Chiffres arrondis à la dizaine 

Parasitémie correspondante 
en parasites/ml* 

200 ± 110 
330 ± 200 
590 ± 300 
630 ± 230 

1 200 ± 460 
1 600 ± 400 



- de respecter une hauteur d'environ 0,02 mm ; si l'on utilise des 
lamelles de surface (S) différente de celle indiquée, le volume de 
sang est choisi tel que V = S . 0,02 ; 

- de s'assurer visuellement de la répartition homogène de l'échan­
tillon sous la lamelle et de rejeter les préparations contenant des 
bulles d'air ; 

- d'effectuer une lecture en croix de la préparation, allant d' une 
extrémité à l'autre de la lamelle ; 

- de compter les parasites sur un nombre important de champs, 
afin de fournir une moyenne représentative de l'échantillon (50 
champs dans la présente expérience) ; 

- de lire plusieurs échantillons différents de la même dilution 
(9 dans la présente expérience) ; 

- d'avoir recours à au moins deux techniciens différents. 

Enfin, une cellule vraie de profondeur 0,02 mm permettrait d'affi­
ner cette technique de dénombrement parasitaire. 

Application aux suivis de parasitémie 

Pour réaliser des suivis de parasitémie, pour lesquels la précision 
n'est pas aussi cruciale, cette technique de comptage peut être allé­
gée à la lecture de 40 champs sur un seul échantillon, et devient 
alors très rapide. 

Aux grossissements 100, 400 et 1 000, avec le matériel utilisé, la 
parasitémie est respectivement égale à environ 17 000, 270 000 et 
1,7.106 fois le nombre moyen de parasites/champ. D'autres coeffi­
cients doivent être calculés avec des grossissements , des lamelles 
et/ou des appareils optiques différents . Dans les conditions dé­
crites, la technique permet l'estimation de la parasitémie depuis 
1,7.103 (1 parasite/10 champs au grossisssement x 100) jusqu'à 
2.107 parasites/ml ( 12 parasites/champ au grossissement x 1 000). 

Sensibilité du test de Woo 

La sensibilité relative de l'HCT et du BCM/DG est variable selon 
les auteurs et selon les espèces parasitaires étudiées, comme le 
soulignent quelques rappels de résultats publiés antérieurement. 

Murray et coll. (12), montrent que sur 100 N'Dama de Gambie, la 
technique du DG donne 39 positifs alors que celle de l'HCT n'en 
donne que 15, mais la proportion des espèces de trypanosomes 
rencontrés dans leur étude n'est pas précisée. 

De même, Paris et coll. (13) indiquent que, pour T. viva.x, la sensi­
bilité du DG est meilleure (500 parasites/ml ) que l' HCT 
(1 250/ml). Les résultats sont différents avec les autres espèces ; 
pour T. brucei, ils observent que l'HCT est meilleure (500/ml) que 
le DG (5 000/ml) et, pour T. congolense, le DG est plus sensible 
(250/ml) que l'HCT (6 250/ml). Il faut mettre en relation ces va­
riations entre espèces avec la forme et la taille des parasites qui se 
comportent différemment lors de la centrifugation différentielle. 

Camus (2) estime que les techniques ont la même sensibilité pour 
le diagnostic de T. vivax et T. brucei . 

En revanche, Kalu et coll. (7) montrent que l'HCT est plus sen­
sible que le DG pour le diagnostic de T. viva.x et T. brucei sur des 
chèvres au Nigeria. Pour T. congolense, ils s'accordent sur le fait 
que la méthode du DG est plus sensible que l' HCT. De même, en 
Amérique du Sud, pour T. viva.x, Betancourt et coll. (1), Monzon 
et coll. (11 ), Van Vlaenderen (15) et Desquesnes (3) trouvent que 
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l'HCT est plus sensible que le DG, mais ils ne chiffrent pas leurs 
résultats. 

L'origine de l'ensemble de ces variations tient probablement à 
plusieurs facteurs : 

- la variabilité intrinsèque de la technique du DG est assez impor­
tante ; l'extrusion et l'étalement du buffy coat à partir du tube ca­
pillaire est une étape délicate qui peut être à l'origine de grandes 
variations d'un technicien à l'autre; 

- la fatigue oculaire due à l'examen exhaustif des préparations 
peut être à l'origine d' une perte de sensibilité avec la technique de 
Murray lorsqu'un grand nombre d'échantillons sont traités; 

- la force centrifuge réellement exercée, qui dépend de la vitesse 
de rotation, de la taille des tubes, de la tension électrique et de la 
durée de centrifugation. Ainsi, Leeflang et coll. (10) ont observé 
qu'une centrifugation de 3 min au lieu de 5 donnait des résultats 
plus sensibles pour la détection de T. vivax, en particulier quand la 
parasitémie était basse; 

- les performances des microscopes modernes, en particulier leurs 
qualités optiques, et celle des condenseurs de lumière, ont considé­
rablement amélioré les conditions de l'examen direct du buffy coat 
dans le tube capillaire ; 

- l'utilisation d'objectifs normaux au grossissement x 100, ou 
d'objectifs à longue distance frontale aux grossissements x 250 ou 
x 320 peuvent également être à l' origine de variations impor­
tantes ; 

- les multiples espèces parasitaires présentes en Afrique, parfois 
dans le même échantillon, ont pu interférer lors des estimations 
menées sur le terrain ; 

- les performances individuelles et les habitudes des microsco­
pistes doivent être prises en compte ; 

- des variations morphologiques au sein d'une espèce, concernant 
en particulier la taille des parasites qui retentit sur l'effet différen­
tiel de la centrifugation, ont été décrites chez T. viva.x par Floch (5 , 
6) ; elles peuvent être à l'origine de certains écarts observés entre 
les auteurs utilisant des souches d'origine différente; 

· - enfin, la sensibilité du test dépend étroitement de la vitalité des 
parasites, conditionnée notamment par : l'espèce-hôte utilisée, 
l'état immunitaire du sujet, mais surtout la fraîcheur et les condi­
tions de conservation des échantillons, etc. 

Dans l'expérience de Véry et coll. (16), pour T. viva.x, le test de 
Woo n'est toujours positif qu 'à partir de 104 parasites/ml de sang ; 
leur technique de préparation des échantillons de parasitémie dé­
terminée passe par la séparation des parasites par centrifugation, 
puis la dilution du plasma riche en parasites dans du sang non in­
fecté. En appliquant la technique de double centrifugation décrite 
par Kratzer et Ondiek (8), les auteurs observent que le test est tou­
jours positif quand la parasitémie est supérieure à 103, mais cette 
technique est plus lourde que l'HCT. 
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Paris et coll. (13) indiquent que, pour T. vivat, la sensibilité du test 
de Woo est de 12,5.102 parasites/ml, mais leur technique de comp­
tage repose sur le dénombrement de parasites tués, qui peut être 
considérablement moins sensible que celui de parasites à l' état 
frais , mobiles et donc plus facilement observés. 

Les résultats de cette étude indiquent une sensibilité supérieure à 
celles précédemment publiées, le seuil moyen de positivité a été 
d'environ 200 ± 110 parasites/ml, et le test a toujours été positif 
quand la parasitémie était supérieure à 700 parasites/ml. 
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• CONCLUSION 

Une technique simple a été décrite pour le comptage des parasites 
directement dans le sang, entre lame et lamelle ; cette technique 
est applicable dès que la parasitémie est supérieure à 2 000 para­
sites/ml (comptage au grossissement x 100). 

Une correspondance entre la parasitémie et le nombre de trypano­
somes observés dans un tube capillaire a été établie ; cette tech­
nique est applicable quand la parasitémie est inférieure à 2 000 
parasites/ml. 

L'ensemble de ces indices permet l'estimation rapide de la parasi­
témie pour des suivis parasitaires. 

L'expérience a permis de chiffrer les données suivantes: 

- le seuil moyen de positivité du test de Woo pour la détection de 
T. vivax chez le mouton a été d'environ 200 ±110 T. vivaxlml; 

- le test de Woo a présenté une sensibilité de 100 p. 100 quand la 
parasitémie était supérieure à 700 parasites/ml ; environ 80 p. I 00 
quand elle était comprise entre 300 et 700 ; 50 p. 100 entre 60 et 
300, puis sa sensibilité a été quasi nulle quand la parasitémie était 
inférieure à 60 trypanosomes/ml. 

La divergence des résultats publiés antérieurement sur la sensibi­
lité comparée des tests de Woo et de Murray doit inciter à compa­
rer les techniques en faisant référence à une valeur fixe, qui est 
celle de la parasitémie, plutôt que de comparer entre elles des 
techniques ayant une grande variabilité intrinsèque. Le point cru­
cial de la référence fixe sera le dénombrement des parasites dans 
la pré-dilution ; cette étape devra être réalisée avec la plus grande 
attention. 

Les techniques visant à mettre en évidence une infection active, 
par l'observation du parasite, ou la mise en évidence del' ADN pa­
rasitaire, doivent être comparées à des valeurs déterminées de la 
parasitémie. 
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Summary 

Desquesnes M., Tresse L. Evaluation of the sensitivity of Woo 
test for detection of Trypanosoma vivax 

The haematocrit centrifuge technique (HCT), or Woo test, is 
the technique most commonly used for diagnosis of animal 
trypanosomosis, but its sensitivity is not well defined . 
Depending on the authors, the sensitivity of the Murray 
technique (dark ground buffy coat method, or DG/BCM) is 
higher, equal or lower than that of the Woo test for the 
detection of Trypanosoma vivax. Most authors have 
compared particular techniques relatively to other 
techniques, rather than attempting to measure the sensitivity 
of the tests in relation to a fixed reference. The relative 
sensitivity of particular tests appears to vary between 
technicians. The aim of the present study was to measure the 
sensitivity of the Woo test for French Guiana T. vivax 
detection, using blood samples with pre-determined levels of 
parasitaemia, ranging from 1 to 1 767 parasites/ml, that were 
prepared by mixing infected ovine blood with non infected 
ovine blood. A simple technique is described for the 
enumeration of parasites in blood. The mean positivity level 
of the Woo test in sheep was about 200 ± 110 T. vivax!ml. 
The sensitivity of the test was 100 % above 700 parasites/ml, 
about 80 % between 300 and 700, 50 % between 60 and 
300, and was negligible below 60 parasites/ml. Parameters 
are provided to estimate parasitaemia based on the number of 
parasites observed between slide and caver slip (parasitaemia 
> 2000) or in the capillary tube (parasitaemia < 2000). 
Sensitivity of the techniques for detection of active infection 
could be evaluated in· comparison with fixed values such as 
known parasitaemiae, artificially created, as described here. 

Key words: Trypanosoma vivax - Centrifuging - Haematocrit -
Sheep - Blood plasma - French Guiana. 
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Sensibilité du test de Woo pour Trypanosoma vivax 

Resumen 

Desquesnes M., Tresse L. Evaluaci6n de la sensibilidad del 
test de Woo para la detecci6n del Trypanosoma vivax 

La técnica de centrigugaci6n del hematocrito (HTC), o test de 
Woo, es la mas utilizada para el diagn6stico de las 
tripanosomiasis animales, pero su sensibilidad es poco 
conocida. Segun los autores, en el casa de la detecci6n del 
Trypanosoma vivax, esta es superior, igual o inferior que en 
el casa de la observaci6n del buffy coat entre lamina porta 
objetos y la lamina cubre objetos del microscopio a fonda 
oscuro (dark ground, buffy coat method, DG/BCM) o técnica 
de Murray. La mayorfa de los trabajos anteriores se orientan 
hacia una comparaci6n de las técnicas parasitol6gicas entre 
ellas, mas que a descifrar la sensibilidad de los tests con 
respecta a una referencia fija . La comparaci6n de los tests 
entre ellos es una evaluaci6n relativa, debido a que todas las 
técnicas utilizadas no tienen la misma sensibilidad en manos 
diferentes . El objetivo del presente trabajo es el de 
cuantificar la sensibilidad de la técnica de Woo para la 
detecci6n de Trypanosoma vivax en Guyana, mediante 
pruebas realizadas en muestras sangufneas con parasitemia 
determinada, en un rango de 1 a 1 767 tripanosomas/ml, 
preparados mediante diluci6n de sangre infectada en sangre 
no infectada. La experiencia se realiz6 con sangre avina. Se 
describe una técnica simple para el conteo de parasitas en la 
sangre. El If mite promedio de positividad del test de Woo en 
el avina fue de alrededor de 200 ±110 T. vivax!ml. El test 
present6 una sensibilidad de 100 p. 100 cuando la 
parasitemia fue superior a 700 parasitas/ml , alrededor de 80 
p. 1 00 entre 300 y 700, 50 p. 100 entre 60 y 300 y la 
sensibilidad fue casi nula bajo la barra de 60 parasitas/ml. Se 
dan los fndices que permiten cuantificar la parasitemia en 
funci6n del numero de parasitas observados entre lamina 
porta objetos y la lamina cubre objetos (parasitemia > 2000) 
o bien contados en el tuba de hematocrito (parasitemia < 
2000). Se propane una evaluaci6n de la sensibilidad de las 
técnicas destinadas a demostrar una infecci6n activa, con 
respecta a referencias fijas, es decir parasitemias conocidas, 
creadas artificialmente, tal y coma se describi6. 

Palabras clave : Trypanosoma vivax - Centrifugaci6n -
Hematocrito - Ovino - Plasma sanguineo - Guayana francesa . 
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ANNEXE 2.2 (PUBLICATION N° 4) : STANDARDISATION INTERNATIONALE 

DES ELISA : INTERETS ET LIMITES ; PROPOSITIONS DE 

STANDARDISATION REGIONALE 

DESQUESNES, M. 

Rev. sci. tech. Off int. Epiz. (1997) sous presse. 
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Standardisation internationale des ELISA : intérêts et limites, 
propositions de standardisation régionale. 

M.DESQUESNES 

Revue Scientifique et Technique de l'Office International des Epizooties 

Résumé : Les techniques ELISA utilisées pour le diagnostic des maladies infectieuses ont fait l'objet 
de nombreuses études de standardisation visant une meilleure reproductibilité des tests, l'expression 
des résultats, le choix du seuil de positivité et des échantillons de référence. Il apparan que la 
standardisation internationale des réactifs et des protocoles est nécessaire pour permettre les 
contrôles de qualité et la comparaison des résultats entre laboratoires, mais que l'interprétation des 
résultats peut se heurter à des différences importantes selon le secteur géographique étudié. Partant 
de ces travaux, et à la lumière du modèle de /'ELISA-indirecte pour la recherche des anticorps dirigés 
contre Trypanosoma vivax chez les bovins, l'auteur propose de réaliser la standardisation 
internationale du protocole, du mode de préparation des réactifs et du mode d'expression des 
résultats ELISA à l'aide d'échantillons de référence internationaux (échantillons de référence 
primaires). En revanche, pour la standardisation locale, des propositions sont faites pour permettre: 
-l'échantillonnage des populations de référence locales ; 
-l'établissement des fréquences de distribution des populations locales infectée et non infectée ; 
-le choix de témoins représentatifs des populations locales (échantillons de référence secondaires); 
-l'expression des résultats de la réaction par rapport à ces témoins; 
-l'établissement d'un contrôle de qualité interne fondé sur la réponse des témoins ; 
-la détermination du seuil de positivité (SP) selon les exigences de l'utilisateur; 
-l'adaptation du SP selon la prévalence obseNée dans le secteur géographique étudié. 
Ces mesures permettent de déterminer la sensibilité et la spécificité du test dans la population 
étudiée, et, lorsque la prévalence de l'infection est connue, de calculer les valeurs prédictives du test. 

MOTS-CLES : ELISA-indirecte - Trypanosoma vivax - Standardisation - Interprétation - Etude de populations -
Pourcentage de positivité relatif (PPR) - Seuil de positivité (SP). 

INTRODUCTION 

Les techniques ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) utilisées pour la détection des anticorps 
ont, depuis leur développement au début des années 1970, fait l'objet de nombreuses études et de 
l'établissement de multiples protocoles (3, 8, 10, 13, 17); en conséquence, la nécessité de 
standardiser ces méthodes est rapidement apparue (19). 

Afin d'obtenir une bonne reproductibilité de la réaction ELISA, sur le modèle de la détection des 
anticorps dirigés contre Trypanosoma congolense chez les bovins, Bocquentin et Duvallet (3) ont 
proposé plusieurs mesures qui peuvent être appliquées à l'ensemble des ELISA. 

Le Comité d'experts de la FAO et de l'Agence internationale pour l'énergie atomique (AIEA), réuni à 
Vienne en janvier 1992, a publié des recommandations communes avec l'Office international des 
épizooties (OIE), pour la standardisation internationale des protocoles et des réactifs ELISA (19). 

Les règles de la standardisation internationale des multiples composantes de la réaction ELISA qui 
mènent de la préparation des réactifs spécifiques jusqu'à la lecture des densités optiques (DO) des 
échantillons seront rappelées. Toutefois, le plus souvent, le seuil de positivité (SP) , la sensibilité et la 
spécificité des tests ne peuvent être définis de manière internationale qu'à titre indicatif, car la 
réactivité des échantillons provenant des populations infectée et non infectée varie selon les secteurs 
géographiques ; ces variations seront illustrées par des exemples théoriques et pratiques d'ELISA 
pour le diagnostic des trypanosomoses animales. Les limites de la standardisation internationale 
seront tracées, et la nécessité de réaliser des étude de populations par secteur géographique sera 
soulignée. Partant des recommandations du Comité d'experts de la FAO et de l'AIEA (19), des 
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propositions seront faites pour la méthode d'échantillonnage des populations de référence locale, le 
choix de témoins représentatifs de ces populations, l'expression des résultats de la réaction , 
l'établissement d'un contôle de qualité interne local, la détermination du SP selon les exigences de 
l'utilisateur qui peuvent porter sur le risque d'erreur, la sensibilité, la spécificité, et les valeurs 
prédictives. L'exemple de !'ELISA-indirecte T. vivax chez les bovins servira d'illustration à cette 
étude. 

STANDARDISATION INTERNATIONALE DE LA REACTION ELISA 

Comme indiqué par le Comité d'experts de la FAO/AIEA (19), il est impératif de standardiser de 
manière internationale les réactifs et protocoles des réactions ELISA ; à l'aide de quelques exemples 
les points critiques de cette standardisation sont présentés dans le cas de la trypanosomose animale. 

A Les réactifs spécifiques 

Détection des antigènes 

Pour la détection des antigènes des trypanosomes chez les animaux, la méthode générale de 
l'antigène-ELISA a été mise au point par Nantulya et Lindqvist (16) ; elle repose sur l'utilisation 
d'anticorps monoclonaux spécifiques d'espèces, utilisés à la fois pour capturer les antigènes 
parasitaires et révéler leur présence à l'aide du même anticorps monoclonal conjugué à la 
péroxidase. La qualité des anticorps monoclonaux et du conjugué étant supposée constante, on 
n'attend pas de variations dûes aux réactifs dans ce cas. Ce type de réactifs possède des qualités de 
standardisation internationale. 

Détection des anticorps 

Pour la détection des anticorps dirigés contre les trypanosomes chez les animaux, la méthode 
générale de !'ELISA-indirecte a été étudiée et décrite par Luckins (13) ; elle repose sur la préparation 
d'antigènes solubles de trypanosomes qui permettent de sensibiliser la plaque ELISA, et sur 
l'utilisation d'un conjugué d'espèce permettant de révéler la présence des immunoglobulines (lg) (lgG 
le plus souvent) . 
Des « conjugués d'espèce » (anticorps dirigés contre les lg d'une espèce, et conjugués à une 
enzyme) dirigés contre la plupart des espèces d'importance vétérinaire sont disponibles dans le 
commerce ; la constance de leur qualité est généralement considérée comme satisfaisante. 
Lorsqu 'un test est établi avec l'un de ces réactifs, il est impératif de se tenir à ce réactif sans changer 
de référence ou de fabriquant. 
Les antigènes de trypanosomes ne sont en revanche pas disponibles dans le commerce. A ce jour, 
pour le diagnostic des trypanosomoses animales, il n'existe pas d'antigènes recombinants qui 
pourrraient être universellement mis à disposition des laboratoires de diagnostic, aussi, chaque 
laboratoire est-il tenu de préparer ses propres antigènes. La qualité de ce réactif, sur lequel repose 
l'ensemble de la réaction, revêt une importance capitale . Pour les trypanosomes qui cultivent 
facilement in vitro ou chez les animaux de laboratoire, la tentation est grande pour les divers 
laboratoires de diagnostic d'utiliser des souches locales pour la production des antigènes. Il 
conviendrait, pour ces parasites, d'identifier des souches, ou mieux des clones, dont les qualités 
antigéniques permettent une utilisation universelle, comme il a été tenté avec T. evansi dans le cas 
du CA TI testN° (2) . L'idéal serait qu'un laboratoire de référence international fournisse aux 
laboratoires de diagnostic l'antigène permettant la sensibilisation des plaques ELISA. 
Dans le cas de T. vivax, la culture in vitro n'étant pas aisée, et seules quelques souches cultivant sur 
rongeurs, il est difficilement envisageable qu'un unique laboratoire de référence puisse assurer la 
production des antigènes pour l'ensemble des laboratoires de diagnostic. En revanche il est possible 
qu 'un laboratoire de référence fournisse un clone de production universel. 
La qualité des parasites produits in vivo reste intrinséquement variable, en particulier chez les 
trypanosomes dont les antigènes de surface sont hautement variables. Dans l'attente qu'un antigène 
reéombinant choisi pour ses qualités cosmopolites puisse être proposé, il conviendrait que l'ensemble 
des laboratoires utilisent un même clone de parasites, cultivés et isolés dans les mêmes conditions. 
Des méthodes de culture et d'isolement (12) , et de préparation des antigènes (10) peuvent être 
proposées pour la réalisation de !'ELISA-indirecte T. vivax. Concernant les réactifs, pour T. vivax, à 
ce jour, seule la standardisation internationale du protocole de production des antigènes est possible, 
et, en conséquence, les contrôles de qualité et les comparaisons entre laboratoires sont très difficiles. 

334 



Une fois standardisées la qualité de l'antigène et du conjugué, il convient d'établir une standardisation 
internationale du protocole de la réaction ELISA. 

B STANDARDISATION DU PROTOCOLE DE L'ELISA 

Optimisation du protocole ELISA 

Elle est réalisée de telle sorte que les rapports de DO échantillons positifs / échantillons négatifs 
soient les plus élevés possible. Des études préliminaires permettent de choisir le type de plaques de 
microtitration, les solutions tampon, et les agents bloquants donnant les meilleurs résultats, et 
d'établir un protocole optimal qui fixe les conditions pour la procédure générale du test ELISA qui 
mène jusqu'à la lecture des DO. Dans le cas de l'antigène-ELISA T. vivax un protocole a été décrit 
par ses auteurs (16), puis modifié par la FAO/IAEA (9). Pour !'ELISA-indirecte T. vivax, des 
protocoles voisins de celui décrit par Ferenc et al. (10) , qui repose sur les recommandations de J . 
Katende, ont été utilisés avec succès (6 et 10). Pour le choix des puits « blancs » il est 
recommandable d'utiliser des puits n'ayant pas reçu d'échantillon mais contenant le substrat de la 
réaction chromogénique ; ceci afin d'éliminer le bruit de fond dû à la DO du substrat. 

Reproductibilité des tests 

Elle est de première importance. Afin d'obtenir une bonne reproductibilité , sur le modèle de la 
détection des anticorps dirigés contre T. congolense chez les bovins, Bocquentin et Duvallet (3) ont 
proposé d'effectuer le dosage de tous les lots d'antigènes utilisés, de contrôler la température des 
réactifs, de réaliser une disposition topographique particulière de 4 échantillons du même sérum sur 
la plaque de microtitration, et de lire la plaque en fonction du dégré d'avancement de la réaction , 
lorsqu'un sérum de contrôle fortement positif atteint une valeur cible pré-déterminée. Cette technique 
de lecture sera en particulier préférée à celle des temps d'incubation fixe qui ne prennent pas en 
compte les variations globales d'intensité de la réaction. 
Les mesures préconisées par Bocquentin et Duvallet (3) , peuvent être retenues et appliquées pour 
l'ensemble des ELISA. 

Echantillons de référence 

L'utilisation d'échantillons de référence internationaux est actuellement recommandée, afin de 
standardiser la réaction entre les laboratoires ; le Comité d'experts de la FAO/AIEA (19) recommande 
l'utilisation de trois échantillons de référence internationaux fournis par un laboratoire de référence: 
un fort positif, un négatif, et un faible positif. Ces échantillons doivent être disposés en plusieurs 
exemplaires sur chaque plaque de microtitration et permettre d'établir au vu des résultats qu'ils 
fournissent, si la réaction ELISA s'est déroulée normalement. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage de positivité (PP) par rapport à l'échantillon de référence fortement positif ; on peut, par 
exemple, proposer que la plaque ne soit acceptée que si le rapport PP échantillon faiblement positif/ 
PP échantillon négatif ne s'éloigne pas de plus de 1 écart type de la valeur moyenne obtenue au 
laboratoire de référence après une série de tests de ces échantillons. La valeur de cet écart type 
étant fournie par le laboratoire de référence. 

L'expression des résultats de l'ELISA 

L'expression des résultats de l'ELISA en DO doit être abandonnée au profit du pourcentage de 
positivité par rapport à un échantillon de référence positif, comme indiqué par Wright et al. (19) . Nous 
proposons d'ajouter à cette référence internationale un mode d'expression local qui référence les 
résultats à la fois à un échantillon positif et à un échantillon négatif issus du secteur géographique 
étudié. 

* * * 
L'ensemble des mesures ci-avant exposées doit permettre le choix ou/et la préparation des réactifs 
spécifiques ainsi que la réalisation de la procédure amenant à la lecture des plaques ELISA de 
manière reproductible et comparable, sur des standards internationaux. 
En ce qui concerne !'ELISA-indirecte T. vivax, un laboratoire de référence devrait être identifié, qui 
fournirait aux laboratoires de diagnositcs un clone de parasites adapté aux rongeurs, le protocole de 
la réaction ainsi que des échantillons de référence primaires. 
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Il LIMITES DE LA STANDARDISATION INTERNATIONALE 

La lecture quantitative des résultats d'une ELISA doit être réduite a un résultat qualitatif (« ELISA 
positive » / « ELISA négative», voire « ELISA douteuse»), lorsque l'objectif du diagnostic doit être 
atteint (11) ; la standardisation internationale de cette étape ne peut être faite qu'à titre indicatif, pour 
une première utilisation dans un nouveau secteur géographique. En effet, les réponses immunitaires 
dès animaux étant variables d'une région à l'autre, la standardisation régionale doit alors faire place à 
la standardisation internationale. 

A ORIGINE DES VARIATIONS 

1 Détection des antigènes 

Dans le cas de la détection des antigènes, les variations observées entre divers secteurs 
géographiques sont principalement dues à l'agent infectieux, et dépendent donc de cet agent. 
Prenons exemple de l'ELISA pour la détection des antigènes de T. vivax ; ce test a présenté une 
spécificité de 100 % et une sensibilité supérieure à 70 % lors de son évaluation sur 4 bovins africains 
infectés par un clone africain de T vivax (16). Réévalué chez 4 bovins africains infectés par une 
souche de T vivax isolée en Guyane Française, le test a présenté une sensibilité de 4 % seulement 
(5). Evalué avec des moutons infectés par T. evansi sa spécificité n'a été que de 60 % (7). Dans cet 
exemple extrême, la validité du test est remise en question ; les différences observées sont 
probablement dûes à l'existence de phénotypes de T vivax et T. evansi éloignés de ceux utilisés pour 
la préparation des anticorps monoclonaux eUou pour l'évaluation initiale des qualités du test. 
Les écarts entre divers contextes épidémiologiques sont rarement aussi importants, mais il est 
nécessaire de déterminer la réponse des populations infectée et non infectée dans un secteur donné, 
pour connaître les qualités intrinsèques du test dans ce secteur, faute de quoi, les résultats 
d'enquêtes peuvent apporter des données erronées. 

2 Détection des anticorps 

Dans le cas de la détection des anticorps, les variations observées entre divers secteurs 
géographiques sont dues à la fois aux agents infectieux et à l'hôte, et traduisent d'importantes 
variations qualitatives et quantitatives des immunoglobulines spécifiques qui sont détectées. 
Les principales raisons de la variation de distribution des réponses ELISA de populations infectée et 
non infectée sont les suivantes : 

Populations non infectées 
La réactivité moyenne des échantillons issus d'une population non infectée est variable d'une région 
à l'autre, à la fois par sa moyenne et son écart type (position et profil de la distribution des fréquences 
de la réponse au test) (19) , du fait de l'ensemble des germes présents localement, qui modifient le 
« bruit de fond » de la réaction . Un exemple théorique des positions et profils de distribution des 
fréquences des animaux non infectés dans 3 secteurs géographiques différents est présenté à la 
figure 1 (aux côtés de ceux des animaux infectés qui sont commentés dans le paragraphe suivant). 

Populations infectées 
Pour l'ELISA-indirecte T. vivax, prise en exemple de cette étude, l'intensité de la réponse au test 
dépend de l'aspect quantitatif de la reconnaissance des antigènes adsorbés sur la plaque ELISA par 
les anticorps présents dans l'échantillon. Si, en appliquant les mesures précédemment évoquées, les 
variations qualitatives de l'antigène utilisé pour sensibiliser la plaque sont limitées, il n'en va pas de 
même des antigènes rencontrés sur le terrain . La variabilité des phénotypes parasitaires présents 
d'une région à l'autre engendre une variabilité des réponses immunitaires. D'autre part, la réponse 
immunitaire varie en qualité et en quantité selon l'hôte infecté, variations d'espèce, voire de race. La 
variation des réponses immunitaires chez le N'Dama (Bos taurus) et le Boran (Bos indicus) a en 
particulier été étudiée par Authié et al. (1), et montre que la reconnaissance de certains antigènes est 
très différente d'une espèce à l'autre. En définitive, l'aspect quantitatif de la réaction ELISA dépend 
étroitement du contexte zootechnique et épidémiologique: la race de l'animal hôte, la souche ou 
l'ensemble de souches infectantes, l'existence ou non de plusieurs espèces de trypanosomes, et 
même celle d'autres germes engendrant éventuellement des réaction croisées, etc. Un exemple 
théorique des positions et profils des distributions de fréquences des réponses à un test ELISA chez 
des animaux infectés issus de 3 secteurs géographiques différents sont représentés à la figure 1. 
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Figure 1 a: Distributions observées par le laboratoire de référence (R), et SP" recommandé 
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Figure 1 b : Distributions observées dans le secteur géographique A, SP", et SPA 
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Figure 1 c : Distributions observées dans le secteur géographique B, SP" et SPa 
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Figure 1 : Distributions théoriques des réponses à un test ELISA (en PP) des populations 
infectée et non infectée dans 3 secteurs géographiques différents, et seuils de positivité (SP) 
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B CONSEQUENCES 

Nous envisageons successivement le choix du SP par le laboratoire de référence puis par des 
laboratoires régionaux. 

1 Laboratoire de référence 

Seuil de positivité 
Le choix du SP d'un test est généralement considéré comme une étape arbitraire prenant en 
considération les critères liés de sensibilité et de spécificité de la réaction (11) . Il est recommandé 
d'abandonner l'utilisation de SP fixes (par exemple une valeur de DO) au profit d'un SP exprimé en 
PP défini par un laboratoire de référence. Pour ce faire, le laboratoire de référence identifie deux 
populations, non infectée et infectée (naturellement et/ou expérimentalement} , et détermine un SPR 
optimal avec une sensibilité et une spécificité satisfaisantes (19) . Un exemple théorique est donné à 
la figure 1 a. 

Qualités intrinsèques du test 
La sensibilité et la spécificité sont des qualités intrinsèques du test (4) qui sont calculées avec les 
réponses des populations étudiées par le laboratoire de référence. Dans l'exemple donné, le SPR est 
fixé à 37,5 %, avec une sensibilité de 96,4 %, ce qui signifie que 96,4 % des animaux infectés ont 
fournit une réponse supérieure au PP 37,5 % ; et une spécificité de 96,0 %, ce qui signifie que 96,0 % 
des animaux non infectés testés par le laboratoire de référence ont fournit un PP inférieur à 37,5 %. 

2 Laboratoires régionaux 

Dans les exemples théoriques présentés à la figure 1, les distributions des populations non infectée et 
infectée, dans les secteurs géographiques A et B (figure 1 b et 1 c) sont différentes de celles 
observées par le laboratoire de référence (figure 1 a) . Si l'on appliquait le SPR défini par le laboratoire 
de référence dans les secteurs géographiques A et B, on obtiendrait de très nombreuses réponses 
fausses; en effet, pour le secteur A la sensibilité du test serait de 98, 7 % mais sa spécificité ne serait 
que de 78,9 % (inacceptable} , et pour le secteur B, la sensibilité serait de 83,2 % (inacceptable) et la 
spécificité 99,2 %. 
En réalité, lorsque les distributions de fréquence des réponses au test dans un secteur géographique 
n'ont pas les mêmes coordonnées (moyennes et écarts types) que les populations étudiées par le 
laboratoire de référence, le seuil de positivité et les caractéristiques intrinsèques du test doivent être 
redéfinis. On pourrait, à ce titre , définir la sensibilité et la spécificité non comme les qualités 
intrinsèques du test, mais comme les qualités intrinsèques du test dans la population étudiée. Dans 
notre exemple, le laboratoire A pourrait déterminer un SPA optimal de 47,5 % de PP (figure 1 b) avec 
une sensibilité de 96,0 % et une spécificité de 96,9 %, et le laboratoire B pourrait déterminer un SP8 
optimal de 27,5 % de PP (figure 1 c) qui fournirait une sensibilité de 96,7 % et une spécificité de 95,4 
%. 
Cet exemple souligne combien il est illusoire de déterminer sur des standards internationaux le seuil 
de positivité , la sensibilité et la spécificité d'un test. Quoiqu'il en soit, un seuil de positivité peut être 
fixé par un laboratoire de référence, et utilisé en première intention dans un secteur géographique 
encore non étudié, dans l'attente que la distribution des réponses des populations locales soient 
mieux connues. La standardisation locale de l'ELISA sera donc la première préoccupation lorsqu'un 
laboratoire est amené à utiliser un nouveau test dans son secteur géographique. 

Ill PRINCIPES DE LA METHODE DE STANDARDISATION DE L'ELISA PAR SECTEURS 
GEOGRAPHIQUES 

Les multiples composantes des étapes de la standardisation des ELISA qui ont été évoquées et qui 
précédent la détermination du seuil de positivité du test sont du ressort de la standardisation 
internationale par un laboratoire de référence ; elles doivent rester inchangées quel que soit le 
secteur géographique dans lequel le test est utilisé. Elles incluent en particulier l'utilisation 
d'échantillons de référence primaires, fournis par le laboratoire de référence. 
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En revanche, pour une utilisation locale du test, afin de fixer le SP, de connaître la sensibilité et la 
spécificité du test, et en particulier la signification d'une réponse en terme de valeur prédictive, il est 
impératif de réaliser une étude de population sur le plan local , par secteur géographique. 

Dans le cas de !'ELISA-indirecte T. evansi chez le chien, Greiner et al. (11) ont fait des propositions 
visant à déterminer le SP du test à l'intérieur de la population exposée. Cette méthode peut être 
retenue car elle permet de déterminer les caractéristiques d'un test dans le secteur étudié, toutefois, 
plutôt que de supposer le statut infectieux des individus comme le proposent Greiner et al., il est 
préférable de le déterminer avec certitude, comme le recommande le Comité d'experts de la FAO et 
de l'AIEA (19). 

Partant des recommandations générales décrites par Wright et al. (19) ces propositions visent à 
standardiser la méthode pour l'étude des populations de référence, le choix d'échantillons de 
référence secondaire représentatifs des populations étudiées, l'expression des résultats, 
l'établissement d'un contrôle interne, et la détermination du SP et des qualités du test selon les 
exigences de l'utilisateur. L'exemple de !'ELISA-indirecte T. vivax chez les bovins de Guyane 
Française suit et illustre l'étude théorique. 

A Etude des populations de référence 

Echantillonnage 
Un ou plusieurs tests doivent être utilisés pour identifier une dizaine élevages indemnes et une 
dizaine élevages infectés, dans le secteur géographique étudié. Les échantillons provenant d'environ 
300 individus indemnes et 300 individus activement infectés sont nécessaires pour constituer un 
échantillonnage représentatif (14) et pouvoir définir la loi de distribution de la réponse de ces 
populations au test étudié. 

Etude de la distribution des réponses ELISA 
Le test est pratiqué selon les recommandations énoncées auparavant, mis à part que, dans un 
premier temps, les résultats sont exprimés en DO. Les DO des 300 échantillons de chaque population 
(infectés / non infectés) sont regroupées par classes de 0,25 unités de DO (pour plus de clarté, les 
valeurs de DO fournies par le lecteur ELISA sont multipliées par 1000, on retient donc des classes de 
25 DO) . La distribution des DO fournies par les deux populations sont reportées sur un graphe, sous 
forme d'histogrammes ; l'allure de la distribution sera généralement celle de courbes de Gauss (figure 
2 a) . Il est vérifié que les distributions sont celles de courbes de Gauss en effectuant un changement 
d'échelle de l'axe des« y» en logarithme (échelle d'anamorphose) ; on obtient dans ce cas une droite 
dite « droite de Henry » (donnée non représentée). 

Transformation en distributions théoriques 
Partant de la distribution observée des DO, on calcule la moyenne et l'écart type de chaque 
population ; on détermine ainsi la DO moyenne des échantillons provenant de sujets infectés (µp) et 
non infectés (µn), et les écarts types de ces populations (On et Op). 
Ces éléments permettent de réaliser la transformation des distributions observées en courbes de 
Gauss théoriques (loi de probabilité) représentatives de ces populations selon l'équation : 

y= ( 1 ) . e-( (x - µ)2 
) 

o --./ 21t 2 o 2 

La représentation graphique est celle de courbes de Gauss parfaites (figure 2 b). 

Choix des échantillons de référence secondaires et expression des résultats 
Pour le contrôle international de qualité l'expression des résultats doit être faite en PP par rapport à 
l'échantillon de référence primaire, et la plaque acceptée ou rejetée selon les critères définis par le 
laboratoire de référence. 
Pour l'interprétation locale du test il est proposé d'y adjoindre un autre mode d'expression, relatif à µn 

et µp . Pour ce faire, des échantillons dont la réponse au test ne s'éloigne pas de plus de 5 % (en PP) 
de la valeur de µn sont retenus comme « témoins négatifs » du secteur géographique étudié. De 
même avec µp pour des« témoins positifs» . Par la suite ces échantillons seront disposés sur chaque 
plaque en 4 exemplaires et leur DO servira au changement de repère qui permettra d'exprimer les 
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résultats de la réaction en pourcentage de positivité relatif (PPR) à la fois à la DO moyenne (DOm) 
des témoins positifs et des témoins négatifs, selon la formule : 

PPR d'un échantillon = DOm échantillon - DOm témoins négatifs 
DOm témoins positifs - DOm témoins négatifs 

Remarque : DOm siginifie la moyenne des 4 valeurs du même échantillon ou du même témoin sur la 
même plaque. 

Cette expression engendre un changement de repère dont l'avantage est que le PPR indique 
directement la distance de l'échantillon avec la moyenne des non infectés (0 % de PPR) ; la moyenne 
des infectés étant alors de 100 % de PPR. Dans ce système des échantillons peuvent présenter des 
PPR inférieurs à O % ou supérieurs à 100 % pour lesquels l'interprétation des résultats sera univoque. 

Puisque la distinction des échantillons positifs et négatifs se fait dans l'intervalle qui sépare la 
moyenne des deux populations, l'expression des résulats en PPR donne un meilleur pouvoir de 
résolution que le résultat exprimé en PP par rapport à l'échantillon de référence primaire. 

Contrôle de qualité interne 
L'utilisation de ces échantillons de référence secondaires sur chaque plaque ELISA permettra de 
vérifier que la qualité du test est suffisante pour permettre de distinguer les échantillons locaux 
provenant d'animaux infectés / non infectés de manière satisfaisante, et de rejeter le test dans le cas 
contraire. 
Après avoir réalisé une série d'une trentaine de plaques, la moyenne et l'écart type du rapport 
témoins positifs / témoins négatifs doivent être établies, et les plaques ultérieurement testées seront 
rejetées si leur rapport n'est pas dans l'intervalle : 

m - cr < DOm témoins positifs < m + cr 
DOm témoins négatifs 

Dans le cas contraire la plaque sera rejetée. Cette mesure est un contrôle de qualité interne adapté à 
l'interprétation d'échantillons originaires du secteur géographique étudié. Dans ces conditions, une 
plaque pourrait être acceptable selon les critères internationaux mais rejetée localement si sa 
capacité diagnostique ne permet pas de distinguer avec une sécurité suffisante les réponses 
moyennes des populations locales. 

Détermination du SP et des qualités du test 
Dans cet exemple théorique, on a choisi d'étudier le même nombre d'animaux infectés et non 
infectés (300) ; on se place donc dans l'hypothèse d'une population dans laquelle la prévalence de 
l'infection est de 50 %. Nous verrons dans l'exemple pratique qui suivra comment adapter les calculs 
à d'autres prévalences. 
Partant des distributions de fréquence des populations infectée et non infectée, à l'aide d'un tableur 
informatique, par le cumul des fréquences, on calcule les paramètres a, b, c, et d, définis au tableau 1 
(d'après Cuisance (4)). 

Tableau 1 : Définition des sous-populations pour l'évaluation des tests 

Test 
négatif 
positif 

non infectés 
a 
b 

infectés 
C 

d 

L'utilisation de ces paramètre est illustrée à la figure 2 b, où sont calculés la sensibilité, la spécificité, 
et les valeurs prédictives. Ces calculs permettent de dresser un tableau similaire au tableau Il (dont 
les valeurs seront commentées dans la partie suivante). 
Quelle que soit la valeur du SP qui sera retenu (exprimé en PPR dans la colonne de gauche), on peut 
lire dans les colonnes du tableau: 

* a (colonne 4) : la fréquence cumlulée des non infectés (fcni), qui correspond aux vrais négatifs 
(partie de la distribution de fréquence cumulée des non infectés située à gauche du SP) ; 
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* b (colonne 5) : la fréquence cumulée complémentaire des non infectés, ou 100-fcni, qui correspond 
aux faux positifs (partie de la distribution de fréquence cumulée des non infectés située à droite du 
SP) ; 
* c (colonne 6) : la fréquence cumulée des infectés (fci), qui correspond aux faux négatifs (partie de 
la distribution de fréquence cumulée des infectés située à gauche du SP); 
* d (colonne 7) : la fréquence cumulée complémentaire des infectés, ou 100-fci, qui correspond aux 
vrai positifs (partie de la distribution de fréquence cumulée des infectés située à droite du SP). 
* b + c (colonne 8) : la somme des résultats faux (somme des faux positifs et faux négatifs); 
* d / c + d (colonne 9): la sensibilité; 
*a/ a + b (colonne 10) : la spécificité ; 
* d / d + b (colonne 11) : la valeur prédictive positive (VPP) à la prévalence 50 % ; 
*a/a+ c (colonne 12): la valeur prédicitive négative (VPN) à la prévalence 50 % . 

Dans ces conditions, l'utilisateur peut déterminer le SP pour une valeur choisie de sensibilité , de 
spécificité ou de valeur prédictive. En outre, il peut déterminer le SP selon d'autres exigences: 
-nombre minimal d'erreur : on retient comme SP la valeur minimale de la somme (b + c) ; ce mode 
de détermination du SP est recommandé pour un laboratoire de référence ; 
-nombre de faux positifs = nombre de faux négatifs (b = c) ; ce mode de détermination du SP est 
particulièrement adapté aux enquêtes épidémiologiques puisqu'il permet de déterminer la prévalence 
en annulant les effets des faux positifs et faux négatifs. 

Enfin, on peut déterminer un intervalle de signification à l'aide de deux SP ayant chacun une valeur 
prédictive très élevée, ce qui permet d'exprimer le résultats en positif, douteux ou négatif. Ces 
méthodes seront illustrées dans l'exemple de !'ELISA-indirecte T. vivax chez les bovins de Guyane 
Française. 

Adaptation du test à la prévalence réelle 
Il est encore possible d'affiner l'interprétation du test lorsque la prévalence (P) de l'infection est 
connue dans le secteur géographique étudié. Ainsi, on peut dresser le tableau des distributions de 
fréquence réélles en multipliant les paramètres des infectés (c et d) par la prévalence P et ceux des 
non infectés (a et b) par (1 - P) . Dans ces conditions on peut calculer avec un meilleure précision les 
valeurs prédictives du test, choisir un SP fournissant le nombre minimum d'erreur, ou encore un 
nombre de faux positifs égal au nombre de faux négatifs. 
L'ensemble de ces calculs est illustré ci-après. 

IV APPLICATION A L'ELISA-indirecte T. vivax CHEZ LES BOVINS DE GUYANE 
FRANCAISE 

A Etude des populations de référence : 

Echantillonnage 
Les individus infectés ou non infectés sont identifiés par observations cliniques, test de Woo (18), test 
de Murray (15) , et ELISA-indirecte T. vivax selon la méthode de Ferenc et al. (10). 
Un élevage est considéré comme infecté quand T. vivax est observé par technique parasitologique. 
Un élevage est considéré comme non infecté quand la totalité des animaux sont négatifs aux 
diagnostics parasitologiques et sérologiques. 
Trois cent échantillons de bovins provenant de 10 élevages non infectés sont collectés, et 300 
échantillons de bovins activement infectés ou ayant subi une séroconversion contemporaine de 
l'observation du parasite dans l'élevage sont collectés. 

Etude de la distribution des réponses ELISA 
Le test est pratiqué et les résultats des 300 échantillons de chaque population (infectés / non infectés) 
sont regroupés par classes de. _i5 unités de DO. La distribution des DO fournies par les deux 
populations sont reportées sur un graphe, sous forme d'histogrammes (figure 2 a). Il est vérifié que 
les distributions sont celles de courbes de Gauss comme indiqué précédemment. 

Expression des résultats et transformation en distribution théorique 
On calcule les moyennes et écart types des deux populations (en DO): 
µn = 229, On = 89 , µP = 845, et Op = 234 
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Figure 2a : Histogrammes de distributions des fréquences 
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Légende : à la figure 2 b, par rapport à la figure 2 a, l'échelle des x a subit un changement de repère du fait de 
l'expression des résultats en PPR selon la relation PPR d'un échantillon= (DO échantillon - DOµ non infectés) 
/ (DO µ infectés - DO µ non infectés). A titre indicatif, un SP défini par résolution graphique, ainsi que les 
secteurs a, b, c, et d définis par le SP sont représentés sur la figure. 

Figure 2b : Courbes de Gauss théoriques des distributions de fréquence 

Figure 2 : Distributions obsen>ées des fréquences de l'intensité des réponses au test ELISA-indirecte T. 
vivax chez 300 bovins infectés et 300 bovins non infectés par T. vivax en Guyane Française 
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On effectue le changement de repère par rapport aux réponses moyennes des non infectés et des 
infectés ; dans le cas de cette étude on obtient : 

PPR d'un échantillon = DO échantillon - 229 
845 - 229 

Les nouvelles moyennes (µn = 0% et µp = 100%) et les nouveaux écarts types (on = 14,44 et Op= 
37,98) des deux populations, permettent la représentation graphique des courbes de Gauss à l'aide 
d'un logiciel informatique, ce qui donne une bonne visualisation de la distribution des populations. A 
ce stade une détermination graphique du SP peut être réalisée (environ 35 %) (figure 2 b). 

Stockage des échantillons de référence secondaire 
Plusieurs échantillons de référence régionaux ayant présenté des valeurs ne s'éloignant pas de plus 
de 5 % (en PPR) de µn et µp sont identifiés, aliquotés et stockés à -80 °C ; ils serviront de témoins 
négatifs et positifs régionaux de la réaction (échantillons de référence secondaires), et permettront 
pour des tests ultérieurs le calcul du PPR des échantillons de chaque plaque ELISA selon la relation : 

PPR d'un échantillon = DOm échantillon - DOm témoins négatifs 
DOm témoins positifs - DOm témoins négatifs 

Contrôle de qualité interne 
Pour le contrôle de qualité interne local, après avoir réalisé une série de 37 plaques, la moyenne du 
rapport témoins positifs/ témoins négatifs a été de 3,71 et l'écart type de 0,29. Le rapport témoins 
positifs / témoins négatifs des plaques ultérieurement testées devra donc toujours être dans 

l'intervalle : 3,42 < DOm témoins positifs < 
DOm témoins négatifs 

4 

Détermination du seuil de positivité et des qualités du test selon les exigences de l'utilisateur 
Dans notre exemple, on a choisi d'étudier 300 animaux infectés et 300 non infectés, la prévalence 
théorique de l'infection est de 50 %. 

Le tableau li présente, selon le SP choisi (exprimé en PPR dans la colonne de gauche), la fréquence 
des non infectés (fni) et des infectés (fi), ainsi que les paramètres a (fcni ou vrais négatifs), b (100-
fcni, ou faux positifs), c (100-fci, ou faux négatifs), d (fci, ou vrai positifs), la somme des erreurs 
(b+c), la sensibilité (d/c+d), la spécificité (a/a+b) , la VPP (d/b+d) et la VPN (a/a+c). Toutes les 
données ne pouvant être représentées, seule les valeurs extrêmes et la partie moyenne des valeurs 
du SP sont indiquées (valeurs du SP comprises entre 10% et 55 %). 

*Si l'utilisateur souhaite fixer la sensibilité à 98 %, en lisant le tableau Il (colonne 9), on voit qu'il faut 
choisir un SP de 21 % de PPR, que la spécificité du test est de 93, 1 %, la VPP 93,4 % et la VPN 
98,0%. 
*Si l'utilisateur souhaite une spécificité de 98 % (colonne 10), il faudra fixer le SP au PPR 30 %, la 
sensibilité du test sera de 96,6 %, la VPP 98,2 % et la VPN 96,7 %. 
*Si l'utilisateur souhaite réaliser un nombre minimum de diagnostics erronés, il choisira en fonction de 
la colonne 8 du tableau, un SP de 32 %, avec une sensibilité de 96,2 %, une spécificité de 98,7 %. 
*S'il désire que le nombre de faux positif soit égal au nombre de faux négatifs, en comparant les 
colonne 5 et 6 il choisira le SP de 27 %, avec des sensibilité, spécificité et valeurs prédictives 
voisines de 97 % ; 
*s'il souhaite une VPN de 98 %, le SP sera de 21 % ; 
*s'il souhaite une VPP de 99 %, le SP sera de 34 %. 
*Enfin, s'il souhaite déterminer un intervalle de signification à partir de valeurs prédictives très 
élevées, par exemple un seuil de positivité inférieur (SPI) avec une VPN de 98,5 % (colonne 12) et 
un seuil de positivité supérieur (SPS) avec une VPP de 99,8 % (colonne 11 ), il retiendra un SPI de 15 
% et SPS de 42 %. Les échantillons fournissant des PPR inférieurs au SPI seront donc négatifs, ceux 
compris entre le SPI et le SPS seront douteux et ceux donc le PPR est supérieur au SPS seront 
positifs, avec des probabilités très élevées. L'intervalle de signification est illustré dans le tableau li 
par des traits horizontaux. Ce type d'expression des résultat est particulièrement adapté au diagnostic 
médical alors qu'un seuil de positivité unique est d'avantage adapté aux études de population . 

. 343 



L'intervalle de signification peut encore être calculé avec un nombre minimum d'erreur ou un nombre 
de faux positifs égal au nombre de faux négatifs, etc. 

Les caractéristiques précédentes ont été établies arbitrairement à partir d'un échantillonnage 
comportant autant d'individus infectés que non infectés. Les valeurs et les seuils qui ont été indiqués 
sont donc relatifs à une prévalence de 50 %. 
Lorsqu'on connaît, ou qu'on a pu estimer la prévalence des infections dans la population dont sont 
issus les échantillons testés, l'ensemble de ces paramètres peuvent être affinés. 

Adaptation de l'interprétation du test à la prévalence réelle 

Au cours d'une enquête épidémiologique chez 2953 bovins de Guyane Française la séroprévalence 
des infections à T. vivax a été à 22 % (6). La connaissance de la prévalence de l'infection dans un 
secteur géographique donné permet d'affiner les résultats précédents en affectant aux distributions 
théoriques les facteurs de prévalence observés. 
La représentation graphique des populations de bovins infectés et non infectés en Guyane Française 
est indiquée à la figure 2 c. On voit que la distribution de fréquence des infectés est « écrasée » du 
fait d'une prévalence de 22 % seulement, une détermination grahique du SP amènerait à déplacer ce 
seuil vers la droite (environ 39 %). Ce serait le contraire si la prévalence était supérieure à 50 %. 
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Légende : A titre indicatif, un SP défini par résolution graphique est représenté sur la figure ; du fait de 
I' t< écrasement » relatif de la courbe de de distribution des fréquences des infectés par rapport à celle des non 
infectés, le SP est déplacé vers la droite. 

Figure 3: Distributions théoriques des fréquences de l'intensité des réponses au test ELISA-indirecte T. 
vivax dans l'ensemble de la population de bovins de Guyane Française (prévalence de l'infection 22 %) 

Le tableau Ill, présenté comme le tableau Il, permet d'effectuer avec une meilleure précision les 
mêmes calculs que précédemment. Les exigences sur la sensibilité et la spécificité sont inchangées 
puisqu'il s'agit de valeurs intrinsèques du test pratiqué dans la même population, en revanche elles 
sont associées à des valeurs prédictives différentes : 

*Si l'utilisateur souhaite fixer la sensibilité à 98 %, en lisant le tableau Ill (colonne 9) on voit que le SP 
de 21 % et la spécificité de 93 % sont inchangés, mais la VPP n'est plus que de 80 % (au lieu de 93,4 
% avec la prévalence 50 %) et la VPN est de 99,4 % (au lieu de 98 %). Dans ces conditions il sera 
préférable de ne retenir qu'une sensibilité de 97 % si l'on souhaite avoir des VP acceptables. 
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*Si l'utilisateur souhaite une spécificité de 98 %, le SP de 30 % et la sensibilité de 96,6 % restent 
inchangés, mais la VPP n'est alors que de 93,8 % et la VPN est de 99,0 %. 
*S'il souhaite réaliser un nombre minimum de diagnostics erronés, il choisira en fonction de la 
colonne 8 du tableau, un SP de 38 % (au lieu de 32% précédemment) , avec une sensibilité de 94,7 
% et une spécificité de 99,6 %. 
*S'il désire que le nombre de faux positif soit égal au nombre de faux négatifs, en comparant les 
colonne 5 et 6 il choisira le SP de 33 % (au lieu de 27% précédemment), avec une sensibilité de 96 
%, une spécificité de 98,9 %. Au terme d'une première enquête épidémiologique, il est donc possible 
d'adapter le SP à la prévalence observée afin d'affiner les résultats de l'enquête jusqu'au point de 
raisonnance pour lequel le SP est parfaitement adapté à la prévalence ; 
*Si l'utilisateur souhaite une VPN de 98 %, le SP sera de 44 % ; valeur très supérieure à celle 
précédemment définie (SP = 21 % à la prévalence de 50 %) ; 
*S'il souhaite une VPP de 99 %, le SP sera de 41 % (au lieu de 34 % précédemment) . 

*Enfin, si l'utilisateur souhaite déterminer un intervalle de signification à partir de valeurs prédictives 
très élevées, par exemple et commme précédemment, un seuil inférieur avec une VPN de 98,5 % et 
un seuil supérieur avec une VPP de 99,8 %, il retiendra un SPI de 38 % et SPS de 52 %. Ces valeurs 
sont particulièrement éloignées de celles précédemments définies dans l'hypothèse d'une prévalence 
de 50% (SPI= 15% et SPS 42 %), ce qui souligne l'importance de l'adaptation des seuils à la 
prévalence réelle. Les SPI et SPS sont illustrés au tableau Ill par des traits horizontaux. 

V DISCUSSION/CONCLUSION 

La standardisation internationale des réactifs (échantillons de référence primaires inclus), du 
protocole, et du mode d'expression des résultats (PP de l'échantillon de référence fortement positif) 
comme elles a été définie par Wright et al. (19) est non seulement recommandée mais nécessaire 
pour permettre une bonne reproductibilité des tests, le contrôle de qualité du diagnostic, et des 
comparaisons entre laboratoires. 

Si un laboratoire de référence peut fournir à titre indicatif les caractéristiques générales d'un test qu'il 
a étudié: SP, sensibilité et spécificité, il est essentiel d'avoir présent à l'esprit le fait que ces 
caractéristiques ne devraient être appliquées que dans des populations infectée et non infectée ayant 
des distributions de fréquences identiques à celles décrites par ce laboratoire de référence. 

Pour une utilisation du test dans un secteur géographique différent de celui du laboratoire de 
référence, une étude de populations infectée et non infectée est nécesssaire. S'i l s'avère que ces 
populations se présentent différemment (position et profil des distributions de fréquences) de celles 
décrites par le laboratoire de référence, l'étude aboutira à la définition de nouveaux SP avec des 
sensibilités et spécificités différentes des précédentes. Les caractéristiques dites « intrinsèques 
d'un test » (sensibilité et spécificité) peuvent donc être variables d'un secteur géographique à l'autre. 
En réalité, la sensibilité et la spécificité d'un test sont des caractéristiques intrinsèques du test dans 
la population étudiée. 

Les modalités d'expression des résulats et d'interprétation des tests qui ont été proposées permettent 
au laboratoires régionaux de : 

-sélectionner des échantillons de référence secondaires au sein de la population régionale ; 
-déterminer les qualités intrinsèques du test dans la population régionale (sensibilité et 
spécificité) ; 
-exprimer les résultats individuels du test en PPR, valeur indiquant directement la distance de 
l'échantillon testé avec les moyennes des individus infectés et non infectés de la population 
locale; 
-fixer des SP selon plusieurs modalités, en fonction des critères définis par l'utilisateur, et qui 
dépendent de l'objectif du diagnostic (médical, épidémiologique, priorité à la sensibilité, à la 
spécificité ou aux valeurs prédictives) ; 
-introduire un contrôle de qualité interne reposant sur le rapport des échantillons de référence 
secondaires (DO témoins positifs/ témoins négatifs) issus du secteur géographique étudié. 

Les valeurs prédictives du test peuvent être affinées lorsqu'on a pu déterminer la prévalence réelle 
de l'infection dans la population dont les échantillons sont issus. L'exemple donné indique que les 
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valeurs prédictives du test peuvent être très différentes de la valeur théorique (à la prévalence 
théorique de 50 %) ; il est important de souligner l'impact de la prévalence sur la signification du test. 
Ainsi les résultats d'une enquête épidémiologique peuvent être affinés a posteriori, par une 
redéfinition du SP. 

Ces modes d'interprétation du test sont plus souples et plus adaptés à l'utilisation locale que le PP 
d'un échantillon de référence international qui peut avoir localement des significations contradictoires. 
L'utilisation des échantillons de référence internationaux reste strictement nécessaire afin de garantir 
la qualité du test. Les échantillons de référence primaires et secondaires n'ont pas les mêmes rôles, 
et leur utilisation conjointe doit apporter le maximum de sécurité et d'information aux utilisateurs. 

L'exemple de !'ELISA-indirecte T. vivax pour le diagnostic des trypanosomoses bovines a servi 
d'illustration à cette étude, mais les principes de la méthode qui a été exposée peuvent être appliqués 
à la détection des antigènes ou des anticorps, chez les humains ou les animaux. 
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Tableau Il 
Extrait de la distribution des fréquences et fréquences cumulées (%) selon le SP; erreur cumulée, 

sensibilité, spécificité et valeurs prédictives (prévalence 50 %) 

d/ al d/ al 
SP a b C d b+c (c + d) (a+ b) (b + d) (a+ c) 
en Vrais Faux Faux Vrais Erreur 
PPR Fni Fi négatifs positifs négatifs positifs cumulée Sensibilité Spécificité VPP VPN 
-34% 0,18 0,00 1,04 98,96 0,00 100,00 98,96 100,0% 1,0% 50,3% 100,0% 
0% 2,75 0,03 51 ,35 48,65 0,42 99,58 49,07 99,6% 51 ,4% 67,2% 100,0% 
10%. 2, 17 0,06 76,52 23,48 0,91 99,09 24,39 99,1% 76,5% 80,8% 98,8% 
11% 2,06 0,07 78,58 21 ,42 0,98 99,02 22,39 99,0% 78,6% 82,2% 98,8% 
12% 1,95 0,07 80,53 19,47 1,05 98,95 20,51 98,9% 80,5% 83,6% 98,7% 
13% 1,84 0,08 82,37 17,63 1, 12 98,88 18,75 98,9% 82,4% 84,9% 98,7% 
14% 1,73 0,08 84,10 15,90 1,21 98,79 17, 10 98,8% 84,1% 86,1% 98,6% 
15% 1,61 0,09 85,71 14,29 1,29 98,71 15,58 98,7% 85,7% 87,4% 98,5% 
16% 1,50 0,09 87,21 12,79 1,38 98,62 14, 18 98,6% 87,2% 88,5% 98,4% 
17% 1,38 0, 10 88,59 11 ,41 1,48 98,52 12,89 98,5% 88,6% 89,6% 98,4% 
18% 1,27 0, 10 89,86 10,14 1,58 98,42 11 ,72 98,4% 89,9% 90,7% 98,3% 
19% 1, 17 0, 11 91 ,03 8,97 1,69 98,31 10,66 98,3% 91 ,0% 91 ,6% 98,2% 
20% 1,06 0, 11 92,09 7,91 1,81 98, 19 9,71 98,2% 92,1% 92,5% 98,1% 
21% 0,96 0,12 93,05 6,95 1,93 98,07 8,87 98,0% 93,1% 93,4% 98,0% 
22% 0,87 0, 13 93,92 6,08 2,05 97,95 8,13 97,9% 93,9% 94,2% 97,9% 
23% 0,78 0,13 94,71 5,29 2, 19 97,81 7,48 97,8% 94,7% 94,9% 97,7% 
24% 0,70 0, 14 95,40 4,60 2,33 97,67 6,93 97,7% 95,4% 95,5% 97,6% 
25% 0,62 0,15 96,03 3,97 2,48 97,52 6,45 97,5% 96,0% 96,1% 97,5% 
26% 0,55 0, 16 96,58 3,42 2,64 97,36 6,06 97,4% 96,6% 96,6% 97,3% 
27% 0,49 0,17 97,06 2,94 2,81 97,19 5,74 97,2% 97,1% 97,1% 97,2% 
28% 0,43 0,17 97,49 2,51 2,98 97,02 5,49 97,0% 97,5% 97,5% 97,0% 
29% 0,37 0, 18 97,86 2, 14 3,16 96,84 5,30 96,8% 97,9% 97,8% 96,9% 
30% 0,32 0,19 98,19 1,81 3,36 96,64 5,17 96,6% 98,2% 98,2% 96,7% 
31% 0,28 0,20 98,47 1,53 3,56 96,44 5,09 96,4% 98,5% 98,4% 96,5% 
32% 0,24 0,21 98,71 1,29 3,77 96,23 5,06 96,2% 98,7% 98,7% 96,3% 
33% 0,21 0,22 98,91 1,09 3,99 96,01 5,08 96,0% 98,9% 98,9% 96,1% 
34% 0,18 0,23 99,09 0,91 4,22 95,78 5,14 95,8% 99,1% 99,1% 95,9% 
35% 0, 15 0,24 99,24 0,76 4,47 95,53 5,23 95,5% 99,2% 99,2% 95,7% 
36% 0, 13 0,25 99,36 0,64 4,72 95,28 5,36 95,3% 99,4% 99,3% 95,5% 
37% 0, 11 0,27 99,47 0,53 4,99 95,01 5,52 95,0% 99,5% 99,4% 95,2% 
38% 0,09 0,28 99,56 0,44 5,27 94,73 5,71 94,7% 99,6% 99,5% 95,0% 
39% 0,07 0,29 99,63 0,37 5,56 94,44 5,92 94,4% 99,6% 99,6% 94,7% 
40% 0,06 0,30 99,69 0,31 5,86 94, 14 6, 16 94 ,1% 99,7% 99,7% 94,5% 
41% 0,05 0,31 99,74 0,26 6, 17 93,83 6,43 93,8% 99,7% 99,7% 94,2% 
42% 0,04 0,33 99,79 0,21 6,50 93,50 6,71 93,5% 99,8% 99,8% 93,9% 
43% 0,03 0,34 99,82 0,18 6,84 93,16 7,02 93,2% 99,8% 99,8% 93,6% 
44% 0,03 0,35 99,85 0,15 7,20 92,80 7,35 92,8% 99,8% 99,8% 93,3% 
45% 0,02 0,37 99,87 0,13 7,57 92,43 7,70 92,4% 99,9% 99,9% 93,0% 
46% 0,02 0,38 99,89 0, 11 7,95 92,05 8,06 92,1% 99,9% 99,9% 92,6% 
47% 0,01 0,40 99,90 0,10 8,35 91,65 8,44 91 ,7% 99,9% 99,9% 92,3% 
48% 0,01 0,41 99,91 0,09 8,76 91,24 8,84 91 ,2% 99,9% 99,9% 91 ,9% 
49% 0,01 0,43 99,92 0,08 9,18 90,82 9,26 90,8% 99,9% 99,9% 91 ,6% 
50% 0,01 0,44 99,93 0,07 9,63 90,37 9,70 90,4% 99,9% 99,9% 91 ,2% 
51% 0,01 0,46 99,94 0,06 10,08 89,92 10,15 89,9% 99,9% 99,9% 90,8% 
52% 0,00 0,47 99,94 0,06 10,56 89,44 10,62 89,4% 99,9% 99,9% 90,4% 
53% 0,00 0,49 99,94 0,06 11 ,05 88,95 11 , 10 89,0% 99,9% 99,9% 90,0% 
54% 0,00 0,50 99,95 0,05 11 ,55 88,45 11,60 88,5% 99,9% 99,9% 89,6% 
55% 0,00 0,52 99,95 0,05 12,07 87,93 12, 12 87, 9% 99,9% 99,9% 89,2% 
100% 0,00 1,05 99,95 0,05 50,52 49,48 50,57 49,5% 100,0% 99,9% 66,4% 
199% 0,00 0,04 99,96 0,04 99,57 0,43 99,62 0,4% 100,0% 100,0% 50,1% 
200% 0,00 0,03 99,96 0,04 99,60 0,40 99,65 0,4% 100,0% 100,0% 50,1% 
>200% .. . 100 0 100 0 100 0,0% 100,0% 100,0% 50,0% 

Légende: fni = fréquence des non infectés; fi = fréquence des infectés, calculées avec l'équation de la 
courbe de Gauss pour les moyennes et écarts types des non infectés (O; 14,44) et des infectés (100; 37,98) . 
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Tableau Ill 
Extrait de la distribution des fréquences et fréquences cumulées(%) selon le SP; erreur cumulée, 

sensibilité, spécificité et valeurs prédictives (prévalence 22 %) 

SP 1..P= P= b d b+c dl al dl al 
a C 

en 0,78% 0,22% (c + d) (a+ b) (b + d) (a+ c) 

PPR Vrais Faux Faux Vrais Erreur 
Fni Fi négatifs positifs négatifs positifs cumulée Sensibilité Spécificité VPP VPN 

-34% 0, 1373 0 0,81 77,19 0,000 22,00 77,19 100,0% 1,0% 22,2% 99,9% 
0% 2,145 0,007 40,05 37,95 0,093 21,91 38,04 99,6% 51 ,4% 36,6% 99,8% 
11% 1,6087 0,015 61,29 16,71 0,215 21,79 16,92 99,0% 78,6% 56,6% 99,7% 
12% 1,523 0,016 62,82 15,18 0,230 21,77 15,41 99,0% 80,5% 58,9% 99,6% 
13% 1,4351 0,017 64,25 13,75 0,247 21 ,75 13,99 98,9% 82,4% 61,3% 99,6% 
14% 1,3459 0,018 65,60 12,40 0,265 21,73 12,67 98,8% 84,1% 63,7% 99,6% 
15% 1,2562 0,019 66,85 11 , 15 0,284 21,72 11 ,43 98,7% 85,7% 66,1% 99,6% 
16% 1, 1669 0,02 68,02 9,98 0,304 21,70 10,28 98,6% 87,2% 68,5% 99,6% 
17% 1,0789 0,021 69,10 8,90 0,326 21,67 9,23 98,5% 88,6% 70,9% 99,5% 
18% 0,9927 0,023 70,09 7,91 0,348 21,65 8,26 98,4% 89,9% 73,2% 99,5% 
19% 0,9091 0,024 71,00 7,00 0,372 21,63 7,37 98,3% 91,0% 75,6% 99,5% 
20% 0,8286 0,025 71,83 6,17 0,397 21,60 6,57 98,2% 92,1% 77,8% 99,5% 
21% 0,7516 0,027 72,58 5,42 0,424 21,58 5,84 98,1% 93,1% 79,9% 99,4% 
22% 0,6785 0,028 73,26 4,74 0,452 21,55 5,19 97,9% 93,9% 82,0% 99,4% 
23% 0,6097 0,03 73,87 4,1 3 0,482 21 ,52 4,61 97,8% 94,7% 83,9% 99,4% 
24% 0,5452 0,031 74,42 3,58 0,513 21,49 4,10 97,7% 95,4% 85,7% 99,3% 
25% 0,4852 0,033 74,90 3,10 0,546 21,45 3,65 97,5% 96,0% 87,4% 99,3% 
26% 0,4298 0,035 75,33 2,67 0,581 21,42 3,25 97,4% 96,6% 88,9% 99,2% 
27% 0,3789 0,037 75,71 2,29 0,617 21 ,38 2,91 97,2% 97,1% 90,3% 99,2% 
28% 0,3325 0,038 76,04 1,96 0,656 21,34 2,61 97,0% 97,5% 91 ,6% 99,1% 
29% 0,2903 0,04 76,33 1,67 0,696 21 ,30 2,36 96,8% 97,9% 92,7% 99,1% 
30% 0,2523 0,042 76,58 1,42 0,738 21 ,26 2, 15 96,6% 98,2% 93,8% 99,0% 
31% 0,2182 0,044 76,80 1,20 0,783 21,22 1,98 96,4% 98,5% 94,7% 99,0% 
32% 0, 1879 0,047 76,99 1,01 0,829 21 ,17 1,84 96,2% 98,7% 95,4% 98,9% 
33% 0,161 0,049 77,15 0,85 0,878 21,12 1,73 96,0% 98,9% 96,1% 98,9% 
34% 0,1373 0,051 77,29 0,71 0,929 21 ,07 1,64 95,8% 99,1% 96,7% 98,8% 
35% 0, 1165 0,054 77,41 0,59 0,983 21 ,02 1,58 95,5% 99,2% 97,2% 98,7% 
36% 0,0984 0,056 77,50 0,50 1,039 20,96 1,54 95,3% 99,4% 97,7% 98,7% 
37% 0,0827 0,058 77,59 0,41 1,097 20,90 1,51 95,0% 99,5% 98,1% 98,6% 
38% 0,0692 0,061 77,66 0,34 1,159 20,84 1,50 94,7% 99,6% 98,4% 98,5% 
39% 0,0576 0,064 77,71 0,29 1,222 20,78 1,51 94,4% 99,6% 98,6% 98,5% 
40% 0,0478 0,066 77,76 0,24 1,289 20,71 1,53 94,1% 99,7% 98,9% 98,4% 
41% 0,0394 0,069 77,80 0,20 1,358 20,64 1,56 93,8% 99,7% 99,0% 98,3% 
42% 0,0323 0,072 77,83 0, 17 1,430 20,57 1,60 93,5% 99,8% 99,2% 98,2% 
43% 0,0264 0,075 77,86 0, 14 1,505 20,49 1,65 93,2% 99,8% 99,3% 98,1 % 
44% 0,0215 0,078 77,88 0,12 1,583 20,42 1,70 92,8% 99,8% 99,4% 98,0% 
45% 0,0174 0,081 77,90 0,10 1,664 20,34 1,77 92,4% 99,9% 99,5% 97,9% 
46% 0,014 0,084 77,91 0,09 1,749 20,25 1,84 92,1% 99,9% 99,6% 97,8% 
47% 0,0112 0,087 77,92 0,08 1,836 20,16 1,91 91,7% 99,9% 99,6% 97,7% 
48% 0,009 0,091 77,93 0,07 1,927 20,07 1,99 91,2% 99,9% 99,7% 97,6% 
49% 0,0071 0,094 77,94 0,06 2,020 19,98 2,08 90,8% 99,9% 99,7% 97,5% 
50% 0,0056 0,097 77,95 0,05 2,118 19,88 2,17 90,4% 99,9% 99,7% 97,4% 
51% 0,0044 0, 101 77,95 0,05 2,218 19,78 2,27 89,9% 99,9% 99,7% 97,2% 
52% 0,0035 0,104 77,95 0,05 2,322 19,68 2,37 89,4% 99,9% 99,8% 97,1 % 
53% 0,0027 0, 108 77,96 0,04 2,430 19,57 2,47 89,0% 99,9% 99,8% 97,0% 
54% 0,0021 0, 111 77,96 0,04 2,541 19,46 2,58 88,5% 99,9% 99,8% 96,8% 
55% 0,0016 0, 115 77,96 0,04 2,656 19,34 2,70 87,9% 99,9% 99,8% 96,7% 
100% 1E-10 0,231 77,96 0,04 11,115 10,89 11 , 15 49,5% 100,0% 99,7% 87,5% 
199% 3E-41 0,008 77,96 0,04 21 ,905 0,09 21,94 0,4% 100,0% 99,8% 78,1% 
200% 1E-41 0,007 77,96 0,04 21 ,913 0,09 21,95 0,4% 100,0% 99,8% 78,1% 
>200% ''' 78,00 0,00 22,000 0,00 22,00 0,0% 100,0% 0,0% 78,0% 

Légende: à la prévalence 22 %, la fréquence relative des non infectés (fni) est affectée d'un facteur 0,78 et 
celle des infectés (fi) d'un facteur de 0,22. 
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ANNEXE 2.3 : PROTOCOLES DES ELISA-INDIRECTES TRYPANOSOMA 

SPP. (T. VIVAXOU T. EVANS/) 

Annexe 2.3.1 Protocole des ELISA-indirectes Trypanosoma spp. 
(T. vivax ou T. evansi ) chez les bovins 

Annexe 2.3.2 Protocole des ELISA-indirectes Trypanosoma spp. 
( T. vivax ou T. evansi ) chez les ovins et humains 
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Annexe 2.3.1 Protocole des ELISA-indirectes Trypanosoma spp. 
( T. vivax ou T. evansi ) chez les bovins 

Solutions tampons et réactifs : 
PBS X10: 59,64g Na2HP04 anhydre+ 9,6g de NaH2P04 anhydre+ 438,75g de NaCI anhydre, eau 
distillée QSP 5 litres. 
PBS pH 7,4 (PBS 7,4): Diluer PBS X10 au 1/10 en eau distillée; ajuster le pH à 7,4 (HCI ou NaOH). 
Tampon de lavage 0,1% (TL 0,1%) : PBS + 0,1% de Tween 20® ; 
Tampon de blocage (TB) : 0,8g caséine/100ml de PBS à 1 % de Tween 20®; 
Tampon de substrat: 9,6 g d'acide citrique dans 1 litre d'eau, ajuster le pH à 4 avec NaOH 3M. 
Antigène à 2,5mg de protéine/ml de T. vivax ou de T. evansi selon les cas. 
Solution d'ABTS: 1 pastille d'ABTS 10mg dans 463µ1 d'eau distillée ; 
Solution H20 2 : 0,5ml d'H20 2 30 % dans 7,5ml d'eau distillée. 
Conjugué à la péroxydase anti-bovin SIGMA~ (réf A. 8917) 
sérums témoins bovins positifs et négatifs. 

PROTOCOLE: 
Sensibilisation de la plaque : 

6µ1 d'antigène/ml de PBS, 100µ1/puits plaque POL YSORP Nunc, 2 h à 37°C ou une nuit à 4 °C. 
Rinçage: 

2 X au PBS 7 ,4 , retourner la plaque et frapper 5 fois sur du papier absorbant 
Blocage (caséine): 

200µ1 de TB, 2h à 37°C ou une nuit à 4°C 
Vider laver une fois au TB et placer 80µ1 de TB dans chaque puits 

Dilution des sérums (dilution finale au 1/200) et transfert: 
Dilution intermédiaire au 1 /40 dans une plaque à fond en « U » : 4µ1 sérum/160µ1 de TB 
puis transférer 20µ1 de sérum au 1 /40 dans les 80µ1 de TB de la plaque test, tous les échantillons 
sont disposés en 4 exemplaires selon la topographie indiquée par BOCQUENTIN et DUVALLET (1990) 

Incubation : 
20 minutes à 37°C, agitation permanente vitesse 5 

Lavage 1 : 
vider, laver 2 X au TL, vider 
Laver 4 X au TL 0, 1 %, retourner la plaque et frapper 5 fois sur du papier absorbant 
Laver 4 X au TL 0, 1 %, retourner la plaque et frapper 5 fois sur du papier absorbant 

Conjugué: 
conjugué au 1/10.000 dans du TB, 100µ1 par puits 

Incubation : 
20 minutes à 37°C, agitation permanente vitesse 5 

Lavage 2: 
vider, rincer 2 X au PBS 7 ,4 , vider 
Laver 4 X au PBS 7,4 , retourner la plaque et frapper 5 fois sur du papier absorbant 
Laver 4 X au PBS 7,4 , retourner la plaque et frapper 5 fois sur du papier absorbant 

Substrat : 
50µ1 de solution H20 2 + 50µ1 de solution ABTS dans 10ml de TS ; 
placer 100µ1 de substrat par puits, placer à l'obscurité, agitation permanente, vitesse 5. 

Lecture: 
lorsque les 4 témoins positifs atteignent une moyenne de 1 unité de DO, lire la plaque. Rejeter toute 
plaque pour laquelle le rapport témoins positifs /témoins négatifs s'écarte de la valeur 3,7 +/- 0,3 
pour l'ELISA T. vivax, et 3,2 +/- 0,4 pour l'ELISA T. evansi. 

Expression des résultats : 

La DO moyenne des témoins positifs (DOmp) et la DO moyenne des témoins négatifs (DOmn) sont 
calculées; 
Pour chaque puits le résultats est exprimé en PPR (pourcentage de positivité relatif) selon la formule 
suivante : PPR = DO échantillon - DOmn 

DOmp - DOmn 

Equipement :NUNC immunowash® (laveur manuel relié à un robinet en « T » faisant pompe à vide) ; 
Lecteur ELISA filtre 405nm ; Agitateur de plaque ; Etuve 37°C. 
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Annexe 2.3.2 Protocole des ELISA-indirectes Trypanosoma spp. 
( T. vivax ou T. evansi ) chez les ovins et humains 

Solutions tampons et réactifs : 
PBS X10: 59,64g Na2HP04 anhydre+ 9,6g de NaH2P04 anhydre+ 438,75g de NaCI anhydre, eau 
distillée QSP 5 litres. 
PBS pH 7,4 (PBS 7,4): Diluer PBS X10 au 1/10 en eau distillée; ajuster le pH à 7,4 (HCI ou NaOH). 
Tampon de lavage 0,1% (TL 0,1%): PBS + 0,1% de Tween 20® ; 
Tampon de dilution conjugué 0,2% (TDC 0,2%) : PBS + 0,2% de Tween 20® ; 
Tampon de blocage (TB) : 5g lait écrémé déshydraté/100ml de PBS ; 
Tampon de dilution (TD): 5g lait écrémé déshydraté 1100ml de TL 0,1%. 
Tampon de substrat : 9,6 g d'acide citrique dans 1 litre d'eau, ajuster le pH à 4 avec NaOH 3M. 
Antigène à 2,5mg de protéine/ml de T. vivax ou de T. evansi selon les cas. 
Solution d'ABTS: 1 pastille d'ABTS 10mg dans 463µ1 d'eau distillée ; 
Solution H20 2 : 0,5ml d'H20 2 40 volumes dans 7,5ml d'eau distillée. 
Conjugué : conjugué à la péroxydase SIGMA® Ovin, ou, 
« Anti-human lgG (y-chain specific) peroxydase conjugate »SIGMA®, ou, 
« Anti-human lgM (µ-chain specific) peroxydase conjugate », SIGMA® 
Sérums témoins ovins ou sérums témoins humains positifs et négatifs. 

PROTOCOLE: 
Sensibilisation de la plaque : 

6µ1 d'antigène/ml de PBS, 100µ1/puits plaque POL YSORP Nunc, 2 h à 37°C ou une nuit à 4 °C. 
Rinçage : 

2 X au PBS 7,4 ; retourner la plaque et frapper 5 fois sur du papier absorbant 
Blocage (lait écrémé): 

200µ1 de TB, 2h à 37°C ou une nuit à 4°C 
Vider laver une fois au TB et placer 60µ1 de TD dans chaque puits 

Dilution des sérums (dilution finale au 1/100) et transfert: 
Dilution intermédiaire au 1/25 dans une plaque à fond en« U »: 4µ1 sérum/100µ1 de TD 
puis transférer 20µ1 de sérum au 1/25 dans les 60µ1 de TD dans la plaque test ; tous les échantillons 
sont disposés en 4 exemplaires selon la topographie indiquée par BOCQUENTIN et DUVALLET (1990) 

Incubation : 
15 minutes à 37°C, agitation permanente vitesse 5 

Lavage: 
vider, rincer 5 X au PBS 7,4 
Laver 4 X au TL 0, 1 %, retourner la plaque et frapper 5 fois sur du papier absorbant 
Laver 4 X au TL 0, 1 %, retourner la plaque et frapper 5 fois sur du papier absorbant 

Conjugué : 
conjugué au 1/1000 dans du TDC 0,2%, 80µ1 par puits 

Incubation : 
15 minutes à 37°C, agitation permanente vitesse 5 

Lavage: 
vider, rincer 5 X au PBS 7 ,4 
Laver 4 X au TL 0, 1 %, retourner la plaque et frapper 5 fois sur du papier absorbant 
Laver 4 X au TL 0, 1 %, retourner la plaque et frapper 5 fois sur du papier absorbant 

Substrat : 
80µ1 de solution H20 2 + 80µ1 de solution ABTS dans 10ml de TS 
placer 100µ1 substrat par puits, placer à l'obscurité, agitation permanente, vitesse 5. 

Lecture: 
lorsque la moyenne des 4 témoins positifs atteignent une moyenne de 1 unité de DO, lire la plaque. 
Rejeter toute plaque pour laquelle la moyenne des témoins négatifs dépasse 0,2 unités de DO. 

Expression des résultats: 
La DO moyenne des témoins positifs (DOmp) et la DO moyenne des témoins négatifs (DOmn) sont 
calculées; 
Pour chaque puits le résultats est exprimé en PPR (pourcentage de positivité relatif) selon la formule 
suivante : PPR = DO échantillon - DOmn 

DOmp - DOmn 
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ANNEXE 2.4 (PUBLICATION N° 5) : COMPARAISON DE LA SENSIBILITE DU 

TEST DE WQQ ET D'UN TEST DE DETECTION DES ANTIGENES DE 

TRYPANOSOMA V/VAX CHEZ DEUX MOUTONS EXPERIMENTALEMENT 

INFECTES AVEC UNE SOUCHE GUYANAISE DU PARASITE 

DESQUESNES, M. et LA ROCQUE, S. (de) 

Rev. Élev. Méd. vét. Pays trop. (1995) 48, 247-253. 
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t"KU l ULUULUlJlt: 

Comparaison de la sensibilité du test de Woo et d'un test 
de détection des antigènes de Trypanosoma vivax 

chez deux moutons expérimentalement infectés 
avec une souche guyanaise du parasite 

M. Desquesnes 1, S. de La Rocque 1 * 

DESQCESNES (l\1.1. LA ROCQ UE (S. del. Compar,lison de la , ensi bi­
li1é du 1e, r J e Woo et d· un les t Je dé1ec 1i on J es ant i~~nes J e Tnpwwso -
111<1 l'i 1·u.r chez J e ux rn o Ul ons expà im.: nta k me ni in re ~té, .1,·ec une 
souche ,;u~ anaise du paras ite . Renie Éte, · .. vf t!d. ,·éf. ?un rr1>J> .. t 945. ~8 
(3): 2~ "7- ~5J . 

Cn ELISA de détection des antigènes circulants de Trypa11oso111a 
vivax. par immunocapture à l' aide d'un anticorps monoclonal spéci­
fique. a été mis au point par 'iantulya et Lindq,·ist en 1989 : sur les 
souches africaines testées sa sensibilité s 'est avérée très élevée . .-\ , ·ec 
des réactifs fournis par I' IRLI. la sensibilité de cette méthode a été 
comparée à celle du test de Woo lors d'infections expérimentales de 
deux moutons avec une souche guyanaise de T. •·ivax. Des tests. réali­
sés en aveugle au CIRDES et à l'ILRI. ont permis de confirmer les 
résultats obtenus en Guyane française. Les animaux ont été réguliè­
rement prélevés pendant les 130 et 285 premiers jours d'infection. 
Quelle que soit la période d ' infection. que la parasitémie fût détec­
table ou non. la sensibilité du test ELISA a été très basse : en moven­
ne 2.1 p. 100 de résultats positifs. de loin inférieure à celle de la tech­
nique de Woo : 5~ p. 100 de résultats positifs. L ·association des deux 
techniques n'apporte aucune sensibilité supplémentaire. Les densités 
optiques moyennes enregistrées au cours de ces lon gues périodes 
d'infections. 0.010 :: 0.004 et 0.012 = 0.002. sont si proches du seuil 
de sensibilité des lecteurs ELIS . .\ qu ' elles ne peuvent être proposées 
comme seuil de positivité du test. pour en améliorer la sensibilité. 
Une étude complémentaire de la sensibilité de ce test est en cours à 
l' ILRI. Déjà observé au Burkina Faso et en Gambie. ce défaut de 
sensibilité risque d'affecter fortement les résultats des enquêtes épi­
démiologiques entreprises avec ces réactifs en Afrique. Il es t néces­
saire de développer de nouHaux anticorps monoclonaux a fin de 
mettre a u point un test de détection des antigènes de T. ,·irax dont la 
sensibilité soit plus satisfaisante. 

Mors-cies : Ovi n - Tnpa 11 oso111a ,·irn.r - ln fec 1ion ex périme ntak - Test 
ELI SA - . .\n1igène - Anticorps - Séro logie - Guyane rra nç~ i, e . 

INTRODUCTION 

Pour la détection des infections du bétail par Trypanoso­
ma vivax, le diagnostic parasitologique est peu sensible 
car les parasitémies sont souvent trop basses . L'obser­
vation de l'interface sang/plasma en tube capillaire , ou 
test de Woo (14) , est souvent utilisée comme référence 
pour évaluer la sensibilité de nouvelles techniques de 
diagnostic des infections actives par les trypanosomes. 

1. CIRAD-EMVT-Guyane , Institut Pasteur . BP 60 10. 97306 
Cayenne . Guyane. France. 

• Adresse actuelle : CIRDES . 01 BP 454, Bobo-Diou lasso 01 , 
Burkina Faso . 

Reçu le 2.11 .1993. accepté le 5.12.1995. 

Revue Élev. Méd. Vt!t. Pays trop .. 1995. ~8 (3) : 2~7-253 
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Un ELISA pour la détection des antigènes circulants de 
Trypanosoma vivax par immunocapture a été mis au 
point à partir d'une souche africaine du parasite , par 
Nantulya (9 , 10), Nantulya et Lindqvist (11 ), Nantulya et 
al. (12) à l'ILRI* (anciennement ILRAD**) . Ce test est 
actuellement en cours d 'évaluation par la division 
conjointe FAO/IAEA à Vienne. Les réactifs utilisés dans 
cette expérimentation ont été fournis gracieusement par 
l'ILRI au CIRDEs··· (anciennement CRTA·***) et au 
CIRAD-EMVT en Guyane française . Une souche de Try­
panosoma vivax a été isolée en Guyane française , par 
Lancelot en 1988 (7) . 

Dans la présente étude, pour comparer la sensibilité du 
test de Woo et de cet ELISA, la souche guyanaise a été 
inoculée expérimentalement à 2 moutons, régulièrement 
prélevés pendant 4,5 et 9,5 mois . Les tests parasitolo­
giques et sérologiques ont été réalisés au laboratoire du 
CIRAD-EMVT en Guyane française. Pour confirmer ces 
résultats , un échantillonnage de sérums a également été 
transporté à l' ILRI et au CIRDES afin d'effectuer une par­
tie des tests en aveugle. 

MATÉRIEL et MÉTHODES 

Matériel 
Animaux 

Deux animaux âgés de 2 ans, un mâle (mouton 1) et une 
femelle gestante (mouton 2), issus de croisements Black­
belly x Créole , ont été placés dans des bergeries proté­
gées par des moustiquaires afin d'éviter toute dissémina­
tion des parasites et toute contamination exogène. Les 
animaux sont nourris à base de foin (Brachiaria decum­
bens) et de complément alimentaire commercial. 

Pour s'assurer que les animaux n'étaient pas infectés au 
préalable , les tests suivants ont été réalisés : test de 
Woo (14) et Murray et al. (8), examens de frottis san-

• International Livestock Research lnstitute , Nairobi, Kenya. 

•• International Laboratory for Research on Animal Diseases , 
Nairobi , Kenya. 

••• Centre International de recherche-développement sur l'élevage 
en zone sub-humide, Bobo-Dioulasso. Burkina Faso. 

•••• Centre de recherche sur les trypanosomes an imales. Bobo­
Dioulasso, Burkina Faso. 

On citera tout au long de l'article les noms des nouveaux centres 
(ILRI pour ILRAD. CIRDES pour CRTA). 
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guins colorés . détection des antigènes de Trypanosoma 
vivax. T. brucei et T. congolense par ELISA (11 ) et détec­
tion des anticorps dirigés contre Trypanosoma spp. par la 
méthode ELISA de Ferenc et al. (4) . 

Souche de T. vivax Guyane 

La souche de T. vivax utilisée a été isolée à partir d'un 
zébu . cultivée sur veau Frison (un passage) et sur mou­
ton Créole (un passage), avant d'être stockée en azote 
liquide (7). Un stabilat de 1,5 ml, préparé en 1989, a été 
inoculé au mouton 1. Il était pauvre en parasites . environ 
103 par ml. Lors d'un pic parasitémique chez cet animal , 
du sang frais parasité a été utilisé pour infecter le mou­
ton 2. 

ELISA par immunocapture 

Le test de détection des antigènes de T. vivax repose sur 
un anticorps monoclonal obtenu à partir de formes pro­
cycliques d'un parasite africain (12) . L'antigène reconnu 
présentant plus ieurs ép itopes identiques , l'anticorps 
monoclonal est utilisé à la fois pour la sensibilisation de 
la plaque et pour la révélation des antigènes (conjugai ­
son du monoclonal à une peroxydase) . 

Dans cette expérience , deux types de plaques ELISA 
sont utilisées. Les tests sont réalisés en Guyane françai­
se avec les plaques de microtitration MAXISORP 
NUNCN°, tandis que des plaques IMMULON 8 DYNA­
TECHND sont utilisées au CIRDES et à ILRI. La comparai­
son ayant été faite antérieurement, il n'est pas attendu de 
différence importante entre ces deux types de plaques 
(G. Duvallet , communication personnelle ). 

Méthode 
Infections expérimentales 

Le stabilat est ramené à température ambiante par un 
bref séjour à 37 ·c, il est vérifié que les parasites sont 
vivants avant inoculation . L'inoculation des parasites a 
été faite à la veine jugulaire des moutons à JO : 

environ 1 500 parasites pour le mouton 1 

- environ 1,5 x 106 pour le mouton 2. 

Traitements 

Les animau x ont été traités à l'acéturate de diminazène 
(BerenilN°) à la dose de 3,5 mg/kg par voie intra-muscu­
laire (IM) lorsque la parasitémie dépassait 107/ml , afin de 
pouvoir évaluer la persistance des antigènes dans la cir­
cu lation sanguine après la mort des parasites. comme 
ind iqué par Nantulya et Lindqvist (11) . Avec cette souche 
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de parasites, on savait qu 'à la dose de 3.5 mg/kg d'acé­
turate de diminazène la chute brutale de la parasitémie 
serait réversible . et qu 'en conséquence , l'infection persis­
terait (2). 

Les traitements successifs à l'acéturate de diminazène 
favor isant le contrôle de la parasitémie . on a tenté 
d'induire une période aparasitémique en traitant à nou ­
veau le mouton 1 au 130" jour d'infection , bien que la 
parasitémie n'atteignît pas 107

. 

Collecte des échantillons 

Dans la mesure du possible , les animaux sont prélevés 
quotidiennement. Le sang est collecté sur vacutainers 
héparinés pour les examens parasitologiques , sur tubes 
secs pour la sérologie . Les examens parasitologiques 
sont effectués dans les minutes qui suivent la collecte . Le 
sérum est récolté 6 heures après le prélèvement (centri­
fugation 430 g pendant 10 minutes) , puis conservé à 
- 20 ·c, jusqu 'à la réalisation des tests ELISA. 

Analyses parasitologiques 

Le test de Woo. le comptage sur cellule et l'examen de 
frottis ont été réalisés . 

L'interface de tubes à hématocrite est examiné après 
centrifugation de 14 000 g pendant cinq minutes, comme 
décrit par Woo (1 4) . La sensibilité du test est de l'ordre 
de 103 trypanosomes/ml (1. 8, 14). 

Le comptage est réalisé en cellule de Thoma. après dilu­
tion du sang, au 1/10 ou au 1/100 (selon la parasitémie). 
dans une solution tamponnée de phosphate . salée et glu­
cosée (PSG . pH 7,4) : il permet une estimation de la 
parasitémie . 

Les frottis colorés sont examinés pour vérifier l'absence 
d'autres parasites et confirmer la présence de T. vivax 
sur les critères de taille et de morphologie indiqués pa~ 
Hoare (5) . 

Sérodiagnostic par ELISA 

La méthode utilisée est décrite par Nantulya et Lindqvist 
(11 ). Le résultat est considéré comme positif si la densité 
optique de l'échantillon est supérieure à 0,05. Pour facili­
ter la lecture des résultats , les densités optiques indi­
quées par le lecteur ELISA sont multipliées par 1 000, et 
l'on note DO cette valeur. Des sérums témoins, 2 positifs 
et 2 négatifs , fournis par l'ILRI , sont disposés sur chaque 
plaque de microtitration , afin de vérifier que leurs valeurs 
ne s'éloignent pas de celles usuellement obtenues. Dans 
le cas contraire. l'ensemble des résultats fournis par cette 
plaque serait rejeté . Les comparaisons de moyennes 
sont réalisées entre les moyennes des DO des animaux 
infectés et celles des témoins, par le test du « t » décrit 
par Schwartz (13). 



Test en aveugle 

Afin d'être testés à l'ILRI et au CIRDES , 42 échantillons 
présentant , en Guyane , un large panel de densités 
optiques et de parasitémies ont été sélectionnés parmi 
les 330 prélèvements réalisés au cours de l'expérience. 
Les résultats des trois laboratoires seront comparés . Des 
aliquotes de ces sérums ont été transportées sous froid 
(carboglace) jusqu 'aux laboratoires en Afrique. L'analyse 
statistique permettra d'établir si les résultats des trois 
laboratoires sont significativement différents , ou non : elle 
est réalisée selon les méthodes décrites par Schwartz 
(13) : 

- analyse qualitative de séries appariées (test du CHI 2) ; 

- analyse quantitative de séries appariées (comparaison 
de moyennes des DO). 

RÉSULTATS 

Avant l'inoculation, toutes les techniques de détection de 
Trypanosoma sp. étaient négatives. révélant que ces ani­
maux n'ont pas eu de contact préalable avec des ,rypa­
nosomes pathogènes. 

Résultats parasitologiques 
Pour des raisons pratiques , le mouton 1 n'a pu être préle­
vé de J165 à J190 et de J200 à J225. En dehors de ces 
périodes , les prélèvements n'ont jamais été espacés de 
plus de trois jours. 

Mouton 1 (mâle) 

Sur 285 jours de suivi l'animal a été prélevé 205 fois ; le 
test de Woo a été positif 90 fois (44 p. 100). Le test de 
Woo est devenu positif à J4. La figure 1 montre l'évolu­
tion de la parasitémie qui atteint 1,4 x 107 trypano­
somes/ml à J12. A ce stade, un traitement à l'acéturate 
de diminazène à la dose de 3,5 mg/kg a été réalisé . La 
parasitémie s'est annulée le lendemain du traitement, 
mais les trypanosomes ont à nouveau été détectés une 
dizaine de jours plus tard . La parasitémie a ensuite été 
élevée, justifiant un traitement à J36 (parasitémie > 107

) . 

De la même manière , les trypanosomes ont disparu puis 
ont à nouveau été détectés dans le sang circulant 9 jours 
après le traitement (J45) . Par la suite , la parasitémie est 
restée inférieure au plafond fixé pour le traitement ( 107

) ; 

l'animal a toutefois été traité à J130 pour favoriser l'appa­
rition d'une période aparasitémique. Les examens parasi­
tologiques sont alo rs restés négatifs pendant plus de 
4 mois . 

A l'occasion d'un stress alimentaire (rupture d 'appro­
visionnement en granulés pendant deux jours), les para­
sites ont été détectés dans le sang de manière très fuga-
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ce et peu intense (parasitémies < 1 o•/ml) , à J259-260. 
puis, en l'absence de stress alimentaire , à J281-282. 

L'évolution de la parasitémie a donc permis de distinguer 
successivement une période de forte parasitémie (J1-
J130) et une période de parasitémie quasiment non 
détectable par le test de Woo (J131-J285J : 

- J1-J130 : sur 130 jours de suivi , l'animal a été prélevé 
113 fois , le test de Woo a été positif 85 fois (75 p. 100). 
Les parasitémies , généralement élevées . ont été annu­
lées pendant des périodes de 9 à 1 O jours par l'adminis­
tration d'acéturate de diminazène , ou . naturellement. 
pendant des périodes de durées inférieures à six jours 
(fig . 1 : haut) ; 

- J131-J285 : sur 155 jours de suivi , l'animal a été préle­
vé 92 fois , le test de Woo a été positif 5 fois (5,4 p. 100). 
Les parasitémies étaient généralement non décelables 
ou seulement de manière épisodique ; l'animal est toute­
fois resté porteur du parasite pendant toute la durée du 
suivi (fig. 1 : bas). 

La sensibilité de la technique parasitologique est élevée 
au début de l'infection . Par la suite , alors que l'animal 
s'immunise, les parasitémies sont de plus en plus basses 
jusqu'à devenir non détectables. La récurrence des para-

249 



M. Uesquesnes ~- de La Kocqu~ 

sites dans le sang témoigne cependant de l' infection 
continue de l'animal pendant toute la période d·observation . 

Mouton 2 

Sur 130 jours de suivi , l'animal a été prélevé 125 fois , le 
test de Woo a été positif 89 fois (71 p. 100) . Le test de 
Woo était positif dès le lendemain de l'inoculation ; puis 
la parasitémie a été généralement élevée pendant toute 
la durée du suivi , atteignant deux fois le seuil fixé pour le 
traitement (fig . 2). Après les traitements à l'acéturate de 
diminazène (3,5 mg/kg IM) , les parasites n·étaient plus 
détectables pendant 9 et 13 jours. 

En moyenne les parasitémies de cet animal ont été plus 
élevées que celles du mouton 1 pendant les 130 pre­
miers jours de l'infection, dépassant souvent 106 para­
sites/ml de sang ; ce phénomène peut être mis en rela­
tion avec l'état physiologique de l'animal pendant 
l'infection (gestation , mise bas à J28. puis lactation pen­
dant un mois) . 

Résultats sérologiques 
Les résultats des tests ELISA sont indiqués aux figures 1 
et 2 où les histogrammes représentent les DO obtenues 
aux tests (00 = 1 000 x densité optique donnée par le 
lecteur ELISA) . Les échelles des DO et de la parasitémie 
ont été choisies de telles sorte que le seuil de sensibilité 
de chaque test apparaît à la même hauteur sur la figure 
(barre horizontale correspondant à 1 000 trypano ­
somes/ml pour le test de Woo et à la DO 50 pour les 
tests ELISA) . 
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Mouton 1, période 1 (J1-J130) 

Sur 113 prélèvements. !'ELISA a été positif 4 fois (3.5 p. 
100). La DO moyenne sur cette période est de 15 :!: 6 
(intervalle de confiance de la moyenne au risque de 5 p. 
100). Le test a été positif de J34 à J37. La DO maximale 
a été de 297. 

Mouton 1, période 2 (J131-J285) 

Les 92 prélèvements ont fourni des résultats négatifs . La 
DO moyenne sur cette période est de 5 ± 1. La DO maxi ­
male a été de 25 . 

Pour ces périodes cumulées. le mouton 1 a été prélevé 
205 fois , !'ELISA a été positif 4 fois . la DO moyenne est 
de 10,5 ± 4. Le pourcentage de résultats positifs enregis­
trés sur la totalité du suivi de cet animal est de 1 ,9 p. 100. 

Mouton 2 (J1-J130) 

Sur 125 prélèvements !'ELISA a été positif 3 fois (2 ,4 p. 
100). La DO moyenne de toute la période d'infection est 
de 12 ± 2. Le test a été positif à JB, J12 et J27. La DO 
maximale a été de 71. Les 2 témoins négatifs et les 2 
témoins positifs ont été testés 8 fois chacun et ont donné 
en moyenne des valeurs respectives de 8 ± 4 et 321 = 
22. Sur l'ensemble de la période de suivi , il n'y a pas de 
différence significative au seuil de 5 p. 100 entre la DO 
moyenne obtenue avec les sérums des animaux infectés 
et celles des témoins négatifs (mouton 1 : t = 0,33 pour 
ddl 219, et. mou ton 2 : t = 1, 18 pour ddl 139). 

Comparaison de la sensibilité du test de 
Woo et de I' ELISA T. vivax 
Sur 330 échan tillons provenant d'animaux activement 
infectés. le test de Woo a fourni 54 p. 100 de résultats 
positifs tandis que !'ELISA n'en a diagnostiqué que 2, 1 p. 
100 (tableau 1). Aucun outil mathématique n'est nécessai­
re pour montrer la supériorité du test de Woo pour la 
détection de l'infection . 

Test en aveugle 
Sur les 42 sérums sélectionnés pour le test en aveugle . 
23 provenant du mouton 1 , et 19 provenant du mouton 2 
ont été testés au CIRDES et à l'ILRI. Les DO obtenues 
dans ces laboratoires et celui de Guyane sont indiquées 
au tableau Il (pour une bonne visualisation des résultats 
les DO supérieures au seui l de positivité fixé par l'ILRI . 
valeur 50 , figurent en caractère gras) . Les jours de prélè­
vements et les parasitémies des animaux sont également 
indiqués (le prélèvement à JO étant réalisé avant l'inocu­
lation, le numéro correspond au nombre de jours après 
inoculation). 
Pour ces séries appariées, en réalisant une analyse qua­
litative des résultats (test positif si DO > 49) , on n'observe 
pas de différence significative , au risque de 5 p. 100. 
entre les résultats du laboratoire du CIRAD-EMVT-Guya­
ne et de l'ILRI (CHI 2 corrigé = 0 avec ddl = 1 ), ni entre 
ceux du CIRAO-EMVT-Guyane et du CIRDES (CHI 2 
corrigé= 1,5 avec ddl = 1 ). 



PROTOZOOLOGIE 

T.-\BLEAL. l 
Prélèvements effectués et leurs résultats au test de Woo et à !'ELISA T. vivax 

Positifs Positifs 

Animal et période Durée du suivi Nombre de prélèvements 
au test de Woo au test ELISA 

de suivi quotidiens 
de T. vivax 

Nombre p. 100 Nombre p. 100 

Mouton 1 , période 1 : 130 jours 113 85 75 p. 100 4 3,5 p. 100 
J1-J130 

Mouton 1, période 2 : 155 jours 92 5 5,4 p. 100 0 0 p. 100 
J131-J285 

Mouton 2 : J1-J130 130 jours 125 89 71 p. 100 3 2,4 p. 100 

Total 415 jours 330 179 54 p. 100 7 2,1 p. 100 

T.-\BLEAL: Il 
Jours de prélèvements. parasi témies et DO obtenues dans les trois laboratoires sur ~2 échantillons testés en aveugle 

MOUTON 1 MOUTON 2 

Densité optique Densité optique 

Jour Parasitémie Guyane ILRI CIRDES Jour Parasitémie Guyane ILRI CIRDES 

0 0 6 20 12 0 0 1 17 20 
7 4,3.103 2 26 5 4 2,4.106 5 24 0 
9 2,4.106 9 26 6 5 4,8.106 13 29 0 

10 8,4.106 19 28 0 7 0 103 37 145 
11 14,4.106 11 19 0 8 0 3 22 0 
13 0 35 24 12 9 0 65 33 104 
19 0 13 14 0 10 0 42 52 147 
25 1,9.106 7 19 11 11 0 58 30 64 
28 5,2.106 17 30 19 12 0 39 26 80 
33 8.4.106 150 146 90 14 0 26 24 52 
34 12.106 297 207 132 18 0 3 30 14 
36 0 95 16 0 22 1,7.106 13 22 1 
46 7.102 7 17 18 25 2,4.105 10 17 6 
63 1,5.103 7 18 15 26 2,4.106 67 27 32 
96 7,2.105 5 24 4 27 9.104 12 22 8 
98 0 11 20 0 43 0 0 16 0 

100 4 ,5.102 9 19 22 90 7.103 10 22 0 
126 102 11 18 11 96 7.104 11 34 0 
154 0 3 23 7 107 102 13 22 19 
208 0 4 21 10 
215 0 9 13 0 Test de Woo : 22 positifs sur 42 
226 0 1 24 0 
246 0 0 14 16 Laboratoire Guyane ILRI CIRDES 

Ag 
ELISA test positif 7 3 8 

T. vivax test négatif 35 39 34 

251 
357 



Èn réalisant une analyse quantitative . sur les 40 exa­
mens effectués sur des échantillons prélevés pendant la 
période d ' infection , les DO moyennes sont pour le 
CIRDES : 26 ± 13 ; pour le CIRAD-EMVT-Gu yane : 
30 ± 17, et pour l'ILRI : 31 ± 11 . 

Les comparaisons de moyennes 2 à 2 des séries appa­
riées de grand échantillons (n > 30) ne permettent pas de 
mettre en évidence de différence significative entre les 
DO moyennes obtenues dans les trois laboratoires , au 
risque de 5 p. 100 (écarts réduits : E ILRI/Guyane = 0,23 ; 
E ILRI/CIRDES = 0,7, et E CIRDES/Guyane = - 0,6). 

DISCUSSION 

Les résultats comparés des laboratoires ne montrent pas 
de différence importante entre les diagnostics effectués à 
l'ILRI , au CIRDES et au CIRAD-EMVT-Guyane. La natu­
re des plaques , IMMULON B DYNATECHND ou NUNC 
MAXISORPN°, ne modifie pas les résultats de manière 
significative. Ceci confirme les observations faites anté­
rieurement par G. Duvallet (communication personnelle) . 

Selon Nantulya et al. (9, 10, 11 , 12) le test de détection 
des antigènes de T. vivax est plus sensible que le test de 
Woo . Les antigènes recherchés étant internes. le test 
pourrait rester négatif pendant les premières périodes de 
l' infection (1 O à 20 jours), jusqu 'à ce qu ·une quantité 
importante d'antigènes soit libérée par la lyse des para­
sites. Par la su ite le test resterait positif , même pendant 
les périodes aparasitémiques , et jusqu 'à une quinzaine 
de jours après un traitement curatif. 

Dans cette expérience il a effectivement été observé que 
cet ELISA peut rester négatif pendant les premiers jours 
d'infection. la détection des antigènes ne devenant positi­
ve qu 'à J34 et J8. Par contre . la sensibilité du test s'est 
avérée très inférieure à celle du test de Woo. 

Le résultat du test après traitement trypanocide lors d'une 
forte parasitémie n 'a été positif que dans un cas sur 
quatre (mouton 2 après le premier traitement) . Il faut 
noter que la DO a légèrement progressé lors du premier 
traitement du mouton 1, sans atteindre le seuil de positi­
vité . Enfin dans les autres cas les traitements lors de 
fortes parasitémies n'ont eu aucun effet sur la valeur des 
DO post-traitement , bien qu 'une forte libération d'anti ­
gènes ait eu lieu . La DO évoluant parfois en relation avec 
la parasitémie , parfois sans relation apparente , les pics 
d'antigénémie décrits par Nantulya et al. n'ont pas été 
observés . Enfin , il n'a pas été enregistré de résultats 
positifs pendant une longue période aparasitémique. 

Devant la faible sensibilité du test de détection des anti­
gènes. Kanwe et al. _(6) ont proposé d'abaisser le seuil de 
positivité indiqué par l' ILRI (DO 50). Dans cette expérien­
ce , les DO moyennes des animaux infectés étant de 10,5 
± 4 et 12 ± 2, pour enregistrer un taux de positivité satis­
faisant , il faudrait abaisser le seuil de posi tivité jusqu'à 
des valeurs si basses (< 10 par exemple ) qu 'elles se 

2-., :,_ 

358 

situeraient en dessous du seuil de sensibilité des lecteu rs 
ELISA. Enfin le nombre de fau x positifs serait considé­
rable . 

L'IAEA a établi un nouveau protocole dans lequel les 
résultats sont fournis sous forme de pourcentage de posi­
tivité par rapport à un sérum standard. 

Au vu des présents résultats , ces techniques sont sans 
appel. puisque les DO au cours de l'infection ont été sou­
vent voisines de zéro , et ne sont pas différentes des DO 
pré- infection ou de celles des témoins négatifs . 

Force est de constater que !'ELISA par immunocapture 
qu i a été utilisé dans cette expérience n'est pas en mesu­
re de fournir un diagnostic fiable de l' infection par la 
souche de T. vivax isolée en Guyane française . 

L'existence , en Afrique , de souches présentant le s 
mêmes caractéristiques que la souche de Guyane fran ­
çaise est hautement probable puisque les parasites pré­
sents en Amérique du Sud sont d'origine africaine. Cer­
tains résultats récemment publiés l' indiquent , ains i. 
Kanwe et al. (6), au Burkina Faso, et Faye (3), en Gam­
bie , obtiennent respectivement 9,9 p. 100 et 11 p. 100 de 
résultats positifs avec !'ELISA par immunocapture d'anti­
gènes de T. vivax sur des animaux trouvés infectés par 
T. vivax aux tests parasitologiques . 

CONCLUSION 

Les diagnostics réal isés dans tro is laborato ires différents 
ont fourni des résultats sensiblement identiques. 

Pour ces deux moutons expérimentalement infectés avec 
une souche guyanaise de T. vivax, la sensibilité du test 
de détection des antigènes par ELISA pendant les 130 et 
285 premiers jours d' infect ion a été très basse (en 
moyenne 2, 1 p. 100 de résu ltats positifs), de loin inférieu­
re à celle de la technique de Woo (en moyenne 54 p. 100 
de résultats positifs). L'association des deux techniques 
de diagnostic n'apporte aucune sensibilité supplémentaire. 

Les DO enregistrées au cours de ces longues périodes 
d'infections expérimentales sont trop basses pour per­
mettre de distinguer les animaux infectés des animaux 
non infectés. L'antigène reconnu par le monoclonal utilisé 
pour ce test est présent, mais faiblement disponible. pro­
bablement produit en quantité insuffisante et/ou de 
manière irrégulière par la souche parasitaire utilisée. Une 
formation importante d'immuncomplexes pourrait égale­
me nt expliquer ce phénomène . On ignore pour le 
moment les raisons de cette faible disponibilité , tant pour 
la souche de Guyane française que pour celles d'Afrique 
de l'Ouest. 

La sensibilité insuffisante de ce test . observée également 
en Afrique , montre que des souches présentant des 
caractéristiques voisines , sont présentes sur ce cont i­
nent, et risquent de fausser considérablement les résul ­
tats des enquêtes épidémiologiques entreprises à l'aide 
de ce kit. 



Le test de Woo ne présentant une sensibilité satisfaisan­
te que pendant la première phase des infections, ce test 
de détection des antigènes par ELISA étant inutilisable, 
et la détection des anticorps ne permettant pas de savoir 
si la présence du parasite est contemporaine du prélève­
ment. on ne possède actuellement aucun outil de dia­
gnostic satisfaisant pendant les phases aparasitémiques. 
Il serait intéressant d'éprouver la sensibilité des tech­
nicues de PCR au cours de cette phase. Quoi qu 'i l en 
so it. pour des enquêtes épidémiologiques de grande 
envergure, les techniques de PCR n'étant pas adaptées, 
il est nécessaire de développer de nouveaux monoclo­
naux plus sensibles pour la détection des infections par 
T. vivax. 
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de las cepas africanas fue muy elevada. Gracias a reactivos facilitados 
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de T. vivar. Mediante tests ciegos. realizados en el CIRDES y el ILRI. se 
logrô confirmar los resultados obtenidos en la Guayana Francesa. Se 
obtuvieron regularmente muestras de los a nimales durante los 130 y 
285 primeros dias de la infecciôn. En todo momento de la infecciôn. con 
detecciôn de parasitemia o no, la sensibilidad del ELISA fue muy baja : 
en promedio 2.1 p. 100 de resultados positivos, muy inferior à la de la 
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Este defecto de sensibilidad. va observado en Burkina Faso v Gambia. 
podria alterar fuertemente los resultados de las encuestas epidemiolôgi­
cas ilevadas a cabo con los rea ctivos en Africa. Con el lin de lograr un 
test de detecciôn de antigenos de T. vivax con une sensibilidad satisfac­
toria, deben de desarrollarse nuevos anticuerpos monoclonales. 
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Evaluation of Three Antigen 
Detection Tests (Monoclonal 

Trapping ELISA) for African 
Trypanosomes, with an Isolate of 
Trypanosoma vivax from French 

Guyana 

M. DESQUESNES 

CIRAD-EMV/' 
do Institut Pasteur 

BP 6010 
97306 Cayenne, French Guyana 

INTRODUCTION: REPORT OF PRELIMINARY RESULTS 
OBTAINED AT ILRAD AND IN FRENCH GUYANA WITH 

TRYPANOSOME-ANTIGEN-ELISA 

Torce species-specific monoclonals developed by Nantulya et al. 1 were used to 
set up antigen trapping-ELISA detection tests (AgDT) for African trypanosomes, 
Trypanosoma vivax, T. brucei, and T. congolense.2 In Africa, the authors recorded 
a sensitivity from 80 to 96%3

•
4 and a specificity of 100%.1 

In 1991-1992, an epidemiological survey was carried out on canle in French 
Guyana, with these AgDT for T. vivax and T. brucei (the latter was used to detect 
T. evansi antigens). Half of the 2953 sera were tested at ILRAD, half at CIRAD­
EMVT-Guyane. The prevalence of T. vivax antigens was 12%.5 The prevalence of 
positivity observed with the T. brucei assay was 20% (unpublished data). However, 
T. evansi bas never been observed in French Guyana. Also, the presence of this 
parasite bas never been demonstrated. Furthermore, despite mice inoculation with 
blood samples from canle or wild pigs positive to T. brucei AgDT, the parasite bas 
never been isolated. A prevalence of 20% for this parasite therefore appeared doubtful. 

The T. brucei AgDT was thus suspected to have a specificity of approximately 
80%. 

Even more doubtful were the 18% positive results obtained with T. congolense 
AgDT when further evaluation was pursued in French Guyana with local canle sera 
(unpublished data). 

To rccvaluate thesc tests, in French Guyana, two sheep were experimentally 
infected6 with a stock of T. vivax isolated in French Guyana by Lancelot in 1988.7 

Beforc inoculation, the animais werc negative to ail the Trypanosoma spp. detection 
tests that were used. One sheep was bled daily for 270 days, the other for 130 
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Figure la: parasltaemia and opticaJ densltles wlth T. vivax AgDT. 
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Figure lb: parasitaemia and opticaJ denslties wlth T. brucei AgDT 
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Figure le parasitaemia and opticaJ denslties with T. congolense AgDT 
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FIGURE 1. Parasitenùa and 0Ds of calf l. 
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days. Parasitological techniques such as the microhematocrit centrifugation technique 
(MHCI),1 blood buffy-coat technique (BCT)9 stained blood smears, and AgDT were 
processed. A summary of the results is presented in TABLE I ( complementary informa­
tion is available in FIGURE 5: graphs showing parasiternia and optical densities for 
the three tests). Only T. vivax was identified by observation of the stained blood or 
buffy coat smears, on the basis of morphology and size of the parasites, as described 
by Hoare. 10 

Using the cutoff line (COL) indicated by ILRAD: 0.05 optical density (OD), the 
sensitivity of the T. vivax AgDT was 2%, far below that of the MHCT, 52%. 

Using the same COL, the specificities of T. brucei and T. congolense AgDT were 
respectively 74% and 78%. 
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Figure 2a: parasltaemia and optical denslties wlth T. vivax AgDT. 
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Figure 2b: parasltaemia and optical densltles with T. brucei AgDT 
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Figure 2c parasltaemia and optical densltles wlth T. congolense AgDT 
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F1GURE 2. Parasitemia and 0Ds of calf 2. 

To confinn the rcsults obtained in French Guyana, blind tests werc perfonned 
at Il.RAD, and CRT A, Burkina Faso, v.(jth samples from these sheep. Results did 
not show a significant differcnce between the thrce laboratories. 6 

Statistical analysis of the rcsults was made according to the methods described 
by Schwartz: 11 

• confidence intervals werc calculat,ed with a probability of 95%; 

• quantitative analysis of the OD values werc made using Student's Mest applied 
bctween 2 independant means (mean 0Ds) at a 5% level of significancc; 
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Figure 3a: parasitaemia and optlcal denslties wlth T. vivax AgDT. 
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Figure 3b: parasiraemla and optlcal denslties with T. brucei AgDT 
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Figure 3c: parasltaemia and optical denslties with T. congolense AgDT 
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• qualitative analysis of the results of the AgDT for correlated samples was made 
using the Yates-corrected chi-square at a 5% level of significance. 

EXPERIMENTAL INFECTION OF CALVES AT ILRAD 

To confmn these preliminary results, 4 Boran (Bos indicus) calves, 5 months of 
age, raised in a trypanosome-free area, were kept in a fly-proof stable and inoculated 
via the jugular vcin with 1OS-106 parasites of the stock of T. vivax from French 
Guyana (IL 4007). Animais wcre bled daily from the jugular vein, using vacutaincr 
tubes (with and without heparin) during the first 51 days of infection. Sera were 
scparated by spinning, and frozen at -20°C until the ELISA tests were processed. 
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Figure 4a: parasitaemJa and optical densities with T. vJvax AgDT. 
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Figure 4b: parasitaemJa and optical densities with T. brucel AgDT. 
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Figure 4c: parasitaemJa and opt1cal densities with T. congolense AgDT. 
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FIGURE 4. Parasitcmia and 0Ds of calf 4. 

Prior to the infection, the animals were shown to be negative to ail Trypanosoma 
spp. detection tests (MHCT, BCT, and AgDT for the three species). The AgDT were 
carried out with Dynatech Microtite~ plates, according to ILRAD's protocol. 

The 00 readings recorded during the infection are indicated in FIGURES l to 4; 
FIGURES a indicate the results with T. vivax AgDT, FIGURES b with T. brucei AgDT, 
and FIGURES c with T. congolense AgDT. The values indicated are 1000 x the values 
given by the ELISA-reader. The ODs are indicated by the histograms with a linear 
scale from O to 200. The COL of AgDT (0.05 x 1000 = 50) and the minimum level 
of detection of parasites by the MHCT (about 100 trypanosomes/ml) are represented 
in such a way that they appear at the samc lcvel on the figures. 
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TABLE 1. Numbers and Percentages of Positive Results to MHCT and AgDT for 
Trypanosoma spp. in 2 Shecp Experimentally Infected with a Stock of T. vivax 
from French Guyana 

Test: No. of AgDT for AgDT for AgDT for T. MHCT 
Tests T. vivax T. brucei congolen.se 

Pcrfonncd 

Shccp 1: (270 days of in- 216 4 77 66 87 
fcction) 1.8% 35.5% 30.5% 40% 

Shccp 2: ( 130 days of in- 122 3 · 11 7 89 
fcction) 2.5% 9% 6% 73% 

Total: Mean % 338 7 88 73 176 
2% 26% 22% 52% 

The mean 0Ds of the 40 tests perfonned for each animal during infection are 
indicated in TABLE 2 (value of the ELISA rcader x 1000), with mean values of 4 
positive and 4 negative controls, and mcan values of the 4 calves prior to the infection 
(confidence intervals are indicated at a risk of 5%). 

Quantitative analysis does not show significant differences between the mean 
0Ds of the 4 samples collected beforc infection and the 160 samples collected during 
the infection. 

Quantitative analysis does not show significant differences between the mean 
0Ds of infected animais (160 samples) and negative reference controls (4 samples). 

The COL indicated by ILRAD was used to detennine positive and negative 
samples; the results are indicated in TABLE 3, along with results of parasitological 
tests. Qualitative analysis does not show significant difference between the results 
of the ELISA tests for the 3 species (6, 7, and 5 positive results). Mean percentages 
of positive and negative rcsults to the tests are indicated in TABLE 4 with confidence 
intervals (at a risk of 5%). 

In this experimental infection with T. vivax, it should be notcd that the animais 
remained infected throughout the experiment True positive results are obtained with 
T. vivax AgDT and MHCT (confirmed with the BCT for species identification). 
Positive results with T. brucei or T. congolense AgDT must be considercd as false­
positive results since these parasites appear not to be present in the isolate (see 
discussion). 

DISCUSSION 

T. vivar Isolate IL 4007 

For information, the following controls were carried out to support the work 
dcscribed herc: 
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FIGURE S. Parasitemia and rcsults of AgDT with two shcep expcrimentally infected with 
the isolate of T. viva:c from French Guyana. 

• 20 mice inoculations with the T. vivax isolate bave been donc, and parasites 
have never been shown to grow in mice; T. evansi would have grown; 

• stained blood and buffy-coat smears were regularly checlœd, no trypanosome 
other than T. vivax were observed; 

• PCR for vivax bas been carried out on these serum samples, showing positive 
results with two sets of specific primers for T. vivax: TVW 1 and 2, giving a 
140-150 bp product. 12 Similarly, new T. vivax-specitic primers developed by 
R. Masake at ILRAD gave a characteristic 400bp product whose specificity 
was confirmed through DNA-probe (persona! communication). 

367 



DESQUESNES: ANTIGEN DETECTION TESTS 

Sheep l pertod 2 lday 131-2701 

T. vivu Ag-ELISA 

Parasltaernia 00 

100000000 
10000000 

1000000 
100000 

10000 
1000 

200 

150 

100 

100-t----------------------++--+50 
10 

131 141 151 161 171 181 191 201 211 221 231 241 251 261 

T. brucei Ag-ELISA 
Parasltaemla 00 

131 141 151 161 171 181 191 201 211 221 231 241 251 261 

T. congolense Ag-EUSA 
Parasltaemia 00 

131 141 151 161 171 181 191 201 211 221 231 241 251 261 

F1GURE S. Continued. 
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• PCR for other trypanosomes bas been processed on these serum samples, 
showing negative results with the specific primers for T. brucei group (TBR 
1 and 2), 12 and minicircle primers for T. evansi. 13 

From ail these results we conclude that the isolate contains only T. vivax. 

Specificity of T. brucei and T. congolense AgDT 

The specificities of T. brucei AgDT and T. congolense AgDT were respectively 
95.6% ::!: 3.2% and 96.9% ± 2.7%. The detection of T. vivax antigcns with T. brucei 
AgDT and T. congolense AgDT should be cxplored in further studies. 
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FlGURE S. Continued. 

Sensitivity of T. vivax AgDT 

The mean sensitivity of the T. vivax AgDT was low, 3.8% ± 3%. Moreover, the 
0Ds obtained with T. vivax AgDT were often so close to zero (mean OD: 8.5 ± 
4.2) that it is not only impossible to differentiate a negative from a positive sample, 
but the sensitivity limit of the ELISA reader is reached. 

Similar Resu/Js in Africa? 

Sorne researchers working in Africa have also recorded poor sensitivity of the 
T. vivax AgDT, and suspected poor specificity of T. brucei and T. congolense AgDT: 
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TABLE 2. Mean OD of the AgDT for T. vivax, T. brucei, and T. congolense 
Obtained with 4 Calves Experimentally Infected with a Stock of T. vivax from 
French Guyana 

T. vivcu T. brucei T. congolense 
Calf Numbcr AgOT AgDT AgDT 

1 7.8 8.4 2.4 
2 11.3 10.5 13.2 
3 03 6.5 5.7 
4 14.6 27.3 21.4 

Mean 00 of the 4 calves 8.5 :!: 4.2 13.2 :!: 2.6 10.7 :!: 7.1 
(160 tests) during the 
infection 

Mean 00 of the 4 calves 2.0 :!: 4.5 3.2 :!: 2.5 4.0 :!: 6.9 
( 4 tests) prior to the in-
fection 

Mean 00 of the 4 nega- 14.5 :!: 4 3.5 :!: 4 3.2 :!: 3 
tive controls 

Mean OD of the 4 posi- 437 :!: 110 163 :!: 10 134 :!: 8 
tive controls 

• Cuisance, 14 in North Cameroun, in a tsetse-free area. suspected cross-reactivity 
of T. vivax antigens with T. brucei and T. congolense AgDT. 

• Kanwe et al. , 15 in Burkina Faso, have recorded a sensitivity of the T. vivax 
AgDT of 9.9% in sheep and goats experimentally infected with T. vivax. 

• Similarly, Faye,16 in Gambia. mentioned a sensitivity of the T. vivax AgDT of 
11 % for animais found infected with T. vivax. These samples were generally 
also positive to T. brucei and T. congolense AgDT. 

TABLE J. Positive Results of Parasitological Tests and AgDT for T. vivax, T. 
brucei, and T. congolense with 4 Calves Experimentally Infected with a Stock of 
T. vivax from French Guyana 

No. of 
Calf Tests T. vivcu T. brucei T. congolense 
No. Performed MHCT AgDT AgDT AgDT 

1 40 22 1 0 0 
2 40 23 4 l 0 
3 40 29 0 0 0 
4 40 35 1 6 5 

Total 160 109 6 7 s 
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TABLE 4. Mean Percentages of Results Obtained with MHCT and AgDT for T. 
vivax, T. brucei, and T. congolense 

T. vivax T. brucei T. congolense 
Test: MHCT AgDT AgDT AgDT 

Positive: 66% 3.8% 4.4% 3.1% 
::!:7.3% ::!:3% ::!:3.2% ::!:2.7% 

Negative: 34% 96.2% 95.6% 96.9% 
::!:7.3% ::!:3% ::!:3.2% ::!:2.7% 

The parasitological pictures described by these authors are very similar to those 
described here, with 4 calves and 2 sheep experimentally infected with an isolate of 
T. vivax. 

CONCLUSION 

With the South American T. vivax isolate we have used, low levels of sensitivity 
were obtained with the T. vivax AgDT. It is important to note that T. brucei AgDT 
and T. congolense AgDT presented 3-4% false-positive results (never described 
before). 

When new tests are developed that might be used throughout the world, numerous 
isolates of parasites should be tested before one can consider the test reliable. The 
ELISA techniques are suitable for large-scale diagnosis and are thus a useful tool 
for trypanosome epidemiological surveys, but still encounter important problems. 
New immunological reagents may need to be developed to improve the accuracy of 
the tests in circumstances where parasites occur that are similar antigenically to the 
isolate of T. vivax used here. 

SUMMARY 

Preliminary studies in French Guyana with sheep experimentally infected with 
a local isolate of Trypanosoma vivax tended to show poor sensitivity and/or specificity 
of the monoclonal antibodies used in kits for the antigen-detection (Ag) ELISA for 
T. vivax, T. brucei, and T. congolense. 

To reevaluate these kits, 4 calves were infected at Il.RAD, Nairobi, Kenya, with 
the same isolate. Blood samples wcrc takcn daily for 51 days, and examined directly 
on blood smears and buffy coat, and using Ag-ELISA for the three species. For the 
4 calves, on 158 tests performed ovcr the first 51 days of infection, the percentages 
of positive results wcre 66% on buffy coat; on Ag-ELISA 3.8% for T. vivax, 4.4% 
for T. brucei, and 3.1 % for T. c_ongolense. Blood smears showed only T. vivax. 

These results confmn those previously obtained in French Guyana: the test for 
T. vivax (at least in the initial stage) shows a very Iow scnsitivity, far below that of 
parasitological techniques, and the specificity of the T. brucei and T. congolense 
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tests is low. Certain surprising results obtained in Africa rnight also be due to a poor 
sensitivity and specificity of the monoclonals used. 

As ELISA is the technic of choice for epiderniological surveys, and antigen 
detection a logical way to confmn whether an animal is actively infected by trypano­
somes, the Ag-ELISA remains a necessary tool for epidemiological surveys of trypa­
nosomes; new monoclonals are required to develop more specific and sensitive tests. 
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Abstract 

Polymerase chain reaction (PCR) with specific oligonucleotides for the amplification of 
Trypanosoma vivax DNA has been developed by Masiga et al. (1992) to detect the presence 
of T. vivax DNA in biting flies . The aim of this experiment was to evaluate the efficacy of 
this technique when applied directly on cattle serum, without DNA purification, to detect 
infection. The sensitivity of this PCR technique was compared with parasitological tech­
niques, namely haematocrit centrifuge technique (HCT) and buffy coat method (BCM), and 
with the antigen-enzyme-linked immunosorbent assay (Ag-ELISA) for T. vivax developed 
by Nantulya and Lindqvist (1989). Blood and serum samples were collected from four calves 
experimentally infected with a stock of T. vivax from French Guyana (IL4007). During the 
first 51 days of infection, a total of 164 samples were collected and processed using the four 
tests. Mean percentages of positive results were 68% with HCT, 59% with BCM, 4% with 
Ag-ELISA and 64% with PCR. Parasitological and PCR techniques yielded approximately 
the same sensitivities. PCR was able to detect active infection in serum samples when 
parasitaemia was over 103 trypanosomes/ml. With this isolate of T. vivax the Ag-ELISA was 
not found to be sensitive enough to be used as a diagnostic tool. The sensitivity of this PCR 
technique is not greater than parasitological techniques but it allows delayed processing of 

• Tel.: + 594 318294; fax: + 594 309416. 

OOOI-706X/97/$17.00 © 1997 Elsevier Science B.V. Ali rights reserved. 
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the samples and gives a highly species-specific diagnosis . This simple PCR technique should 
be evaluated for field diagnosis because it makes retrospective epidemiological survey using 
serum banks possible . Moreover. it can be substituted to parasitological techniques when 
immediate examination is not feasible . © 1997 Elsevier Science B.V. 

Keywords: Trypanosoma vivax ; French Guiana: Ag-ELISA; Haematocrit centrifuge method: 
Buffy coat method; Polymerase chain reaction 

l. Introduction 

Serodiagnosis using the detection of trypanosome-specific antibodies does not 
differentiate present from past infection, nor does it distinguish between different 
species of trypanosomes. Therefore, scientists are attempting to develop species­
specific diagnostic tools capable of detecting current infections with pathogenic 
trypanosomes. Parasitological techniques such as haematocrit centrifuge technique 
(HCT), buffy coat method (BCM) and stained blood smear examination are of 
low sensitivity (Gardiner, 1989). These techniques become inappropriate when 
parasitaemia is absent, or low. 

Attempts to develop an antigen-enzyme-linked immunosorbant assay (Ag­
ELISA), utilizing a specific monoclonal antibody capable of detecting antigens of 
T. vivax have been made by Nantulya and Lindqvist (1989). This Ag-ELISA is 
now under evaluation (IAEA-TECDOC-707, 1993). Oligonucieotide primers for 
the detection of T. vivax through polymerase chain reaction (PCR) have been 
developed by Masiga et al. (1992) to detect trypanosomes in tsetse flies by DNA 
amplification. The ability of this test to detect trypanosome infection in cattle 
serum without previous DNA purification has never been evaluated. In the 
present study carried out at the International Livestock Research Institute (ILRI, 
Nairobi, Kenya), the PCR technique was applied directly on serum samples from 
calves experimentally infected with T. vivax to evaluate its ability to detect T. 
vivax infections and compare it with the parasitological techniques and the Ag­
ELISA. 

2. Material and methods 

2.1. Materials 

2.1.1. Animais 
Four Boran calves, 5 months of age and previously bred in a trypanosome-free 

area were experimentally infected with T. vivax. The animais were kept in fly­
proof stables to avoid parasite transmission and external contamination. 
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2.1.2. T. vivax stock 
IL 4007 is a stock of T. vivax isolated by Lancelot (1988) from a Zebu steer 

found infected in French Guyana. This isoiate had been passaged once in a calf and 
twice in sheep before cryopreservation. The number of parasites inoculated into 
each calf was estimated at 105-106. 

2.1.3. Antigen detection test for T. vivax 
Based on a monoclonal antibody which recognizes specifically internai antigens 

of T. vivax (Nantulya et al., 1987), an Ag-ELISA was developed by Nantulya and 
Lindqvist (1989). Reagents prepared from monoclonal TV27 were used following 
the ILRI protocol. 

2.1.4. PCR for detection of T. vivax 
Oligonucleotide primers, TVWl and TVW2, specific for the detection of T. vivax 

DNA (Masiga et al. , 1992) were used. Nucleotide sequences are as follows: TVWl 
(5'-CTG AGT GCT CCA TGT GCC AC-3') and TVW2 (5'-CCA CCA GAA CAC 
CAA CCT GA-3') . The expected amplification product is 150 bp in length. 

For species specific control, TBRl and TBR2, oligonucleotide primers specific for 
the detection of T. brucei (Masiga et al., 1992 based on Moser et al., 1989) were 
used. Nucleotide sequences are as follows: TBRl (5'-GAA TAT TAA ACA ATG 
CGC AG-3') and TBR2 (5'-CCA TTT ATT AGC TTT GTT GC-3'). The expected 
amplification product is 164 bp in length. 

2.2. Methods 

2.2.1. Experimental infections 
T. vivax isoiates, cryopreserved in liquid nitrogen, were thawed at 37°C. The 

number of living parasites was estimated immediately before inoculation into the 
jugular vein of the calves on day O. 

2.2.2. Sample collection 
Blood samples were collected from calves' jugular veins into vacutainer tubes 

with heparin for parasitological diagnosis and without heparin for serological tests. 
Parasitological techniques were processed within 1 h after bleeding. Serum was 
separated 6 h after collection by a 430 x g centrifugation of 10 min and was then 
frozen at - 20°C until Ag-ELISA and PCR processing. 

The samples were collected on a daily basis, 2 days before (negative controls) and 
for 52 days after inoculation of the parasites. Over a period of 52 days of infection, 
41 samples were collected from each calf. When samples could not be collected for 
technical reasons, the gaps between sampling times were less than 5 days. 

2.2.3. Parasitological examinations 
The HCT described by Woo (1969, 1970), and the BCM described by Murray et 

al. (1977) were used. The sensitivity of these techniques is estimated at 102-103 

trypanosomes/ml for T. vivax. 
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2.2.4. Enumeration and identification 
When the parasites were numeraus, evaluation of the parasitaemia was done 

using a haemocytometer. The trypanosomes were identified by observation of 
stained blood smears on the basis of the morphology and the size of parasites. as 
described by Hoare ( 1972). 

2.2.5. Treatment 
When parasitaemia reached 107

, calves 1 and 2 were treated with diminazene 
aceturate (Berenil, Hoechst) at 7 mg/kg intra-muscularly to evaluate the persistence 
of the antigens and DNA in serum after the death of numeraus parasites. Calves 3 
and 4 were not treated to evaluate the sensitivity of the tests during the normal 
course of infection. 

2.2.6. Ag-ELISA 
The method described by Nantulya and Lindqvist (1989) was used under the 

ILRAD pratocol. On each microtiter plate (Dynatech micratiter'.!!l) one positive and 
one negative contrai sera were tested beside the samples. Results were positive when 
the optical density (00) indicated by the ELISA reader (405 nm) was superior to 
the eut off line (COL) 0.050, as indicated by the authors. 

2.2. 7. PCR 
PCR amplifications were conducted in 20 µ l reaction mixtures containing as final 

concentrations: 10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl2, 200 µM 
each of the four deoxynucleoside triphosphates (dNTPs), 0.83 µM of each primer, 
and 0.25 units of Taq DNA Polymerase (Taq DNA Polymerase, Promega). The 
reaction mixtures were overlaid with 20 µl of paraffin oil to avoid evaporation. 
Samples were added under 1 µl volumes just before amplification: 

two positive contrais: 50 pg of T. vivax DNA from IL 3368 and a lysate of T. 
vivax IL4007 108/ml, diluted 1/ 1000 in distilled water; 
negative contrais: 50 pg of T. evansi (IL 1934) and 50 pg of T. congolense (IL 
1180) DNA; 
calves serum samples. 

The amplifications were pracessed in a thermocycler ASTEC™ under the fol!owing 
conditions: the initial denaturation step at 94°C was for 3 min. followed by 30 
cycles of denaturation for I min at 94°C, annealing for I min at 55°C and extension 
for 1 min at 72°C. The terminal extension was al!owed for 3 min at 72°C and the 
samples were then rnaintained at 4°C until loading on a gel. 

Reaction mixture (10 µ 1) were loaded on a 2.5% agarose gel (Ultra pure, BRL 1!>) 
in 100 ml of 90 mM Tris-HCI pH 8.3, 90 mM borie acid and 25 mM EDTA, 
containing 1 µg/ml ethidium brarnide. The molecular weight marker used (pBR322 
DNA-1\lfspI Digest) has two praducts of 147 and 160 bp in size which is appraxi­
rnately the expected product size with the specific primers of T. vivax . 

Electraphoresis was processed for l h at 100 V. The gel was photographed over 
an ultraviolet light using polaroïd 665 film. The sample was examined directly 
under UV lamp and in the photographs for substantial amounts of the specific 
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product. When a product was visible at the expected molecular weight, the sample 
was considered positive. 

3. Results 

Prior to the inoculation, the animais were negative on HCT, BCM, blood smear 
examinations, Ag-ELISA of T. vivax, T. brucei and T. congolense (Nantulya and 
Lindqvist, 1989) and PCR amplification for T. vivax (TVWl and 2) and T. brucei 
(TBRl and 2). 

3.1 . Parasitological examinations 

Trypanosomes became detectable by the HCT 3-4 days after inoculation. 
Parasitaemia reached 107/ml between 14 and 17 days after inoculation (data not 
shown). HCT became positive 1 or 2 days before BCM. Results of the daily 
examinations are reported in Fig. 1. Percentages of positive results for each calf are 
illustrated in Fig. 2. The mean percentage of positive samples detected were 68% 
with HCT and 59% with BCM. HCT was significantly more sensitive than BCM 
(e = 3.87, P < 0.001%) when compared according to the method described by 
Schwartz (1963). During the course of the infections, parasitaemic levels were 
sometimes too low to be detected for periods of 1-19 days. In calves 3 and 4, 
parasites disappeared for maximum periods of 5 days. In calves 1 and 2, parasites 
disappeared after treatments with diminazene aceturate (at day 14 and 17, respec­
tively), to relapse 18 days (calf2) or 19 days later (calf 1). The relapse was expected, 
since in previous experiments this isolate had been shown to be resistant to 
diminazene aceturate (Desquesnes et al. , 1995). Despite the resistance, most of the 
parasites were killed. Parasitological examinations were negative just after the 

Calf N°1 
HCT 
BCM 
A -ELISA 
PCR 

Calf N°2 
HCT 
BCM 
A -ELISA 
PCR 

Days p.i. 1 10 

Calf N°4 
HCT 
BCM 
A -ELISA 
PCR 

20 30 38 52 Days p.i. 1 

Legend: 0 test negative 1 test positive 

10 21 30 38 51 

Fig. 1. Da ily results of HCT, BCM, Ag-ELISA and PCR for the four calves. 
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Fig. 2. Percentages of positive results with HCT, BCM, Ag-ELISA and PCR for the four calves 
experimentally infected with T. d vax. 

treatment and for a period of more than 2 weeks. No parasite other than T. vivax 
was identified on the stained blood smears that were processed daily and examined. 

3.2. Ag-ELISA 

Prior to the infections, the serum of the four calves yielded OD values between 
0 and 0.010. Daily results of the tests are indicated in Fig. 1. Percentages of positive 
results for each calf are illustrated in Fig. 2. Out of 164 tests processed during the 
infections, only six were positive (4%). 

3.3. PCR 

Positive and negative contrais were equally successful. Addition of 0.5- 1 µl of 
negative calf serum did not affect the amplification with the positive contrais. 
Samples were negative prior to infection. PCR became positive between the 3rd and 
4th day post infection and remained positive when parasitaemia was high. Gener­
ally, PCR was negative when less than five trypanosomes were observed in the 
capillary tube, and became positive when more than 5-10 parasites were observed. 
In calf 1, one positive result was obtained the day after the treatment, although 
parasitological tests were negative. Only two results of the PCR were obviously 
false negative (e.g. when no PCR praduct was visible despite a high parasitaemia). 
The mean percentage of positive samples detected was 64%. There is no significant 
difference between the sensitivity of PCR and HCT or PCR and BCM (ePc R/H CT = 
1.35; êpc R /BCM = 1.41). 

Detailed results of the PCR tests are given in Fig. 1. For each calf, the mean 
percentages of positive results for the four tests appear in Fig. 2. 

For the four calves, the mean percentages of positive samples detected with each 
test were in order of decreasing sensitivity: HCT, 68%; PCR, 64%; BCM, 59%; 
Ag-ELISA, 4%. 
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Ag-ELISA was 14-17 times Jess sensitive than the other tests performed. 
Sorne other observations not shown in the present paper indicated that there 

were no significant differences between results of PCR with 1 µI of serum, 1 µI of 
serum diluted 1 :20 in distilled water. The sensitivity of the test decreased with 
further dilutions. Multiple freezing and thawing of the serum samples did not affect 
the PCR results . 

4. Discussion 

4.1. Parasitological techniques 

According to Murray et al. (1977, 1979) and Paris et al. (1982) BCM is 
consistently more sensitive than HCT for the detection of T. vivax. However, 
according to Betancourt et al. (1979), Betancourt and Julio (1986) and Kalu et al. 
(1986) HCT is equally or more sensitive than BCM for the detection of T. vivax. In 
the present experiment, HCT was more sensitive than BCM to detect the presence 
of T. vivax in cattle. BCM generally allows species identification (Camus, 1983), 
when parasitaemia is over 104

• In the present experiment for a species-specific 
diagnosis, the parasitological techniques (BCM) displayed a sensitivity of 59%. 

4.2. Ag-ELISA for T. vivax 

According to N antulya ( 1990), the Ag-ELISA for T. vivax is a highly sensitive 
test. In the experiment carried out by Nantulya and Lindqvist (1989), four steers 
were experimentally infected with a Nigerian clone of T. vivax (rodent adapted). 
Over the first 52 days of infection, 75% of the samples were positive with T. vivax 
Ag-ELISA. 

The very low sensitivity recorded during the present experiment (4%) confirms 
the works previously carried out in French Guiana with IL4007 (Desquesnes and 
La Rocque, 1995; Desquesnes, 1996), which showed a sensitivity of 2-2.5% with 
sheep experimentally infected. The Ag-ELISA for T. vivax is not effective for the 
diagnosis of infections with IL4007. Similar Jack of sensitivity of this Ag-ELISA 
was recorded by Kanwe et al. (1992) in Burkina Faso . Further evaluation of the 
Ag-ELISA in Africa is necessary. 

4.3. PCR for T. vivax 

Since PCR inhibitors are present in blood samples (Higuchi, 1989), it was 
generally assumed that DNA purification as described by Loparev et al. (1991) was 
required before performing a PCR with a blood sample. Mercier et al. (1990), 
Panacchio and Lew (1991) and Burckhardt (1994), among others, have adapted the 
technique to blood samples. To the best of our knowledge, the method had not yet 
been described for serum samples. The standard PCR technique on serum 1s a 
simple technique which avoids the process of DNA purification. 
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So far, the specificity of the oligonucleotide primers TVWI and TVW2 has not 
failed. Therefore, T. vivax DNA-probing does not appear necessary to confirm the 
specificity of the PCR product. 

In this experiment, the sensitivity of the PCR technique was very similar to HCT 
and BCM, which remains the most sensitive tests to detect infections with the T. 
vivax from French Guiana. PCR tests became negative 24 (calf 1) or 48 h (calf 2) 
after treatment with diminazene aceturate, indicating a rapid decrease in the 
amount of free parasite DNA in the blood of the host. 

False negative results were mostly obtained when the parasitaemia was low, 
corresponding to less than five to ten parasites observed in the capillary tube 
(parasitaemia around 103 -104 trypanosomes/ml). Since 1 µ I of serum is used for 
PCR, the theoretical limit of the technique used ( detection of 1 parasite/µ 1, e.g. 
parasitaemia of 103/ml) was almost attained. For a more sensitive test to detect 
lower parasitaemia, it would be necessary to use a parasite concentration technique, 
or DNA purification of larger volumes of blood (or serum), as described by Majiwa 
et al. ( 1994). 

The false negative results obtained with the PCR technique when the para­
sitaemia was very high (data not shown) were probably due to the presence of an 
inhibitory component in the sera for the PCR reaction. Dilution of the serum 
samples in distilled water 1 :20 gave positive results with these samples. Since 
dilution 1 :20 does not affect the sensitivity of the PCR, it is advisable to use this 
dilution factor for further investigations. This method should be evaluated with 
other stocks of T. vivax. 

4.4. Field application of PCR on serum for T. vivax 

Camus (1983) emphasized that if parasitological techniques are simple, rapid and 
give a satisfactory sensitivity, they must be processed within 4-6 h after sampling. 
Otherwise parasites are dead and false negative results are obtained. The advan­
tages of the PCR technique on serum are that it can be applied on frozen serum 
samples and it provides a species-specific response with the same sensitivity as 
parasitological techniques. This would be particularly useful where microscope and 
centrifuge are not available for fresh examination of field samples. Moreover, since 
the PCR technique can be applied on frozen samples even after several freeze/thaw 
cycles, it allows retrospective epidemiological surveys with serum banks. 

The cost of the PCR test is estimated at US $ 1/sample, which is comparable to 
most regular diagnostic techniques. Thus, this simple PCR technique on serum 
should be evaluated for field diagnosis of active T. vivax infections. 
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Mots-clés 

Trypanosoma vivax - Amplification 
chaîne polymérase - Ovin - Bétail -
Centrifugation - Plasma sanguin -
Diagnostic - Guyane Française. 

• INTRODUCTION 

Evaluation de la sensibilité de la PCR 
pour la détection de I' ADN 
de Trypanosoma vivax 
selon divers modes de préparation 
des échantillons sanguins 

M. Desquesnes 1 * L. Tresse 1 

Résumé 

Pour le diagnostic des infections actives du bétail par les trypanosomes, les 
techniques parasitologiques sont peu sensibles, en particulier lors de la phase 
chronique des infections. La détection des antigènes de Trypanosoma vivax par 
méthode antigen-ELISA, mise au point par Nantulya et Lindqvist (1989), s'est 
avérée peu sensible et peu spécifique. La technique de détection de I' ADN de 
T. vivax par polymerase chain reaction (PCR), à l'aide des oligonucléotides 
décrits par Masiga et coll. (1992), est une alternative pour un diagnostic 
spécifique des infections actives du bétail. Vingt deux échantillons sanguins 
contenant des nombres déterminés de trypanosomes/ml, allant de 1 à 1 767, 
ont été constitués à partir de sang de mouton infecté par T. vivax, dilué dans du 
sang d'animal non infecté. La sensibilité de la réaction de PCR a été évaluée 
sur plusieurs types de préparation du sang : sang total hépariné, plasma, 
interface globules blancs/plasma de tubes à hématocrite (buffy coat), sang lysé, 
culot de centrifugation de plasma, et ADN purifié à l'aide d'un kit commercial 
à base de résine échangeuse d'ions. Le sang total inhibe presque toujours la 
PCR. La réaction sur plasma et sang lysé possède une faible sensibilité, de 
l'ordre de 450 parasites/ml. La PCR sur buffy coat a une meilleure sensibilité, 
les produits de la réaction sont parfois peu visibles. Le culot de centrifugation 
de plasma est une préparation originale, rapide et économique, dont les 
produits de PCR sont bien visibles, et qui a présenté une bonne sensibilité : 
100 p. 100 des échantillons étaient positifs au-delà de 9 parasites/ml. La 
purification de I' ADN est une technique un peu plus longue et coûteuse, 
puisqu 'elle procède de plusieurs manipulations et de l'utilisation d 'un kit 
commercial, mais elle apparaît comme la plus sensible des techniques 
éprouvées : 100 p. 100 des échantillons étaient positifs au-delà de 2 
parasites/ml ; toutefois, la lecture des résultats est parfois délicate. Ces deux 
techniques permettent de réaliser un diagnostic sensible et spécifique des 
infections actives du bétail par T. vivax. Leur évaluation devra être faite pour 
les autres espèces de trypanosomes pathogènes du bétail. 

elles sont en particulier inutilisables avec I1A007, une souche sud­
américaine de Trypanosoma vivax (3). 

Pour le diagnostic des infections actives par les trypanosomes, les 
techniques parasitologiques sont peu sensibles lorsque les parasi­
témies sont basses, ce qui est la règle lors de la phase chronique 
des infections (6). 

Les techniques de PCR sont une alternative pennettant la détection 
de I' ADN parasitaire. La rémanence de I' ADN de T. vivax dans le 
sang après destruction du parasite est très brève ( I) ; en consé­
quence, une réponse positive à la PCR indique que l' animal est ac­
tivement infecté. Les techniques de diagnostic mises au point par Nantulya et 

Lindqvist pour la détection des antigènes par ELISA immunocap­
ture (10) se sont avérées peu sensibles et peu spécifiques (2, 3) ; 

1. CLRAD-EMVT-Guyane, Institut Pasteur, BP 6010, 97306 Cayenne, Guyane 
• Adresse actuelle : CIRAD-EMVT, Campus international de Baillarguet , 
BP 5035, 34032 Montpellier Cedex, France 
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Des travaux antérieurs ont montré la possibilité d'effectuer un dia­
gnostic spécifique d'espèce (9) des infections actives du bétail par 
les trypanosomes, par PCR à partir de sang lysé (4), du buffy coat 
de tubes à hématocrite (8), de sérum ( I ), et d'ADN purifié ( 11 ). 

L'objet du présent travail est de chiffrer le seuil de détection et la 
sensibilité de la PCR selon divers modes de préparation des échan-



tillons sanguins. Le travail a été réalisé au CIRAD-EMVT­
Guyane, avec une souche Guyanaise de T. vivax cultivée sur 
mouton. 

• MATERIEL ET METHODES 

Sang parasité 

Deux moutons croisés Black belly x Créole, âgés de 12 mois, issus 
d'un troupeau indemne de trypanosomose, et eux-même négatifs 
aux tests de Woo et de recherche d'anticorps par ELISA à l'aide 
d'une méthode voisine de celle de Ferenc et coll. (5), ont été main­
tenus en bergerie sous moustiquaire. 

L'un d'eux a été expérimentalement infecté par voie intraveineuse 
avec une souche de T. vivax de Guyane Française TVFG2, isolée 
en 1994 par Desquesnes et Demarty (non publié) ; il a été utilisé 
pour fournir du sang parasité. L'autre animal a fourni du sang non 
infecté et ne réagissant pas spécifiquement avec T. vivax (absence 
d'anticorps dirigés contre T. vivax ). 

Un volume de 5 ml de sang de l'animal infecté a été collecté lors 
du quatrième pic parasitémique suivant l'infection. Un volume de 
150 ml de sang non infecté a été récolté au même moment sur 
l'autre animal. 

Les échantillons sanguins ont été collectés sur héparinate de li­
thium, en tubes vacutainers siliconés de 5ml, puis déposés sur 
glace. 

Comptage des parasites 

Après une estimation de la parasitémie, une pré-dilution du sang 
parasité a été réalisée avec le sang de l'animal non infecté, afin de 
ramener la parasitémie aux alentours de Ios trypanosomes/ml. 
Après homogénéisation du mélange de sangs, le dénombrement 
des parasites dans la pré-dilution a été effectué comme suit : 

Un volume de 10 µl de sang a été déposé, à l'aide d'une micro-pi­
pette, entre lame et lamelle (22 x 22 mm) ; lorsque la lamelle a été 
déposée, les auteurs se sont assurés que la répartition du sang était 
homogène sur l'ensemble de sa surface. Au grossissement x 400, 
2 fois 25 champs de microscope ont été explorés, par une lecture 
en croix partant et aboutissant aux extrémités de la lamelle, soit un 
total de 50 champs par préparation. Le nombre total de parasites 
observés a été enregistré au cours de l'exploration. 

En supposant une répartition homogène du sang, la hauteur 
moyenne de la «cellule» constituée par la lame et la lamelle était 
h = 0,0207 mm (10 µl/484 mm2). Au grossissement microscopique 
utilisé (x 400) , l'arête de la lamelle (22 mm) représentait 46 dia­
mètres du champ microsopique ; le rayon d'un champ microsco­
pique était donc de 0,239 mm, et le volume de sang exploré dans 
un champ microscopique de 3,707.1 Q-3 mm3 (selon l'équation 
V= h x 1tR2). L'observation d'une moyenne d'un trypanosome par 
champ correspondait donc à une parasitémie de 269 711 trypano­
somes/ml. 

Les comptages ont été effectués sur neuf préparations différentes 
de la pré-dilution, afin d'établir la parasitémie de cette pré-dilu­
tion, avec un risque d'erreur limité. 

L' intervalle de confiance de la moyenne au risque de 5 p. l 00 a 
été établi selon la formule donnée par Schwartz ( 12) : 

µ = ll1o ± ~ . avec n = 9, ddl = 8 et t = 2,3. 

vn 

Préparation des échantillons pour le diagnostic de T. vivax par PCR 

Préparation des dilutions de sang 

A partir de la parasitémie calculée sur la pré-dilution, 22 dilutions 
mathématiques successives du sang parasité dans le sang non para­
sité ont été préparées, avec des volumes finaux de 5 ml pour 
chaque dilution. Avant et après homogénéisation des mélanges de 
sangs les échantillons ont été placés sur glace afin de préserver la 
vitalité des parasites. Les dilutions ont été réalisées comme suit 
(en nombre de trypanosomes/ml) : 1 767, 1 325, 883, 707, 530, 
442,353,265 , 177, 88, 71,57, 44, 35, 26, 18, 13,9, 7, 4,2et 1. 

Préparation des échantillons pour la PCR 

Partant de 22 dilutions, chacune sous un volume de 5 ml, six 
modes de préparation des échantillons ont été appliqués. 

n°l - Sang total: un volume de 50 µl de sang a été placé en cryo­
tube à -20'C. Il a été décongelé et pipeté directement pour la PCR. 

n°2 - Plasma : après centrifugation de 3,5 ml de sang hépariné à 
304 g ( I 300 t/min), à 4 'C, pendant 10 min, le plasma a été 
récolté ; 0,5 ml a été placé dans un microtube à centrifugation et 
destiné à la préparation du «culot de centrifugation de plasma» 
(voir n'4) , et 50 µI ont été conservés en cryotube à -20'C. Ce 
plasma a été décongelé et pipeté directement pour la PCR. 

n°3 - Buffy coat: un tube capillaire (70 µl) a été préparé et cen­
trifugé selon la technique de Woo (13) pendant 5 min à 
15 000 t/min, puis, à l'aide d'une pointe de diamant, le tube a été 
coupé à environ 1 mm au-dessus de l'interface globules 
blancs/plasma ; 3 µl de buffy coat ont été recueillis à l'aide d'une 
micro-pipette, placés dans un microtube et conservés à -20'C. Le 
buffy coat a été décongelé et pipeté directement pour la PCR. Le 
volume de matériel biologique étant très faible, dans l'expérience, 
six tubes ont ainsi été préparés afin de pouvoir réaliser plusieurs 
réactions de PCR sur la même dilution. 

n°4 - Culot de centrifugation de plasma : c'est une préparation 
originale qui consiste à séparer les cellules sanguines du plasma 
par une première centrifugation du sang hépariné à basse vitesse 
(l 300 t/min), puis à sédimenter les parasites par une centrifuga­
tion du plasma à haute vitesse. Une quantité de 0,5 ml de plasma, 
précédemment obtenu (n'2) , a été centrifugé à l'état frais, à 
17 530 g (14 000 t/min), à 4°C, pendant 15 min. Le surnageant a 
été délicatement éliminé à la pipette, le culot a été placé à -20'C. 
L'échantillon a été décongelé et pipeté directement pour la PCR. 

n'S - Sang lysé: le protocole de lyse à la saponine décrit par Diall 
(4) a été utilisé. En bref, un volume de 50 µl de sang hépariné a été 
ajouté à 500 µl de tampon de lyse et centrifugé pendant 15 min à 
17 530 g. Le surnageant a été éliminé, et le culot repris dans 
500 µI de tampon de lyse pour un deuxième lavage dans les 
mêmes conditions. Le culot a été repris dans 500 µI de tampon de 
PCR, et centrifugé pendant 15 min à 17 530 g. Le culot a été repris 
dans 25 µ1 d'eau distillée, incubé pendant 20 min à l OO'C, puis 
conservé à -20'C. Il a été décongelé et pipeté directement pour la 
PCR. 

n'6 - ADN purifié : la méthode décrite par Penchenier et coll. 
(11 ) a été utilisée pour la préparation des échantillons à l'aide du 
kit «ReadyAmp® Genomic DNA Purification System» 
(Promega®) , à partir d'un volume de 0 ,8 ml de sang . 
Succinctement, 0,8 ml de sang hépariné et 0,8 ml d'eau stérile ont 
été incubés et agités 10 min à température ambiante, puis centrifu­
gés pendant 2 min à 17 530 g. Le surnageant a été éliminé. Le 
culot a été resuspendu dans 100 µI de résine et incubé pendant 
20 min à 56'C, passé au vortex, incubé 10 min à IOO' C, puis cen­
trifugé pendant 2 min à 17 530 g. Le surnageant a été récolté et 
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stocké à -20"C en microtube. Il a été décongelé et pipeté directe­
ment pour la PCR. 

Technique de PCR 

Le protocole de PCR a été celui décrit pour la détection de l' ADN 
de T. viva.x par Masiga et coll. (9), mis à part que le volume du mi­
lieu réactionnel n'était que de 20 µl (contre 50 µl dans la publica­
tion originale). 

Les séquences des oligonucléotides sont rappelées ci-après : 

TVWI : 5'-CTG AGT GCT CCA TGT GCC AC-3' et 

TVW2 : 5'-CCA CCA GAA CAC CAA CCT GA-3' 

Le produit de PCR attendu est d'environ 150 pb. 

Les concentrations finales des réactifs dans le milieu de PCR 
étaient les suivantes : 10 mM Tris-HCI, pH 8,3 ; 50 mM KCI ; 
1,5 mM MgC12 ; 200 µM de chaque nucléotide (Nucleotide solu­
tions, Biolabs®) ; 0,83 µM de chaque oligonucléotide, et 0,25 
unité de Taq DNA polymérase (Taq DNA polymérase 5 000 U/ml, 
Promega®). Les réactions ont été menées en microtube de 0,5 ml ; 
le milieu réactionnel a été couvert à l'aide d'une goutte d'huile mi­
nérale (Minerai oil, Sigma®). 

Le témoin positif était constitué de plasma du mouton infecté ré­
colté au quatrième pic parasitémique (2.106 parasites/ml). Le té­
moin négatif était constitué d'eau bidistillée. Les témoins et les 
échantillons ont été agités vigoureusement au vortex avant d'être 
pipetés et déposés à travers l'huile, à la micropipette, sous un vo­
lume de 1 µl. 

Les 30 cycles thermiques de 30 sec (94°C/55°C/72°C) ont été ef­
fectués à l'aide d'un thermocycleur programmable (Thermojet 
V2.0®) ; une étape de dénaturation à 94"C pendant 5 min a pré­
cédé les cycles, une étape d'élongation terminale de 10 min à 72°C 
a été réalisée à l'issue des 30 cycles, puis les échantillons ont été 
ramenés à 4°C jusqu'à leur dépôt sur le gel d'agarose. 

Pour la révélation des réactions , 10 µI d'échantillon mélangé à 
1 ml de tampon de dépôt (tampon Tris, glycérol et bleu de bromo­
phénol) ont été déposés dans un gel à 2,5 p. I 00 d' agarose, en 
tampon Tris-borate EDTA/bromure d'éthidium. Le marqueur mo­
léculaire pBR 322 DNA- Msp I Digest (Biolabs®) a été utilisé 
pour estimer le poids moléculaire des produits de PCR. L'électro­
phorèse a été réalisée à 85 V, 30-40 mA pendant 50 min. La lec­
ture visuelle des résultats a été faite sur une table UV de longueur 
d'onde 312 nm. Le résultat était positif lorsqu'une bande fluores­
cente était visible à hauteur des marqueurs moléculaires spéci­
fiques (doublet 160-147 bp du marqueur utilisé). Un cliché 
photographique (film Polaroïd® 667 ISO 3000/36" et filtre géla­
tine Wratten® orange n°22) a permis d'archiver les résultats. Si 
l'un des témoins ne donnait pas satisfaction, l'ensemble des résul­
tats de la réaction était rejeté. 

Pour s'assurer de la reproductibilité des réactions, chaque échan­
tillon a été traité trois fois . Au total 396 réactions ont été prati­
quées (22 dilutions x 6 préparations x 3 répétitions). 

Interprétation des résultats 

Le seuil de positivité observé pour chaque technique de prépara­
tion des échantillons a été défini à la dilution pour laquelle des ré­
actions négatives ont apparu en relation avec la décroissance de la 
parasitémie. 

La sensibilité (Se) de la PCR a été calculée à partir de la définition 
de la sensibilité d'un test : 
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nombre de positifs 
Se=~~~~~~~~~~ 

vrais positifs+ faux négatifs 

Dans cette expérience, tous les échantillons étant infectés, la sensi­
bilité du test s'est exprimée comme suit : 

nombre d'échantillons positifs 
Se=~~~~~~~~~~~ 

nombre d'échantillons testés 

Elle a été calculée pour chaque type de préparation, aux divers 
seuils de positivité définis ci-dessus. 

•RESULTATS 

Le jour de l'expérience, la parasitémie a été estimée à 2.106 trypa­
nosomes/ml. Une pré-dilution au l/20e a ramené la parasitémie 
aux environs de JOS trypanosomes/ml, puis les 9 comptages ont été 
réalisés. Le nombre moyen de T. viva.x observés en 9 lectures de 
50 champs a été de 107 000 ± 14 000 (soit 13 p. 100) trypano­
somes/ml. Les incertitudes sur les dilutions mathématiques réali­
sées à partir de cet échantillon étant considérées comme 
négligeables, les intervalles de confiance des 22 dilutions ont donc 
également été de 13 p. 100. 

La figure 1 illustre le type de tracés obtenus sur les gels d' électro­
phorèse. 

MM 

622 
527 
404 
309 
238 

160 
147 

Figure 1 : tracés de migration des échantillons de PCR selon di­
vers modes de préparation, pour une parasitémie de 530 
T. vivaxlml. De gauche à droite : marqueur moléculaire (MM), 
témoin négatif, plasma, culot de centrifugation de plasma, sang 
lysé, sang hépariné, buffy coat, ADN purifié, témoin positif 
(plasma à 2. 106 parasites/ml). 

Quand la réaction était positive, avec les échantillons de plasma, 
de buffy coat et les culots de centrifugation de plasma, une bande 
unique de 150 pb était généralement observée ; lorsque la parasité-
mie était très élevée, une bande de double poids (300 pb) était éga­
lement visible (témoins positifs, plasma à 2.106 parasites/ml). Le 
sang lysé et I' ADN purifié ont fait apparaître une fluorescence dif­
fuse sur les trajets de migration des échantillons, ainsi que de mul­
tiples bandes de poids moléculaire non spécifiques qui pouvaient 
gêner la lecture du test, et dont l'intensité était parfois égale, voire 
supérieure à celle du signal spécifique de 150 pb. 



Préparation des échantillons pour le diagnostic de T. vivax par PCR 

Les résultats des PCR ont été reportés au tableau I, où figure Je 
Tableau 1 nombre de réactions positives observées (sur un total de trois réac-

Résultats des PCR avec les diverses préparations, tions par échantillon), selon la dilution, pour chaque technique de 

selon la parasitémie préparation des échantillons. Le pourcentage total d'échantillons 
positifs est indiqué au bas du tableau (sensibilité globale de 

Mode de préparation chaque test vis-à-vis de l'échantillonnage utilisé). 

des échantillons sanguins La réaction de PCR a presque toujours été nulle dans Je sang total 

•Parasitémie Plasma Culot Buffy 
hépariné ; sur les 66 échantillons testés (3 x 22 dilutions) seule-

Lyse Sang ADN ment 8 p. 100 ont été positifs. 
ent./ml* de du hépariné coat purifié 

plasma sang Les autres échantillons ont présenté des résultats régulièrement, ou 
presque régulièrement, positifs au-dessus des seuils de positivité 

1 767 3 3 3 0 3 3 moyens indiqués ci-après : 

1.325 2 3 3 0 3 3 - plasma et lyse du sang : 2! 442 ± 60 trypanosomes/ml ; 
883 .•. 3 3 3 0 3 3 
707 3 3 3 0 3 3 - buffy coat : 2! 44 ± 6 trypanosomes/ml ; 

530 3 3 3 0 3 3 - culot de centrifugation de plasma : 2! 9 ± 1,2 trypanosomes/ml ; 
442 3 3 3 0 3 3 
353 o 3 0 0 3 3 - ADN purifié : 2! 2 ± 0,25 trypanosomes/ml. 
265 1 3 .2 0 3 3 Pour chaque mode de préparation des échantillons, la sensibilité 
177 1 3 0 1 3 3 de la PCR a été exprimée en fonction de la parasitérnie, pour les 4 
88 ., 2 3 0 3 3 principaux seuils observés ; ces résultats ont été reportés au ta-
71 1 3 2 2 3 3 bleau II. 
57 2 3 1 2 ,., 3 3 

. 44 . 1 3 2 o·., 3 3 
35 2 3 0 2 3 • DISCUSSION 
26 o 2 o 0 1 3 

' 18 3 0 0 2 3 1 Choix du mode de préparation des échantillons 
13 1 3 0 0 0 3 
9 2 3 0 0 2 3 Les résultats font apparaître que Je sang totai est un très mauvais 
7 0 2 0 0 0 3 échantillon pour la PCR ; les inhibiteurs de la réaction, comme les 
4 o 0 0 0 3 substances porphyriques dérivées de l'hème, sont connus et justi-
2 0 1 0 0 0 3 fient la purification de l' ADN réalisée pour la plupart des réac-

o 0 0 0 0 0 tions de PCR sur échantillons sanguins (7). 

Total positifs 31 57 27 5 46 63 
Le plasma et le sang lysé ont présenté des sensibilités voisines, de 
l'ordre de 450 parasites/ml ; en-deçà de cette valeur, plusieurs ré-

Pourcentage 47 % 86% 41 % 8% 70% 95 % sultats intermédiaires faussement négatifs ont été observés. 

de positifs 
D'autre part, avec la lyse du sang, Je tracé de migration des échan-
tillons a présenté une fluorescence forte, ainsi que de nombreuses 

t. = trypanosomes bandes de poids moléculaire non spécifiques ; de plus, la bande de 

• les nombres de trypanosomes/ml indiqués sont affectés d'une incenitude de 13 % 
poids moléculaire spécifique ne possédait qu'une faible fluores-
cence (figure ! ). Ces éléments rendent délicate la lecture du pro-
duit de PCR sur lyse du sang. 

Tableau Il 

Sensibilité de la PCR selon quatre principaux seuils de positivité, coût et temps de préparation des éc hantillons 
~ 
cr-, 

·· Sensibilité au seuil .de (t./ml) Plasma Culot de plasma Sang lysé Buffy coat ADN purifié 'SI" 

-.r:,' 
cr-, 
cr-, 

442 ± 60 94% 100 % 100% 100% 100% 
44± 6 64% 100 % 67% 100 % 
9± 1,3 57% 98% 50% 85 % 

100 % a.. 
100 % g 

2 ± 0,3 49% 90% 43 % 73 % 100% 
<Jl 
>-
<O 
o.. 

Coût de la préparation* 0,75 FF 0,90 FF 1,85 FF 1,75FF 6,35 FF '~ 
> 

-ci 
Temps de manipulation : 1 min 3 min 6 min 3 min 4 min 'C!J 

2 
Temps d'attente cumulés : 10min 25 min 75 min 5 min 44 min > 

~ 
'LJ.J 

Cl) 
:i 
> t. = trypanosomes 
Cl) 

~ • ce coût n' inclut que la préparation des échantillons, pour calculer le coût total du d.iagnostic il faut ajouter celui de la PCR, soit environ 3 FF. 
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Le seuil de positivité obtenu sur plasma était inférieur à celui pré­
cédemment décrit sur sérum qui était de l'ordre de 1 000 à 1 500 
parasites/ml(!). Cette différence est probablement due au fait que 
la séparation du plasma a été réalisée par centrifugation du sang 
hépariné à basse vitesse, ce qui, par effet différentiel, a permis de 
préserver au maximum la présence des trypanosomes dans le 
plasma, tout en éliminant les cellules sanguines dans le culot de 
centrifugation. 

Le buffy coat a présenté une meilleure sensibilité, l'extinction des 
signaux de PCR survenant quand la parasitémie était inférieure à 
44 ± 6 parasites/ml. La PCR sur buffy coat est de lecture facile 
(une seule bande de fluorescence) bien que la fluorescence soit 
parfois de faible intensité. Le passage des échantillons au vortex 
avant l'introduction dans le milieu de PCR est apparu comme une 
étape déterminante pour des résultats reproductibles. En-deçà de 
44 trypanosomes/ml, les résultats étaient irréguliers, probablement 
du fait que le prélèvement du buffy coat est une opération délicate 
sujette à variations entre techniciens . 

Il est à noter que pour pouvoir réitérer la réaction il est nécessaire 
de préparer plusieurs tubes à hématocrite ou de réaliser la centrifu­
gation à haute vitesse en microtube, avec l'échantillon sanguin de 
départ, afin de collecter un volume de buffy coat suffisant. 

La séparation du plasma par centrifugation du sang hépariné à 
basse vitesse (1 300 t/min) permet d' éliminer les cellules san­
guines par sédimentation, sans trop appauvrir l'échantillon en pa­
rasites. Par la suite, la centrifugation du plasma à haute vitesse 
permet d'enrichir l'échantillon en récoltant les parasites dans le 
culot. 

La PCR sur culot de centrifugation de plasma a donné des résultats 
régulièrement positifs jusqu 'au seuil de 9 trypanosomes/ml. Le 
produit spécifique de PCR est généralement bien visible, et le 
tracé de migration ne présente aucune fluorescence non spécifique 
(figure 1 ). 

La purification de I' ADN fournit les meilleurs résultats, avec un 
seuil de positivité de 2 trypanosomes/ml, et l'absence de résultats 
intermédiaires faussement négatifs ; c'est donc la préparation la 
plus sensible. Le seul inconvénient est la forte fluorescence du 
tracé de migration des échantillons, et la présence de bandes de 
poids moléculaire non spécifiques qui rendent parfois la lecture du 
test délicate (figure 1 ). 

Sensibilité et coût 
Avec cette technique de purification del ' ADN, et les oligonucléo­
tides TBR 1 et TBR2 décrits par Masiga et coll. (9), Penchenier et 
coll. (11) ont obtenu la détection d' 1 T. bruceilml de sang chez 
l'homme. Ce seuil de positivité est très voisin de celui obtenu ici 
dans des conditions similaires, avec T. vivax chez le mouton. La 
technique de purification de l' ADN décrite par Penchenier et coll. 
semble donc parfaitement adaptée à ces deux espèces ; toutefois, 
le temps de préparation et le coût des réactifs en font un mode de 
préparation onéreux, peu adapté au traitement d' un grand nombre 
d'échantillons. 

Le tableau II résume, pour chaque type de préparation, la sensibi­
lité du test pour quelques seuils de positivité, les durées de prépa­
ration des échantillons (manipulation et temps d'attente) et le coût 
des préparations. Pour les calculs de coût, seul le matériel et les ré­
actifs nécessaires à la préparation des échantillons sont pris en 
compte au tarif de base des catalogues des fournisseurs. Avec un 
volume réactionnel fixé à 20 µl , le coût de la PCR est d'environ 
3 FF, ce qui porte le coût total des diagnostics à environ 4 FF 
(culot de centrifugation de plasma) et 10 FF (purification de 
l' ADN) ; soit, respectivement, 0,8 et 2 $US. 
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Spécificité 
Avec les oligonucléotides spécifiques d'espèce, décrits par Masiga 
et coll. (9) pour T. vivax, T. brucei et T. congolense, il n'a jusqu'à 
présent jamais été décrit de réactions croisées, ni entre 
Trypanosoma sp. ni avec d'autres genres ; leur spécificité est to­
tale. 

Alors qu'avec la technique parasitologique, lorsque les parasites 
observés dans les tubes capillaires sont peu nombreux ou résultent 
d'un mélange de plusieurs espèces, il n'est pas toujours possible 
d'identifier la ou les espèces présentes ; la technique de PCR est, 
quant à elle, parfaitement spécifique d'espèce. 

Comparaison au test de Woo 

Les deux techniques préconisées à l'issue de cette expérience 
montrent, pour la détection de T. vivax, une sensibilité bien supé­
rieure à celle du test de Woo dont le seuil de positivité, dans cette 
même expérience, a été évalué à 700 T. vivax/ml pour une sensibi­
lité de 100 p. 100 (voir article précédent). 

• CONCLUSION 

Economiquement, à sensibilités voisines, la préparation du culot 
de plasma est plus rapide et plus avantageuse que la purification 
de l' ADN. On préconisera donc l'usage du culot de centrifugation 
de plasma pour la préparation des échantillons à la PCR dans le 
cadre des études épidémiologiques, et la purification de I' ADN 
pour le diagnostic individuel. 

L'étude de la sensibilité et du seuil de positivité de la technique de 
culot de centrifugation de plasma devrait être faite avec les autres 
Trypanosoma sp. et les oligonucléotides correspondants. Compte 
tenu de la faible taille de T. congolense et des conséquences sur 
son positionnement après la centrifugation du sang, il est probable 
que, pour cette espèce, seule la technique de purification de 
l' ADN soit adaptée ; en revanche, la large membrane ondulante de 
T. brucei permettra, avec un rendement au moins égal à celui de 
T. vivax, d'enrichir en parasites les échantillons de culot de centri­
fugation de plasma. La technique du culot de centrifugation de 
plasma devrait donc être adaptée à ces deux espèces, tandis que la 
purification de I' ADN pourrait être appliquée à la détection de 
T. congolense. L'évaluation de cette technique pour le diagnostic 
des infections actives du bétail par T. brucei devra être faite. 
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Summary 

Desquesnes M., Tresse L. PCR sensitivity for Trypanosoma 
vivax detection with several methods of blood sample 
preparation 

Parasitological techniques show a low sensitivity for diagnosis 
of active infections with Trypanosoma sp. in livestock, 
particularly in the case of chronic infections. T. vivax antigen 
detection through antigen-ELISA developed by Nantulya and 
Lindqvist (1 989) is not sensitive and specific enough for 
infection diagnosis. T. vivax DNA detection through 
polymerase chain reaction (PCR) using the oligonucleotides 
developed by MASIGA et coll. (1992) appears to be an 
alternative for a specific diagnosis of T. vivax active infections 
in livestock. Twenty-two blood samples containing known 
numbers of T. vivax!ml, ranging from 1 to 1767, were 
prepared by dilution of T. vivax infected sheep blood into 
blood from a non infected sheep. PCR sensitivity was 
evaluated in several types of blood sample preparations: 
crude heparinized blood, plasma, lysed blood, buffy coat 
from haematocrit capillary tubes , pellet from plasma 
centrifugation, and DNA purified with an ion exchange resin 
commercial kit. Crude heparinized blood almost always 
inhibited PCR. Sensitivity of PCR with plasma and lysed blood 
was low, around 450 parasites/ml. PCR on buffy coat was 
more sensitive, but PCR products were sometimes little 
visible. Pellet of plasma centrifugation is an original, fast and 
economic preparation, whose PCR products are highly visible 
and which presents a high sensitivity: one hundred percent of 
the samples were positive when the parasitaemia was over 
9 parasites/ml. DNA purification is slightly more time 
consuming and expensive, since it requires several 
manipulations and the use of a commercial kit, but it appears 
to be the most sensitive technique among those investigated: 
one hundred percent of the samples were positive when the 
parasitaemia was over 2 parasites/ml; however, PCR products 
were sometimes difficult to interpret. These last two 
techniques are recommended for a sensitive and species­
specific diagnosis of active infections of livestock with 
T. vivax. These techniques should be eva luated for other 
pathogenic trypanosome species of livestock. 
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Sheep - Livestock - Centrifuging - Blood plasma - Diagnosis -
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390 

Préparation des échantillons pour le diagnostic de T. vivax par PCR 

9. MASIGA O.K., SMYTH A.J., HAYES P., BROMIDGE T.J., GIBSON 
W.C., 1992. Sensitive detection of trypanosomes in tsetse flies by DNA 
amplification. /nt.}. Parasitai., 22: 909-918. 

10. NANTUL YA V.M., LINDQVIST K.J. , 1989. Antigen-detection en­
zyme immunoassays for diagnosis of Trypanosoma vivax, T. congolense 
and T. brucei infections in cattle. Trop. Med. Parasitai., 40: 267-272. 

11. PENCHENIER L. , DUMAS, V., GREBAUT P., REIFENBERG J.M., 
CUNY G., 1996. lmprovement of blood and fly gut processing for PCR 
diagnosis of trypanosomosis. Parasite, 3: 387-389. 

12. SCHWARTZ O., 1963. Méthodes statistiques à l ' usage des médecins 
et des biologistes. Paris, France, Editions médicales Flammarion, p. 306. 

13 . WOO P.T.K., 1970. The haematocrit centrifuge technique for dia­
gnosis of African trypanosomiasis. Acta trop., 27: 384-386. 

Reçu le 16.10.96, accepté le 17.2.97 

Resumen 

Desquesnes M., Tresse L. 

Palabras clave : Trypanosoma vivax - Reaccion de cadenas 
de polimerasa - Ovino - Ganado - Centrifugacion - Plasma 
sanguineo - Diagnostico - Guyana francesa. 
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ANNEXE 3 : LUTTE CONTRE LES 
TRYPANOSOMES ET LEURS VECTEURS 
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ANNEXE 3.1 (PUBLICATION N°9) : FRENCH GUYANAN STOCK OF 
TRYPANOSOMA VIVAX RESISTANT TO DIMINAZENE ACETURATE BUT 

SENSITIVE TO ISOMETAMIDIUM CHLORIDE 

DESQUESNES, M., LA ROCQUE de, S., et PEREGRINE, A. S. 

Acta Tropica (1995) 60, 133-136. 
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Trypanosoma vivax is thought to have been introduced into South America in 
approx. 1830 when zebu (Bos indicus) cattle were imported from West Africa 
(Curasson, 1943) . Thereafter, the parasite became distributed extensively throughout 
the sub-continent (Wells, 1984) and is now generally associated with intermittent 
localised outbreaks of disease in cattle (Wells et al. , 1982) which may be associated 
with significant production losses ( Betancourt and Wells, 1979; Otte et al., 1994). 

In French Guyana the majority of the cattle are zebu-type breeds. Trypanosoma 
vivax was first identified in the country in 1918 (Leger and Vienne, 1919) and, along 
with Babesia spp. and Anaplasma sp., is thought to be a major constraint on cattle 
production (Desquesnes and Gardiner, 1993). In 1983, a limited serological survey 
demonstrated the presence of anti-trypanosome antibodies in 25% of 328 cattle sera 
(Camus et al., 1987). However, the pathogenicities of the trypanosome populations 
responsible for these infections were not clearly defined. 

In 1986 an isolate of T. vivax was collected from a naturally infected 10-month­
old zebu calf in Macouria, French Guyana (Lancelot, 1988). The isolate was subse­
quently shown to produce pathogenic infections in both taurine (Bos taurus) and 
zebu cattle (Lancelot, 1988; Camus and Martrenchar, 1990). However, its sensitivity 
to anti-trypanosomal compounds was not detennined. In the work described here 
the sensitivity of the population to diminazene aceturate (Berenil® Hoechst, 
Germany) and isometamidium chloride (Trypamidium®, Samorin®; Rhône 
Mérieux, France) was deterrnined since these are the most commonly used anti­
trypanosomal compounds in French Guyana. The studies were carried out in cattle 
and sheep since the resultant data provide directinformation about the therapeutic 
efficacy of the anti-trypanosomal compounds in the field; sheep are suspected to act 
as a reservoir of T. vivax in French Guyana. 

• Corresponding awhor. 
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Two Black Belly x Creole sheep and four yearling Boran (B. indicus) cattle were 
used; experiments with sheep were carried out in French Guyana, while experiments 
with cattle were undertaken in Kenya. Prior to experimental infection ail the animais 
were shown to be free of trypanosome infections on the basis of blood concentration 
techniques (Woo, 1969; Murray et al., 1977) and examination of sera for trypano­
some antigens (Nantulya and Lindqvist, 1989). In earlier work the T. vivax isolate 
of Lancelot ( 1988) was passaged once in a Friesian calf and once in an adult Black 
Belly x Creole sheep. Aliquots of the resultant stabilate containing approx. 1 x 106 

trypanosomes were then inoculated intravenously into the two sheep. Thereafter, 
similarly sized aliquots of trypanosomes that arose in one of these animais, before 
treatment, were inoculated intravenously into the four cattle. Throughout the entire 
experiment, blood samples were collected from the jugular vein of each animal at 
least six times a week and exarnined for the presence of trypanosomes using the 
haematocrit centrifugation technique (Woo, 1969) and the buffy-coat phase-contrast 
technique (Murray et al. , 1977). In addition, ail the animais were maintained in fly­
proof isolation facilities with hay and water provided ad libitum, and rationed 
concentrates. 

Subsequent to detection of trypanosomes, cattle BL 324 and BL 327 were treated 
intramuscularly with dirninazene aceturate (Berenil®) at a dose of 7.0 mg/kg body 
weight (BW), on days 14 and 17, respectively, of infection. Although both animais 
rapidly became aparasitaernic, trypanosomes weresubsequently detected in both 
cattle, on days 33 and 35, respectively, of infection. Thereafter, on day 48, both 
animais were treated intramuscularly with isometamidium chloride (Samorin®) at 
a dose of 0.5 mg/ kg BW and remained aparasitaemic during the entire 113-day 
monitoring period following treatment. Cattle BL 353 and BL 354 were not treated 
and were detected parasitaemic almost continually until days 63 and 72, respectively, 
of infection. Thereafter, trypanosomes were detected intermittently. 

Following infection, both sheep were treated with diminazene aceturate whenever 
the parasitaernia attained 107 trypanosomes/ml. Animal 1 was treated with a dose 
of 3.5 mg/ kg BW on days 12, 36 and 130 of infection. After periods of aparasitaemia, 
trypanosomes reappeared following each treatment: on days 22, 45 and 259 of 
infection. Animal 2 was treated with diminazene aceturate at doses of 3.5 and 
7.0 mg/ kg BW on days 8 and 35 of infection, respectively. Neither treatment elimi­
nated the infection since trypanosomes reappeared on days 17 and 48 , respectively, 
of infection. Animal 2 was also treated intramuscularly with isometamidium chloride 
(Trypamidium®) at a dose of 0.5 mg/kg BW on day 140 of infection; no trypano­
somes were detected during the following 5-month period. 

These experiments have demonstrated that the stock of T. vivax originating from 
Macouria was resistant in cattle and sheep to recommended doses of diminazene 
aceturate: 3.5-7.0 mg/ kg BW. In contrast, the population appeared to be sensitive 
to isometamidium chloride at a dose of0.5 mg/kg BW. Thus, standard recornmended 
doses of isometamidium chloride (0.5-1.0 mg/kg BW) would be expected to 
eliminate such infections in the field . 

Expression of resistance to diminazene by pathogenic species ofll:rypanosomes has 
been reported previously in various countries across Africa (Peregrine and Mamman, 
1994 ). To the best of our knowledge, this is the first report of resistance to the 
maximum recommended dose of diminazene aceturate (7.0 mg/kg BW) in South 
America. However, in earlier work, stocks of T. vivax from Colombia have been 
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shown, on two occasions, to be resistant to the minimum recommended dose of 
diminazene aceturate (3.5 mg/ kg BW; Hull, 1971; Betancourt, 1978). In fact, as a 
result of these findings , it was recomrnended that the drug should be routinely used 
in Colombia at a dose of 7.0 mg/ kg BW (Wells et al., 1982). However, single 
treatment with this drug dosage would not eliminate trypanosome populations with 
a level of diminazene resistance similar to that of the French Guyanan stock of 
T. vivax described here. 

Resistance to diminazene generally appears to arise under three different condi­
tions: repeated subcurative treatment of infected animais with the drug (Whiteside, 
1963 ); cross-resistance associated with the deve!opment of resistance to the trypanoc­
ide, quinapyramine (Ndoutamia et al., 1993); and innately, i.e., without prior 
exposure to the compound ( Williamson, 1960). Sin ce resistance to diminazene is 
extremely difficult to induce in cattle using repeated subcurative treatments 
( Whiteside, 1963 ), and quinapyramine resistance appears to be associated with 
cross-resistance to isometamidium (Ndoutamia et al. , 1993 ), the factor(s) responsible 
for development of diminazene resistance by the T. vivax population is (are) unclear. 
The resistance could be innate in origin (Hayes and Wolf, 1990). However, it should 
be noted that in recent years imidocarb, a carbanilide diamidine, has been commonly 
used as a babesiacide in French Guyana. Although the drug is not marketed as an 
anti-trypanosomal compound it exhibits anti-trypanosomal activity (Bacchi et al. , 
1981) and has a chemicalstructure that is similar to that of diminazene. It is therefore 
possible that the observed diminazene resistance is the result of cross-resistance 
associated with development of resistance to imidocarb. At present, however, there 
is no data to support such a hypothesis. 

In conclusion, this work has demonstrated that a stock of T. vivax originating 
from French Guyana expresses resistance to the maximum recommended dose of 
diminazene but is sensitive to isometamidium chloride at a dose of 0.5 mg/ kg BW. 
Additional work is required to determine the prevalence of such infections and their 
pathogenicity in French Guyanan livestock. It is also important to determine whether 
development of resistance to diminazene is associated with use of imidocarb as a 
babesiacide. Only with such information can one ascertain whether diminazene 
resistance poses a significant constraint to livestock production in the country and 
how its development might be abrogated. 
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Lutte chimique contre les Tabanidés 

Pour la lutte chimique contre les Tabanidés, on distingue les produits insectifuges et insecticides. 
Seuls ces derniers ont des applications pratiques, et ont démontré leur efficacité sur le terrain, en conditions 
contrôlées. 

1 TRAITEMENTS INSECTIFUGES 

Des préparations qui éloignent les insectes existent pour les humains, généralement destinées à 
repousser les moustiques: crèmes, aérosols ou pulvérisateurs (D.E.E.T.) . Ces produits sont peu rémanents, 
et leur usage demande à être renouvelé environ toutes les 2 heures. Dans le domaine de l'élevage, il 
n'existe pas d'insectifuge commercialisé destiné à être pulvérisé sur les animaux d'élevage. 

Certaines préparations insecticides ont des effets répulsifs; ainsi, dans un document non daté, 
postérieur à 1960, M. R. THOMASSIN, Directeur de la branche agricole du BAFOG (Bureau Agricole et 
Forestier Guyanais) relatant des essais de traitement du bétail à l'aide de pyrèthres synergisées (pipéronyle 
butoxide) fait état d'un effet répulsif, proportionnel à la dose de produit, pouvant durer de quelques heures à 
une journée. Des résultats similaires sont obtenus avec le métoxychlor et le butoxypropylène glycol. Il est 
possible que l'insecticide ait un effet insectifuge à haute dose, ou que l'excipient fraîchement pulvérisé ait 
cette activité. Dans tous les essais, l'effet n'était plus observé dès le lendemain du traitement. 

Les insecticides n'empêchant pas la piqûre, ils ne sont pas efficaces dans la lutte à court terme. Les 
répulsifs doivent rester une des voies de recherche, car ils sont les seuls à protéger véritablement le bétail 
de la piqûre (FOIL et al, 1990). FOIL et FOIL (1992) signalent l'existence de deux substances répulsives: le 
di-n-propyl isocinchomeronate (MGK 326) et le butoxypolypropylene glycol (Stabilene). 

2 TRAITEMENTS INSECTICIDES 

2.1 Modes de traitement 

Un insecticide peut être répandu dans le milieu, appliqué sur des supports particuliers ou 
directement sur le bétail. 

2.1.1 Epandages dans le milieu 

Des essais de lutte chimique contre les phases larvaires des Tabanidés ont été réalisés, par 
épandage d'insecticides dans le biotope larvaire, notamment avec la dieldrine, pour la lutte contre les 
vecteurs de la loase humaine en Afrique de l'Ouest (WILLIAMS et CREWE, 1967), permettant de réduire de 
30% la population de taons adultes, mais ces techniques sont très coûteuses et polluantes. Pour les espèces 
d'intérêt vétérinaire, la diversité et l'extension des biotopes larvaires sont telles que ces modes de lutte ne 
sont pas envisageables (RAYMOND, 1982). 

2.1.2 Désinsectisation des bâtiments et du matériel d'élevage 

La désinsectisation des bâtiments et du matériel d'élevage pourrait être efficace puisqu'on observe 
régulièrement un grand nombre de taons posés sur les poteaux des clôtures, autour des mangeoires et des 
abreuvoirs, ainsi que sur les montants de bois des étables, des corrals et du matériel de contention. Des 
préparations rémanentes existent pour le bâtiment domestique (lutte contre les moustiques) mais n'ont pas 
été évaluées dans le contexte de la lutte contre les taons dans les élevages de bétail. 

2.1.3 Traitement du bétail 

Le traitement du bétail a montré son efficacité dans la lutte contre les glossines (BAU ER et al., 
,1995). 
Un insecticide déposé sur la peau d'un animal peut intoxiquer les insectes, mais ne les tuera qu'en quelques 
minutes ou quelques heures, selon la qualité et la quantité d'insecticide entrée au contact de l'insecte. 
Toutefois, certain pyréthroïdes possèdent un effet « knock down » fulgurant qui paralyse les insectes. Dans 
tous les cas, ces traitements n'empêchent pas la piqûre, ni le harcèlement du bétail, en revanche, ils 
entraînent la mort de l'insecte après son séjour sur le bétail traité. Cette technique permet de diminuer 
lentement et graduellement le nombre des insectes en quelques semaines, il ne faut pas attendre une 
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diminution immédiate de la population après le traitement. En revanche, le pic saisonnier dû aux cycles 
courts de développement sera écrêté. 

Plusieurs techniques d'application et plusieurs préparations d'insecticides (et acaricides) sont 
utilisables. 

2.2 Mode d'application sur le bétail 

La plupart des produits destinés à la baignade ou au douchage du bétail ont une rémanence de 
l'ordre de 2 à 1 O jours. La construction d'une piscine pour le traitement contre les taons sera rarement 
justifiée compte tenu de la courte période d'activité des taons. Le traitement par douche ou pulvérisation est 
donc le plus adapté. 

Les boucles d'oreille imprégnées d'insecticide sont utilisées contre les mouches, mais leur 
efficacité est très limitée; si la diffusion du produit est satisfaisante sur l'avant-main, elle ne l'est pas sur le 
reste du corps ; ce mode de lutte n'est donc pas à retenir contre les taons (FOIL, 1989). 

Les préparations pour coulage ou « pour on » ont une durée d'action contre les tiques supérieure 
aux bains/douches. Cette présentation a été utilisée avec succès contre les glossines en Ethiopie (MULA TU 
et al., 1995). Contre les Tabanidés, de récents travaux ont montré que la durée d'action n'est pas aussi 
longue, probablement du fait que l'insecticide diffuse très mal sur les zones les plus touchées: membres, tête 
et ventre (RAYMOND, communication personnelle) . De plus, le coût de ces préparations est sensiblement 
supérieur à celui des bains/douches. Toutefois les résultats chez les chevaux restent satisfaisants et, compte 
tenu que ces animaux supportent mal le douchage, le « pour on » sera préconisé dans l'espèce équine. 

2.3 Produits de traitement 

Des pyréthrines synergisées avaient montré leur efficacité en climat tempéré (BRUCE et 
DECKER, 1951), mais ont été assez décevantes en Guyane Française (HIDIROGLOU et PREVOST, 1959); 
de même, les aspersions de perméthrine (ROUSSEAU, 1982) ou la diffusion de brouillards de deltaméthrine 
(CAMUS et RAYMOND, 1995) n'ont rien apporté de significatif. WILSON, BRURNS et al. (1963) ont 
toutefois obtenu des résultats intéressants avec des pyréthrines synergisées, pour la lutte contre les taons en 
Louisiane, en réalisant des applications quotidiennes, mais le coût de tels traitements n'est pas favorable à 
leur généralisation. 

En revanche, les essais menés en 1991 par RAYMOND et FAVRE (1991 a, b et c) avec diverses 
préparations de deltaméthrine « pour on » ou en aspersion sur le bétail ont donné des résultats très 
encourageants. L'activité insecticide sur Tabanus importunus a duré plus de 10 jours, pendant lesquels 
l'abondance des insectes était sensiblement réduite. D'autres essais menés avec la deltaméthrine « pour 
on» ont montré une réduction de 68% de l'abondance de Cryptotylus unicolor (RAYMOND et FAVRE, 1991 
b). Les auteurs recommandent une pulvérisation soignée des zones les plus touchées: membres, tête et 
ventre, avec une association deltaméthrine/pipéronyle butoxide (BUTOX 50N°; à la concentration de 50 ppm 
de matière active, 2 litres/animal), et d'éviter le traitement si l'activité des guêpes bembicines est importante. 
Notons que la concentration recommandée par RAYMOND et FAVRE est double de celle utilisée pour la 
maîtrise des tiques. A la suite de 3 années de traitements insecticides par aspersion du bétail tous les dix 
jours (BUTOX 50N°, 50ppm/animal) pendant la saison d'activité des Tabanidés, il a été observé une nette 
diminution de l'abondance des taons sur un troupeau élevé dans une savane isolée dans la forêt ; ce mode 
de lutte semble donc avoir des effets à long terme sur la densité de la population des taons en milieu fermé. 

D'autres auteurs ont publié des résultats comparables à ceux de RAYMOND et FAVRE. BAY et al. 
(1976) enregistrent une efficacité de 2 semaines avec des douchages à la perméthrine. FOIL et FOIL (1992) 
observent des diminutions de 26 à 39% de la durée du repas des taons (selon les espèces), et de 30% de la 
quantité de sang prélevé, ainsi qu'une diminution de 20% du retour des insectes sur les hôtes, par le 
douchage des animaux au fenvalérate (pyréthroïde); ils soulignent qu'il est très difficile de chiffrer le 
bénéfice engendré par ce type de traitement. 

2.4 Coût des traitements 

En Guyane Française, si l'on considère que la lutte contre les Tabanidés telle que décrite par 
RAYMOND et FAVRE permet de diminuer de moitié leur nuisance, le bénéfice sur un lot de 100 animaux en 
production serait d'environ 9kg/animal et par an, soit environ 18.000FF/an pour le troupeau. 

Le coût de cette lutte, main-d'oeuvre incluse, appliquée tous les dix jours pendant la saison d'activité 
des Tabanidés, est d'environ 4.800FF (800FF X 6 traitements). Selon ces estimations, le contrôle chimique 
des Tabanidés serait donc rentable . 
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Il est possible de réduire le coût des traitements en ne traitant qu'une partie des animaux (HARVEY 
et BRETHOUR, 1979). Du fait que les taons peuvent facilement se déplacer d'un troupeau à l'autre, à vue, 
ou être attirés par l'odeur, à de grandes distances, si un éleveur entreprend un traitement, il faut que ses 
pâtures soient éloignées de plus de 200-300 m de celles d'un élevage voisin, afin que les taons ne passent 
pas continûment d'un troupeau à l'autre. 

Les taons vivent dans tous les milieux, savanes, forêts, cours d'eau, bords de mer, se nourrissent sur 
tous types de mammifères, sauvages ou domestiques, et peuvent se déplacer de plusieurs kilomètres si 
aucun hôte ne se trouve dans leur rayon d'action immédiat. Il a été établi que le maintien d'une population 
de Tabanidés ne nécessite que l'accomplissement normal du cycle de 2% des femelles de cette population; 
étant donné qu'une telle fraction de la population peut aisément se nourrir sur la faune sauvage, l'éradication 
des Taons est irréalisable à l'échelle des élevages, et le maintien de la population est quasiment 
indépendant des modes de lutte mis en place. L'éradication des taons n'est donc pas l'objectif, les moyens 
de lutte ne doivent viser qu'une réduction de la population vivant dans les zones d'élevage. 

Le contrôle de la nuisance directe des Tabanidés est très favorable à la maîtrise des hémoparasites 
(Anaplasma marginale et Trypanosoma vivax en particulier), et doit être recommandé comme complément 
aux chimioprophylaxies éventuelles contre ces hémoparasites. 
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ANNEXE 3.3 : IMMUNISATION DE MAMMIFERES CONTRE DES INSECTES 

HEMATOPHAGES 
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Immunisation de mammifères contre des insectes hématophages 

Après un aperçu historique des travaux antérieurs, qui porte plus généralement sur des arthropodes 
hématophages, les essais d'immunisation de bovins contre des Tabanidés, réalisés dans le cadre de cette 
étude, son présentés. 

1 Historique 

Les premières observations relatives à l'immunité des mammifères contre des arthropodes 
hématophages sont celles de TRAGER chez les tiques, en 1939 (a et b), mais ses travaux n'ont pas eu de 
suite jusqu'aux années 1970. L'immunisation des hôtes mammifères contre leurs parasites hématophages à 
partir d'extraits d'antigènes internes du parasite, et plus particulièrement ceux de l'intestin, est donc un 
concept de développement récent; il a été appliqué aux moustiques (ALGER et CABRERA, 1972), aux 
stomoxes (SCHLEIN et LEWIS, 1976), aux tiques (ALLEN et HUMPHREYS, 1979 ; JOHNSTON et al., 
1986; DESQUESNES et VIGNON 1987), aux glossines (DESQUESNES 1990), etc. sans que le succès soit 
universel. 

Ces recherches ont toutefois vu leur aboutissement dans la mise au point par les australiens et les 
cubains de deux vaccins recombinants (à partir d'un antigène intestinal du parasite) contre la tique du bétail 
Boophilus microp/us, respectivement dénommés TickGARD® et Gavac®. L'efficacité de ces vaccins est 
actuellement à l'étude sur le terrain dans de nombreux pays. Pour l'obtention du Gavac® en Guyane 
Française, les producteurs du vaccin réclament la mise en place d'un protocole d'évaluation qui permettrait 
de valider le produit pour l'Amérique du Sud; ce protocole, très lourd, n'a pu être mis en place faute de 
moyens techniques et de personnel. L'accès à ce produit est donc encore limité. 

Une revue bibliographique mise à jour en décembre 1995, réalisée en collaboration avec J-M 
REYNES, a permis de rassembler les publications relatant des essais d'immunisation de mammifères contre 
des antigènes internes d'arthropodes hématophages. Les principaux auteurs sont les suivants (par ordre 
alphabétique): ACKERMAN, ALLEN, BANERJEE, BARON, BROSSARD, BROWN, ESSUMAN, HATFIELD, 
HELLER-HAUPT, JOHNSTON, KEMP, KUTIMA, LEE, MBOGO, McGOWAN, McKENNA, OPDEBEECK, 
PENICHET, RAMASAMY, RECHAV, RICHARDSON, RODRIGUEZ, RUTII , SCHLEIN, SRIVASTAVA, 
TURNBULL, WALADDE, WIKEL, WILLADSEN, WONG et leurs collaborateurs. Pour ne pas surcharger les 
références bibliographiques du présent document, nous tenons une liste de 244 références bibl iographiques 
à la disposition du lecteur. 

Pour l'ensemble des modèles étudiés, les résultats sont très inférieurs à ceux obtenus avec B. 
microp/us. Dans la plupart des cas, bien qu'une activité soit observée, elle paraît très insuffisante pour 
générer des espoirs d'application à la lutte. Les raisons pour lesquelles le système fonctionne bien chez B. 
microplus et moyennement dans les autres espèces de tiques ne sont pas connues; de même on ignore 
pourquoi le système fonctionne mieux chez les tiques que chez les insectes. 

2 Essais d'immunisation des bovins contre les taons 

Chaque système arthropode/mammifère donnant des résultats différents et non applicables à un 
autre système, le choix a été réalisé de mener les expériences directement sur le système qui nous 
intéresse: taons/bovin, même si, de toute évidence, les difficultés techniques seraient plus importantes que 
pour un modèle de laboratoire. 

Les Tabanidés ne pouvant être élevés au laboratoire, il est nécessaire de capturer sur le terrain les 
spécimens nécessaires à la recherche. Cette technique est lourde, et limitée dans le temps à la période 
d'activité des Tabanidés, soit en Guyane, d'octobre à décembre. Les travaux ont été réalisés en 
collaboration avec les Dr H. RAYMOND et S. de LA ROCQUE, les animaux, le matériel , et le soutien 
technique de contention ont été aimablement mis à notre disposition par Jean MORNAND, éleveur à 
Macouria. Les résultats de ces essais ont été décevants, il nous paraît toutefois intéressant d'exposer la 
méthode générale et de souligner les difficultés rencontrées. 

2.1 Matériel et méthode générale 

L'immunisation des bovins a été réalisée à l'aide de broyats d'intestins moyens de taons à jeun selon 
une méthode précédemment décrite chez la tique (DESQUESNES et VIGNON, 1987). Trois principales 
espèces de Tabanidés sont retenues. Deux bovins sont immunisés à l'aide d'antigènes de l'intestin moyen 
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de T. occidenta/is dorsovittatus (noté TODJ, un avec ceux de T. importunus (Tl), et un avec ceux de T. 
o/ivaceiventris (TOV). Un animal sert de témoin. L'analyse qualitative des antigènes vaccinaux est réalisée 
par électrophorèse . Pour des raisons pratiques, les repas épreuves sur bovins sont réalisés uniquement avec 
Tl. Des insectes à jeun sont capturés au piège de Malaise ou directement à l'aide de flacons sur un cheval 
docile, triés par mirage, afin d'éliminer ceux qui ont déjà entrepris un repas sanguin, puis placés dans des 
cages (figure 61 a et b), type cages de glossines, pour le repas épreuve sur bovins immunisés ou témoins 
(figure 62 a et b). Deux lots de 20 Tl sont nourris sur chaque bovins avant immunisation. Quatre lots de 12 
Tl sont nourris sur chaque bovin après immunisation. Après le repas sur bovin les insectes sont transférés au 
laboratoire pour l'élevage, placés dans des gobelets individuels par lots de repas épreuves (figure 63 a et 
b), et nourris à l'aide d'un morceau de sucre placé temporairement sur le tulle du gobelet (figure 63 c) . La 
durée de survie et l'existence éventuelle d'une ponte sont enregistrées, les insectes morts sont disséqués 
pour évaluer l'avancement de la digestion et le développement des ovaires. 

2.2 Résultats 

L'électrophorèse des préparations d'antigènes intestinaux des insectes a révélé une qualité 
satisfaisante des protéines puisque de nombreuses bandes bien individualisées sont visibles sur le gel de 
plus de 211 KDa jusqu'à 39KDa. Les conditions réduites ou non réduites n'affectent pas le profil 
électrophorétique des protéines. 

Lots témoins : Le bovin destiné à être témoin a présenté un « effet témoin positif » (mortalité 
élevée des insectes nourris sur cet animal), il n'a donc pu être conservé dans l'expérience. En conséquence, 
les repas témoins sont ceux réalisés sur les autres bovins avant immunisation (au total 160 insectes). Pour 
l'étude des performances des insectes suite au repas sanguin, le taux de ponte n'a pu être utilisé car les 
pontes apparaissaient très rarement (10% environ). Le développement des ovaires et le poids des oeufs 
n'ont pu être retenus car ils se sont montrés très peu reproductibles d'un lot d'insectes à l'autre, même 
lorsqu'ils sont nourris sur le même bovin. La durée de survie des insectes après le repas sanguin est le seul 
paramètre qui soit apparu reproductible; il a donc été retenu pour la comparaison insectes nourris sur 
animaux avant versus après immunisation. 
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Figure 61 a : Introduction des insectes dans la cage de tulle 
Commentaire : Sur ce cliché on aperçoit sur la droite, les flacons individuels permettant de conserver les insectes et 
de les sélectionner par mirage avant de les introduire, par distribution aléatoire, dans les cages de repas ; à gauche une 
cage de repas ayant déjà servi (souillée par les excrétions des taons ) et au centre une cage neuve en préparation . 

Figure 61 b. Préparation de la cage de repas contenant les femelles à jeun de T. importunus 

Figure 61 : Sélection et introduction des femelles à jeun de Tabanus importunus dans une cage de tulle 
pour le repas sur bovin 
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Figure 62 a : Vue générale 

Figure 62 b: Détail de la technique de repas 
Commentaire : Une sang le de caoutchouc permet de maintenir fermement mais souplement la cage d'insectes au 
contact de la peau du bovin. A la figure 47 b, on aperçoit un insecte en cours de gorgement, et, sur le tulle des 
excrétions sanguinolentes; une partie du contenu intestinal des insectes est ainsi excrétée pendant et après le repas 
sanguin . 

Figure 62 : Repas épreuve des insectes sur bovin en cage de contention 
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Commentaire: Les gobelets sont équipés d'un mouchoir en papier imbibé d'eau , placé au fond , d'un bâtonnet en bois 
servant de support de ponte, et d'un couvercle en tulle sur lequel les insectes restent le plus souvent accrochés. 

Figure 63 a : Détail des gobelets contenant les femelles gorgées de T. importunus 

Commentaire : Les insectes nourris sur un même bovin sont regroupés par lot sur un plateau ; les plateaux d'insectes 
nourris la même semaine sont regroupés sur une étagère dans un local humide et maintenu à l'obscurité. 

Figure 63 b : Vue d'ensemble des plateaux contenant les insectes nourris sur bovins 

Figure 63 : Elevage des taons au laboratoire 
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Commentaire : On aperçoit sur ce cliché les demi-sucres placés sur le tulle pour permettre l'alimentation 
des insectes pendant l'élevage au laboratoire. Les sucres sont placés pendant seulement deux heures par 
jour tous les 2 jours afin de ne pas souiller te tulle avec un produit collant qui pourrait alors nuire à la survie 
des insectes. Par transparence on aperçoit la souillure par les excrétions des insectes sur tes mouchoirs en 
pRpier disposés au fond des gobelets ; ces mouchoirs sont changés tous les trois jours. Ces contraintes 
d'élevage sont assez importantes pour des résultats encore peu satisfaisants 

Figure 63 c : Elevage des taons au laboratoire, alimentation 

Figure 63 : Elevage des taons au laboratoire (suite) 
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La courbe de mortalité des 160 insectes nourris sur les 4 bovins avant immunisation présente une 
allure sigmoïde dont l'infléchissement a lieu vers le septième jour et qui atteint 90% de mortalité vers le 
dixième jour après le repas sanguin (figure 64) . La durée de survie maximale des insectes est de 19 jours, 
et la durée moyenne de 7,78 +/- 0,54 jours. 

Lots immunisés : Les 4 lots de 12 femelles nourries sur les 4 bovins immunisés ont donné des 
résultats comparables, et ont été regroupés pour l'analyse statistique (192 insectes). 

Par rapport aux lots témoins, on observe une plus forte mortalité des insectes pendant les tout 
premiers jours d'élevage (avant J5), puis une mortalité inférieure à celle des lots témoins ; les deux 
populations (immunisés/témoin) se rejoignant aux environs de J30. La mortalité des taons nourris sur bovin 
immunisé ou non immunisé est illustrée à la figure 64, où JO est la date du repas sanguin. La courbe de 
mortalité des insectes nourris sur animaux immunisés n'est pas d'allure sigmoïde. Au total l'immunisation a 
provoqué une augmentation de la durée moyenne de survie des femelles gorgées. 

La durée de survie maximale des insectes est de 38 jours et la durée de survie moyenne est de 
13,91 + /- 2, 13 jours, significativement différente de celle des témoins (t = 5,57 ; p<10-7>. 

2.3 Discussion 

Ces travaux n'ont pas donné lieu à des recherches approfondies car les premiers résultats ont 
rapidement montré les limites de la méthode. 

Le taux de ponte, le poids des ovaires ou des oeufs, l'éclosabilité n'ont pu être retenus pour 
l'évaluation de l'effet des immunisations car ils se sont avérés très peu reproductibles d'un lot d'insectes à 
l'autre (nourris sur le même animal), même avant immunisation lorsque tous les bovins sont témoins. Seule 
la durée de survie des adultes gorgés a été retenue comme critère d'évaluation puisqu'elle est apparue 
reproductible d'un lot d'insectes à l'autre et d'un bovin à l'autre. 

Les effets observés sur la mortalité sont les mêmes quel que soit l'espèce de Tabanidés à partir de 
laquelle sont préparés les antigènes ; il est donc probable que les antigènes immunogènes sont communs 
aux trois espèces de Tabanidés utilisés. 

L'interprétation des effets observés est la suivante : 
Chez les insectes nourris sur bovins non immunisés, l'ovogenèse se déroule rapidement. elle consomme 
tous les nutriments, et l'animal meurt rapidement après la ponte (l 'apport en sucre serait insuffisant à la 
survie) . 
Chez les insectes nourris sur animaux immunisés l'allongement de la durée de survie serait dû à la 
perturbation de la digestion ; on peut supposer que pour une partie de la population la perturbation est 
suffisamment importante pour provoquer la mort (d'où l'augmentation de mortalité dans les premiers jours 
suivant le repas) , et que pour une autre partie, elle retarde seulement la digestion ; les nutriments restent 
alors disponibles plus longtemps, ce qui permet une durée de survie supérieure. 

Les difficultés rencontrées(« effet témoin positif») montrent la nécessité de standardiser d'une part 
les hôtes, et de l'autre les techniques d'élevage des insectes. La saison d'activité des Tabanidés est trop 
brève pour permettre ce travail préalable, à moins d'opérer sur plusieurs années, ce qui ferait entrer un 
nouveau biais dans l'expérience car l'activité et les caractéristiques des populations de Tabanidés ne sont 
pas reproductibles d 'une année à l'autre. 

2.4 Conclusion 

Les Tabanidés sont un matériel biologique délicat ; l'impossibilité de les élever de manière 
satisfaisante au laboratoire est un obstacle majeur à la mise au point de protocoles expérimentaux. du type 
de celui qui a été décrit. 

Les effets enregistrés ne laissent pas d'espoir pour une application à la lutte contre les Tabanidés. 

Un modèle strict de laboratoire a par la suite été retenu afin de mieux standardiser les techniques. 
Ainsi , des essais d'immunisations de cobayes contre des sous-fractions antigéniques d'intestins moyens 
d'Aedes aegypti ont été entrepris en collaboration avec l'Institut Pasteur de la Guyane (REYNES, 
DESQUESNES et GANTEAUME, 1996). Les résultats de ces travaux ont montré que l'attractivité, la 
mortalité et la fécondité totales des moustiques n'ont pas été modifiées ; en revanche le taux de nymphose 
a diminué de 15% chez les insectes nourris sur cobayes immunisés. Ces résultats sont encore insuffisants 
pour envisager une application à la lutte anti-vectorielle. 
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Commentaire : Les pourcentages de mortalité des insectes gorgés sur animaux non immunisés (témoins) et 
sur animaux immunisés ont été calculés sur des effectifs respectifs de 160 et 192 insectes. La courbe de 
mortalité des insectes nourris sur le lot témoin est d'allure sigmoïde ; le pourcentage de mortalité atteint 50% 
à J7, et dépasse 95% 13 jours après le repas sanguin. La courbe de mortalité du lot nourri sur animaux 
immunisés est d'allure parabolique ; elle est d'abord plus élevée que celle des insectes nourris sur lot 
témoin , qu'elle croise à J6, puis reste très inférieure, atteignant 50% à J13; le pourcentage de mortalité ne 
dépasse 95% que 27 jours après le repas sanguin . 

Figure 64 : Pourcentage de mortalité des femelles de T. importunus nourries sur bovins immunisés ou 
non immunisés (témoins) contre des antigènes intestinaux de Tabanidés, en fonction du temps, en 

jours après le repas sanguin 
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