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DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE
DE LA TRYPANOSOMOSE HUMAINE AFRICAINE
A TRYPANOSOMA BRUCEI GAMBIENSE

1 — Obtention et utilisation d’antigénes bruts
dans les tests ELISA et d’agglutination au latex

Par P. B. DIALLO (1), P. TRUC (1), H. A. MEDA (1) & A. KAMENAN (2) (3)

High production and use of rough antigens for serological diagnosis
of gambian Trypanosomiasis by ELISA and Latex Agglutination technics.

Summary: The extraction of rough antigens (Ag) from trypanosomes came accross a major problem getting of a high number
of parasites. Moreover several technics for the extraction of rough antigens are described. Some of them are sophisticated and
time consuming. Aiming the obtention of a large number of Ag for this study, inoculation of trypanosomes into Cricetomys gam-
bianus and affinity chromatography of blood allow to collect of large number of trypanosomes. This new technique leads to the
extraction of 50 to 60 mg of rough Ag of trypanosomes isolated from infected Cricetomys. In order to set up a specific and sen-
sitive serological diagnosis of gambian human trypanosomiasis, the different rough Ag were used comparatively by ELISA and

Latex Agglutination tests. Confirming previous works, the results indicate a high sensitivity and a doubtful specificity for both
techniques.

Résumé : Les travaux antérieurs portant sur l’antigéne (Ag) brut des trypanosomes se sont heurtés au probléme lié a [’obten-
tion d’importantes quantités de parasites. La technique d’extraction de I’Ag brut variant d’un auteur & I’autre, plusieurs
méthodes souvent difficiles a mettre en ceuvre ont été décrites. Dans ce travail, Uinfestation d’un rat de Gambie (Cricetomys
gambianus) avec une souche de trypanosome a provoqué une forte infection atteignant une parasitémie de 10° a 10° trypano-
somes par ml (tryp/ml). Le prélévement et la filtration du sang de rat parasité a permis d’extraire 50 a 60 mg d’Ag brut. Pour
la mise au point d’un test de diagnostic sérologique sensible et spécifique de la trypanosomose humaine africaine (THA) a
T. gambiense, des Ag bruts issus de différentes souches de trypanosomes sont comparés en les mettant en jeu individuellement
dans des tests « Enzym Linked Immunosorbent Assay » (ELISA) et d’agglutination au latex ( TAL). Confirmant des travaux anté-

rieurs, cette étude montre une sensibilité appréciable et une spécificité équivoque quels que soient la technique et I’Ag brut uti-
lisés.

INTRODUCTION

dans certaines localités de Cote d’Ivoire. Persistant a
I’état endémique dans les régions de Daloa et de

La trypanosomose humaine africaine (THA) Bouaflé, elle est actuellement décrite sous forme épi-

constitue I'une des plus grandes endémies en Afrique
au sud du Sahara. Malgré les nombreux efforts
déployés pour combattre cette maladie, elle demeure un
probléme de santé publique et un obstacle sérieux au
développement économique de la zone subsaha-
rienne (10). Par rapport a d’autres parasitoses humaines
comme I’onchocercose, la THA est toujours présente
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démique dans les régions d’Aboisso, d’Issia et de
Sinfra. Par ailleurs, les tests sérologiques actuels ne
permettent pas de dépister la totalité des malades, en
particulier du fait du pouvoir que le trypanosome de
I’espece Trypanosoma brucei détient, a savoir un chan-
gement rapide de sa couverture antigénique. Ainsi, la
persistance de cette maladie nécessite la mise au point
de méthodes de dépistage fiables.

Chez le patient, le trypanosome, agent responsable de
la maladie, est difficilement observable dans la circu-
lation périphérique (10). Le parasite est souvent loca-
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lisé en faible nombre dans les systeémes lymphatiques
et nerveux, ce qui rend difficile sa mise en évidence,
aussi bien par les méthodes sérologiques que parasito-
logiques. Il est donc nécessaire d’améliorer ces
méthodes (3, 9, 10), afin de mettre a la disposition des
équipes de prospection le meilleur moyen d’optimiser
le dépistage de masse.

Cette étude voudrait apporter une contribution a la
mise au point d’un test sérologique sensible et spéci-
fique au diagnostic de la THA. L’objectif est d’amé-
liorer les méthodes sérologiques, en mettant en jeu un
réactif antigénique bien approprié au diagnostic de la
THA.

MATERIEL ET METHODES

Matériel

Souches de T. brucei utilisées. Ce sont les souches de
trypanosome Dak/H/76/IPD/1, F, Féo de la sous-espece
T. b. gambiense et les souches Karang et Djilor rele-
vant de 7. b. brucei. Bien que rattachée a 7. b. gam-
biense, la souche Féo est de position taxinomique
incertaine ; elle n’est pas pathogeéne pour I’homme (7).
Les souches collectées sont étiquetées et cryoconser-
vées dans 1’azote liquide sous forme de stabilat jusqu’a
I’emploi.

Sérums testés. Les différents sérums humains utilisés
dans cette étude sont classés de la fagon suivante :

— Sérums humains trypanosomés (SHT). Ce sont
87 SHT provenant de malades chez lesquels le parasite
était présent soit dans le suc ganglionnaire, soit dans le
sang ou le liquide céphalo-rachidien (LCR). Il s’agit
donc de sérums de trypanosomés parasitologiquement
confirmés.

— Sérums suspects THA. Il s’agit de 36 sérums de
malades chez lesquels le parasite n’a pu étre mis en
évidence, mais qui ont un taux d’immunoglobuline M
(Ig M) au moins égal a 4 fois le taux normal (TN). Ces
sérums ont une sérologie positive au diagnostic de la
trypanosomose par immunofluorescence indirecte
(IFI) (12) ou par « Card agglutination test for trypano-
somiasis » (CATT) (8).

— Sérums de paludéens, leishmaniens, bilharziens,
syphilitiques et amibiens. Ce sont au total 102 sérums
récoltés de malades présentant des infections confir-
mées soit par la mise en évidence de I’agent pathogene,
soit aux examens cliniques. Ces sérums, prélevés de
patients considérés comme non atteints de THA clini-
quement et parasitologiquement, sont néanmoins séro-
positifs au diagnostic de la trypanosomiase par IFI ou
par CATT.

— Sérums humains normaux (SHN) ou témoins
négatifs. Ce sont 53 sérums d’Européens et 474 sérums
d’Africains donneurs de sang considérés comme sains
et ne souffrant d’aucune parasitose.

Latex. Du Latex Difco (sous forme de fines parti-
cules de 3,81 nm de diametre) a été utilisé comme
support de réactif antigénique.

Méthodes

Infestation de rat de Gambie. Décongelé a 40° C,
0,5 ml d’un stabilat de souche de 7. brucei a été ino-
culé a une souris par voie intrapéritonéale. La totalité
du sang du rongeur a été récoltée par ponction car-
diaque lorsque la parasitémie a atteint environ 10° try-
panosomes par ml de sang. Un inoculum de 0,5 ml de
ce prélevement a été injecté a un rat de Gambie égale-
ment par voie intrapéritonéale. Un contrdle de la para-
sitémie a été effectué quotidiennement par prélevement
d’une goutte de sang a la veine caudale de 1’animal,
suivi d’'un comptage des trypanosomes a 1’aide d’une
cellule de Thoma.

Isolement et purification des trypanosomes. Au pic
parasitémique (2 environ 5 a 8-108 tryp./ml de sang), le
rat a subi une ponction cardiaque. Le sang récolté a été
soumis a une triple centrifugation de 5 minutes cha-
cune, successivement a 400 g, a 500 g et enfin a 510 g.
Au terme de cette centrifugation, les trypanosomes sont
localisés entre le plasma et le culot globulaire sous
forme d’une bande blanchatre plus ou moins épaisse.
Cette bande a été prélevée délicatement par aspiration
a I’aide d’une pipette Pasteur puis déposée a la surface
d’une colonne de DEAE-cellulose DE52 tamponnée
avec PBS pH 8,0 (5, 6). On a observé un temps de
contact de 15 a 20 minutes, puis la colonne a été éluée
avec du PBS glucosé a 2,6 %. Les trypanosomes sont
entrainés hors de la colonne par 1’élution. Une centri-
fugation de 15 minutes a 400 g de 1’éluat récolté a
permis de récupérer un culot de trypanosomes précipité
au fond du tube de centrifugation. Ce culot a été lavé
2 a 3 fois avec le tampon d’élution puis avec une solu-
tion de NaCl 0,15 M. Une derniere centrifugation de
10 minutes a 4 000 g a permis de concentrer les try-
panosomes et de les récolter intacts dépourvus d’élé-
ments étrangers.

Préparation des Ag bruts. Ainsi purifiés, les trypa-
nosomes ont €té mis en suspension dans un volume
égal de tampon PBS et broyés a I’ultrason en 3 cycles
de 45 W pendant 3 minutes par cycle avec un appareil
« Sonifier ». Le broyat obtenu a été centrifugé a
10 000 tours/mn pendant 20 minutes a 5° C. Le surna-
geant issu de cette centrifugation constitue I’Ag
brut (4); il a été réparti dans des tubes étiquetés et
conservés congelés a — 50° C jusqu’a I’emploi.

L’exoantigéne F est de I’antigéne soluble trouvé dans
le plasma d’un rat de Gambie infecté avec la souche F.
Il est extrait par précipitation au sulfate d’ammo-
nium (4).
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Test ELISA. La technique « Enzym Linked Immuno-
sorbent Assay » dérivée de celle de VOLLER er al. (13,
14) a été appliquée. L’appréciation des résultats
consiste a mesurer 1’absorbance a 400 nm en micro-
cuve de 1 cm de trajet optique. Le zéro de I’appareil est
ajusté en utilisant le blanc des réactifs (colorant sans
ortho-dianisidine). Les absorbances obtenues sont
exprimées en densités optiques (ou DO) lues au spec-
trophotometre.

Pour I’étude de la sensibilité du test ELISA, I’accent
est mis sur 1’étude de I'utilisation de divers antigénes,
notamment des Ag bruts extraits de différentes souches
de trypanosome du type 7. b. gambiense, du type
T. b. brucei et d’exoantigéne soluble présent dans le
plasma au pic parasitémique. Sur les 87 SHT dispo-
nibles, 65 ont servi a 1’étude de la sensibilité et de la
spécificité du test.

L’étude de sensibilité entre les Ag bruts Dak/H/76/
IPD/1 et F repose également sur I’examen de 62 SHT
et celle de I’appréciation de 1’utilisation des Ag bruts
est réalisée avec 22 autres SHT.

L’étude des réactions croisées repose sur 474 sérums
témoins africains, 53 sérums témoins européens,
62 SHT, 36 SH suspects de THA, 21 sérums humains
paludéens, 21 sérums humains syphilitiques, 14 sérums
humains bilharziens, 44 sérums humains leishmaniens
et 2 sérums humains amibiens.

Test d’agglutination au latex (TAL). Ce test est basé
sur la technique de BINZz (2). La mise au point des
modalités techniques nous a permis de noter que 1 ml
d’une suspension de latex sensibilisé avec 650 g d’Ag
brut offre le maximum d’agglutination. En dessous et
au-dessus de cette quantité, I’agglutination obtenue est
de moindre importance. Dans cette partie du travail,
nous appliquons cette technique pour I’étude des réac-
tions croisées. A cet effet, 78 sérums témoins africains,
65 SHT, 36 SH suspects de THA, 21 sérums humains
paludéens et 44 sérums humains leishmaniens ont été
testés. L application de la technique d’agglutination sur
latex a été réalisée en utilisant comme réactif antigé-
nique I’extrait brut ou 1I’Ag brut de la souche
Dak/H/76/IPD/1 de T. b. gambiense (4). Sur une plaque
en verre, on mélange une goutte de suspension de latex
sensibilisé et une goutte de sérum a tester. La plaque
est ensuite agitée doucement pendant 2 a 3 minutes. On
observe un temps d’incubation de 12 minutes 2 la tem-
pérature du laboratoire avant de procéder a la lecture.

Un sérum positif se caractérise par 1’apparition d’une
fine agglutination. Un sérum est considéré comme
négatif quand aucune agglutination n’apparait dans les
7 minutes qui suivent la réaction (latex sensibilisé plus
sérum a tester). Par rapport a la superficie de la plaque
de verre, il est possible de tester des séries de 6 a
12 sérums en méme temps.

RESULTATS ET DISCUSSION

Obtention des antigenes bruts

Les quantités d’Ag bruts extraits des souches de try-
panosomes varient entre 50 et 60 mg. Il a été préparé
également un mélange antigénique constitué, a volume
égal, des Ag bruts extraits des souches de trypano-
somes Dak/H/76/IPD/1 et F (4).

Utilisation des Ag bruts
pour le diagnostic de la THA
par ELISA et agglutination au latex

Sensibilité de I’Ag brut dans un test ELISA

En testant les Ag bruts extraits des souches de try-
panosomes de la sous-espece 7. b. brucei (tableau I),
on note que les SHT sont caractérisés par des absor-
bances plus faibles que celles obtenues avec les extraits
issus des souches de 7. b. gambiense. En effet, les DO
sont inférieures ou égales a 0,51 avec les premiers anti-
genes (Ag bruts Djilor et Karang) et supérieures a 0,50
avec les seconds (Ag bruts Da/H/76/IPD/1 et F).

L’absorbance des SHT est accrue lorsque le test
ELISA est doté d’un réactif antigénique constitué d’un
mélange d’Ag bruts (DO égale ou supérieure a 0,64,
voir tableau I).

Contrairement a I’Ag brut F, la mise en jeu de I’Exo
Ag F dans un test ELISA n’a pas donné de fortes
absorbances vis-a-vis des SHT. Les DO enregistrées
avec ce réactif sont bien inférieures a celle du seuil cri-
tique. Ces deux réactifs, bien qu’appartenant a la méme
souche, semblent étre dotés de réactivité antigénique
différente. L’exo Ag F, antigéne soluble isolé du

Tab. I. — Densités optiques des sérums humains trypanosomés
par test ELISA en fonction de la sous-espece de la souche de
trypanosome donneuse de I’Ag brut utilisé.

antigénes M* + S** valeurs extrémes
T. b. gambiense
Dak/H/76/IPD/1 | 0,53 £0,13 0,22-0,82
F 0,51£0,18 0,10-0,89
mixte *** 0,64 £ 0,20 031022 s |
Exo Ag F **** 0,05 £ 0,06 0-0,29
Féo 0,30+ 0,18 0,05 - 0,80
T. b. brucei
Djilor 0,06 + 0,06 0-0,35
Karang 0,07 + 0,08 0-0,51

* moyenne des densités optiques
**  écart type
*** ]'Ag mixte est un mélange, a volume égal,
des Ag bruts Dak/H et F
*¥¥* Exo Ag F : antigéne soluble extrait du plasma
d'un rat infecté avec la souche F
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plasma, parait fortement moins concentré que I’Ag
brut F.

Les absorbances moyennes obtenues indiquent que
les souches F et Dak/H/76/IPD/1 ne différent pas signi-
ficativement entre elles (tableau I). Par contre, la
souche Féo, considérée comme proche de la sous-
espece 1. b. gambiense et non de la sous-espéce
T. b. brucei (7) se distingue significativement des
souches F et Dak/H/76/IPD/1 par une DO moyenne
de 0,30 nettement plus basse.

De I’appréciation de I’utilisation des Ag bruts,
Dak/H/76/IPD/1 et F, issus de deux souches de la sous-
espece 1. b. gambiense, il ressort que 1’absorbance de
chacun des 22 SHT testés varie en fonction du réactif
antigénique mis en jeu (tableau II). La valeur des DO
qui caractérisent ces sérums démontre une différence
de sensibilité au niveau des types d’Ag bruts utilisés.

Dans I’étude de corrélation des sensibilités, on note
qu’en mettant en jeu 1’Ag brut Dak/H/76/IPD/1, un
SHT est caractérisé par une sérologie négative (fig. 1).

Tab. Il. — Densités optiques des sérums humains trypanosomés
soumis au test ELISA en fonction de la souche de trypano-
some donneuse de I'’Ag brut utilisé.

densité optique densité optique
SHT| Agbrut | Agbrut| SHT| Agbrut | Agbrut
Dak/H/76 F Dak/H/76 F
1 1,4 2.1 12 0,83 0,53
2 0,84 1,57 13 0,91 0,94
3 1,4 2,06 14 0,84 0,47
4 1,1 1,24 15 1,39 12
5 1 0,56 16 1,45 1,43
6 1 1,05 17 1,47 0,9
7 0,9 1,22 18 1,27 0,62
8 1,05 0,96 19 gt 1,31
9 1,33 2,1 20 0,42 1,16
10 1,44 2 21 0,57 0,34
11 0,95 0,28 22 1 1,46

SHT : sérums humains trypanosomés

Les 64 SHT restants sont caractérisés par des DO signi-
ficatives. Avec I’Ag brut F, 8 SHT sur 65 sont néga-
tifs. Bien que ces Ag bruts soient des extraits provenant
de souches de trypanosomes de 7. b. gambiense, on
percoit qu’ils n’ont pas toujours la méme sensibilité
vis-a-vis des SHT. Ceci nous permet de retenir qu’un
sérum testé peut avoir une sérologie positive vis-a-vis
d’un réactif antigénique brut donné et une sérologie
négative vis-a-vis d’un autre. Donc, avec le test
ELISA, les DO qui caractérisent un SHT sont fonction
du type d’Ag brut utilisé.

La sensibilité d’un test ELISA destiné au diagnostic
de la THA est régie par certains facteurs liés au réactif
antigénique mis en jeu.
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Fig. 1. — Sensibilité entre deux Ag bruts, Dak/H/76 et F
mis en jeu séparément dans un test ELISA.

Avec I'utilisation des Ag bruts issus des souches de
trypanosomes du type 7. b. brucei (Djilor, Karang),
on observe que les absorbances des SHT sont trés
faibles (tableau I). Les DO subissent un accroissement
logarithmique lorsque des concentrations protéiques
croissantes de 1’Ag brut Karang sont mises en jeu
(fig. 2). A cet effet, I’absorbance la plus importante est
obtenue lorsque la concentration protéique du réactif
antigénique atteint 32 pg/ml. L’utilisation d’un tel
réactif pour le diagnostic de la THA par ELISA néces-
site une concentration protéique optimale. On observe
ainsi que, pour un test ELISA, la mise en jeu d’une
bonne concentration protéique d’extrait d’Ag brut
d’une souche de trypanosome de la sous-espéce
T. b. brucei offre une sensibilité appréciable.

Par contre, I'utilisation de 1’Ag brut Djilor dans les
mémes conditions donne des absorbances constantes et
relativement faibles (DO 0,57). Ces résultats n’incitent
pas a utiliser I’antigéne Djilor pour élaborer un test de
diagnostic sérologique de la THA.

Spécificité de I’Ag brut dans un test ELISA

La DO du seuil critique étant 0,50 (tableau III), cette
étude montre que 98,7 % (82 + 16,7 %) des sérums
témoins africains (ou témoins négatifs) sont caracté-
risés par des DO comprises entre 0,12 et 0,4; 1,3 % de
cette catégorie de sérum sont caractérisés par des
absorbances relativement élevées (DO comprises entre
0,50 et 0,59).

Les 65 sérums humains trypanosomés (SHT) testés
dans cette partie du travail sont caractérisés par des DO
€gales ou supérieures a celle du seuil critique. En fonc-
tion des absorbances caractéristiques, nous notons la
répartition de ces sérums dans une gamme de DO allant
de 0,5 a des valeurs supérieures a 1. Environ 9 % sont
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Fig. 2. — Variation d’absorbance d’un pool de SHT en fonc-
tion de la concentration protéique de I’Ag brut (issu d’une
souche hétérologue).

confirmés dans une zone de DO comprise entre 0,50 et
0,59, 41 % le sont avec des DO allant de 0,80 a 1, et
50 % de ces SHT sont caractérisés par des DO supé-
rieures a |.

Les sérums humains de paludéens, de syphilitiques,
de bilharziens et d’amibiens ont des absorbances
faibles, caractérisées par des DO inférieures a 0,5.

Outre les 1,3 % de témoins négatifs africains a DO
nettement supérieures a celle du seuil critique, on note
que 12,5 % des sérums leishmaniens sont aussi carac-
térisés par des DO supérieures au seuil critique. Ces
résultats montrent que la mise en jeu d’Ag brut extrait
d’une souche de trypanosome de 7. b. gambiense dans
un test ELISA peut favoriser 1’éventualité de réaction
croisée aussi bien entre des SHT et des sérums d’ Afri-
cains présumés sains, qu’entre des sérums d’ Africains
atteints d’une leishmaniose cutanée et des SHT.

Sensibilité et spécificité de I'’Ag brut
dans le test d’agglutination au latex (TAL)

Dans cette partie du travail, les résultats obtenus
(tableau 1V) conduisent aux observations suivantes :

— vis-a-vis d’une population indemne de paludisme
et de leishmaniose, le titre d’agglutination au 1/8 pour-
rait étre choisi car 95 % des SHT sont confirmés.
Cependant, les réactions croisées avec d’autres parasi-
toses sont trés importantes (66,6 % des sérums palu-
déens et 37,5 % des sérums leishmaniens s’averent
séropositifs pour la THA). Ces résultats traduisent une
sensibilité appréciable et un manque de spécificité du
test (tableau IV). Avec les mémes sérums dilués au
1/16, et dans le but de conférer a la méthode une
meilleure spécificité, on observe que 85 % des SHT
agglutinent, de méme que 33 % des sérums paludéens
et 37,5 % des sérums leishmaniens, présentant ainsi
une sérologie positive pour la THA. Les pourcentages
des réactions croisées observés lorsque les sérums sont
dilués au 1/32 sont : 14,2 % pour les sérums paludéens
et 37,5 % pour les sérums leishmaniens. Avec une dilu-
tion sérique au 1/64, on note respectivement 4,7 et
12,5 % de réactions croisées. La dilution sérique au
1/128 a permis d’éliminer les réactions croisées, mais
a cette dilution, seuls 15 % des SHT sont confirmés.
Ces résultats permettent de retenir que 1’Ag brut
(Dak/H/76/1PD/1), bien que tres sensible, semble doté
de spécificité tres limitée pour le diagnostic de la THA
par le TAL.

VOLLER ef al. (13, 14) ont initié I'intérét du titrage
immuno-enzymatique ELISA pour le diagnostic de la
THA. Mais la présence des faux séropositifs (ou réac-
tions croisées) demeure encore un obstacle majeur. De
nos jours cette technique, bien que sensible, ne permet
pas de diagnostiquer spécifiquement la THA.

Dans notre étude, en mettant séparément en jeu des
Ag bruts extraits de différentes souches de trypano-

Tab. 1II. — Importance relative des sérums humains normaux
et pathologiques en fonction de leur absorbance au test ELISA* (exprimée en pourcentage).

nb de sérums densités optiques (en nm*¥)

Sérums de : examinés 020,19 | 0202049 | 0,5020,59 | 0,6020,79 | 0,80a1 | >1
témoins africains 474 82 % 16,7 % 1,3 %
témoins européens ke 300 100 %
trypanosomés africains 62 8 % 42 % | 50 %
suspects THA 36 sl 17 % 8 % | 75 %
paludéens 21 80 % 20 %
syphilitiques 21 100 %
bilharziens 14 100 %
leishmaniens 44 50 % 37,5 % | 125 %
amibiens 2 100 %

* ELISA effectué avec I'Ag brut Dak/H/76/IPD/1
** nm = nanometre
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Tab. 1V. — Limites de la spécificité du test d’agglutination au latex avec I’Ag brut
provenant de la souche Dak/H/76/IPD/I.

nombre SHT confirmés | SH suspects THA | SH paludéens | SH leishmaniens | témoins négatifs
de tests 65 36 21 44 78
sérumpur n 65 33 19 33 34
%o (100) (92 (90) (75) (44)
1/4 * n 62 33 16 33 9
% (95) 14447(92) (76) (75) (12)
1/8 * n 62 31 14 17 1
% ©5) | @6 (66) (38) )
1/16 * n 55 24 7 17 0
% (85) (66) (33) (38) 0
1/32* n 46 14 3 17 0
% (O AP EN IR ES) (14) (38) 0
1/64 * n 29 7 1 6 0
% (45) (19) (5) (13) 0
1/128 * n 10 4 0 0 0
%0 (15) (11) 0 0 0

n : nombre de sérums positifs au TAL
% : pourcentage des sérums positifs au TAL
* 1 dilutions des sérums

somes dans un test ELISA, les résultats indiquent que
I’absorbance d’un sérum donné varie d’un extrait anti-
génique a un autre. L’éventualité d’un SHT séropositif
avec un Ag brut donné et séronégatif avec un autre est
trés probable. La sensibilité du test ELISA dépend des
différents Ag bruts utilisés. Ces sensibilités variables,
donnant des résultats sérologiques erronés (réactions
croisées ou quelques réactions de fausse négativité),
compromettent ainsi la spécificité du test.

Des travaux antérieurs confirment les résultats de la
présente étude. En effectuant le diagnostic de la THA
par la méthode ELISA avec un Ag brut, RUITENBERG
& Buys (11) ont observé des réactions croisées avec
des sérums humains leishmaniens. L analyse de
20 SHT au diagnostic de la THA par immuno-électro-
phorése a permis 2 AFCHAIN et al. (1) d’observer des
arcs de précipitation lorsque des Ag bruts hétérologues
d’helminthes ou de divers protozoaires sont utilisés
comme réactifs antigéniques de 1’épreuve. Parallele-
ment, I’immuno-électrophorése des sérums humains
caractérisés par d’autres parasitoses (bilharziose, hyda-
tidose, paludisme, amibiase, filariose, candidose, asper-
gillose, toxoplasmose, leishmaniose, maladie de
Chagas) soumise d’une part a I’Ag brut extrait d’une
culture in vitro de T. b. gambiense et d’autre part a
I’Ag brut de 7. b. gambiense sanguicole a permis a ces
auteurs de noter des aberrations qui semblent provenir
de la qualité ou de la nature des réactifs antigéniques
utilisés.

L’ensemble de nos résultats corroborent ainsi les tra-
vaux précédents et discréditent I'utilisation des Ag
bruts des souches de 7. brucei s. 1. comme réactifs
antigéniques pour le diagnostic de la THA par ELISA
et par TAL.

SH : sérums humains
SHT : sérums humains trypanosomés

Quelques expériences préliminaires nous incitent a
poursuivre cette étude en testant 1’utilisation des frac-
tions d’Ag bruts des mémes souches de trypanosomes
comme réactif antigénique.

CONCLUSIONS

Les résultats obtenus permettent de retenir que :

— la mise en jeu d’un Ag brut extrait d’une souche
de trypanosome du type gambiense confere une bonne
sensibilité au test;

— quelle que soit la sous-espece a laquelle appartient
la souche de trypanosome donneuse de 1’antigéne, la
sensibilité du test varie selon I’Ag brut utilisé ;

— la mise en jeu d’un réactif antigénique hétéro-
logue, constitué d’une concentration protéique opti-
male d’Ag bruts extraits d’une souche de trypanosome
du type 7. b. brucei, apporte au test un regain de sen-
sibilité.

Bien qu’augmentant la sensibilité des techniques
ELISA et TAL au diagnostic de la THA, la mise en jeu
de réactif antigénique constitué d’Ag bruts extraits de
souches de 7. brucei s. 1. compromet la spécificité du
test et expose a de nombreuses réactions croisées.
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