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Introduction

La Trypanosomose Humaine Africaine (THA) ou maladie du sommeil est une affection
parasitaire endémique touchant de nombreux pays de I’ Afrique Subsaharienne (Simarro et al.,
2012). Cette parasitose est causée par deux sous-especes de trypanosomes appartenant a
I’espéce Trypanosoma brucei (T. b) sensu lato (s.l.) (Blscher et al., 2017). Chaque sous-
espéce provoque une forme de pathologie. La sous-espéce Trypanosoma brucei gambiense (T.
b. gambiense), observée en Afrique de 1’Ouest et Centrale est responsable de 1’infection
chronique de la THA et représente plus de 98 % de cas rapportés actuellement (Franco et al.,
2018), tandis que la sous-espece Trypanosoma brucei rhodesiense (T. b. rhodesiense),
présente en Afrique de I’Est et du Sud est responsable de la forme aigué de la maladie et de
plus de 2 % de cas notifiés. Une troisieme sous-espece, T. b. brucei, non pathogene pour
I’homme, est 1’un des trypanosomes responsables de la Trypanosomose Animale Africaine
(TAA) chez les animaux sauvages et domestiques dans toutes les régions africaines colonisées

par les glossines, vecteurs biologiques de ces parasites (Hoare, 1972).

L’histoire du continent africain a été profondément marquée par les flambées épidémiques de
la THA, a la fin du XIX®™ siécle, qui décimérent des villages entiers (Martin et al., 1909).
Dans les années 1960, une lutte acharnée, conduite par un médecin colonial, Eugéne Jamot et
divers services de lutte contre la THA, a permis de faire baisser le nombre de cas et de
déclarer la maladie sous contrdle dans les années 70 dans toute 1’Afrique sub-saharienne
(Frézil, 1990). Cette situation favorable a conduit a une diminution de la surveillance apreés les
indépendances, engendrant la résurgence de la maladie. A la fin du XX®™ siécle,
I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) a estimé que plus de 60 millions d’africains sont
exposes au risque de contracter la maladie (WHO, 1998). Depuis lors, une alliance mondiale
dirigée par I'OMS a fait sienne 1’épidémie de la THA comme probléme de santé publique
(WHO, 2012). Cet engagement renouvelé des institutions nationales et internationales, y
compris le secteur privé, a réussi a réduire le nombre de cas. Ainsi, les données récentes n’ont
notifié que 977 nouveaux cas en 2018, contre 1442 en 2017 et 2164 en 2016 en Afrique
subsaharienne (Franco et al., 2018 ; WHO, 2019). De plus, de nombreux pays considérés
comme endémiques n'‘ont signalé aucun cas ces dernieres années. Dans ce contexte,
I'élimination durable de la THA en tant que probléme de santé publique (WHO, 2012), avec
I’interruption totale de la transmission en Afrique envisagée pour 2030 par I’'OMS (Holmes,

2014 ; Franco et al., 2018) semble étre réaliste.
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La THA est une sorte de vestige de la grande époque coloniale, une espece de maladie
honteuse d'une période de I'histoire du continent que d'aucuns voudraient oublier a défaut de
pouvoir l'effacer (Louis, 2002). Cependant, I’histoire récente suggeére que la réémergence
observée & la fin du XX*™ siécle serait due en partie & un relachement des efforts de lutte et a
une baisse du financement de la recherche opérationnelle. Prendre les dispositions nécessaires
pour ne pas retomber dans une flambée épidémique représente donc un objectif capital
(WHO, 1998).

En Afrique de I’Ouest, la Cote d’Ivoire reste le deuxiéme pays le plus touché par la maladie
du sommeil aprés la Guinée (Simarro et al., 2012 ; WHO, 2014). En Céte d’Ivoire, la
stratégie de conquéte de la forét ivoirienne pour le développement des plantations de café et
de cacao a suivi une logique de fronts pionniers partis du Sud-Est, en direction du Centre-
Ouest, de I’Ouest puis du Sud-Ouest, appelé communément « boucle du cacao ». Cet
itinéraire geographique, suivi par les fronts pionniers du binéme café-cacao, a également été
emprunté par les foyers de THA qui se sont ouverts dans certaines aires forestieres bien
délimitées géographiquement (Hervouét et al., 2000). La THA touche particulierement les
populations travaillant dans les plantations de culture de rente (café, cacao). Cette maladie
peut donc avoir un impact sur la main d’ceuvre agricole et particulierement celle relative au
café et cacao. En effet, la Cote d’Ivoire est le premier exportateur mondial de féves de cacao
et classée parmi les dix premiers producteurs de café au monde. Ces deux produits
représentent 40 % des recettes d’exportation nationales et environ 20 % du produit intérieur
brut (Aka et al., 2017). Dans les zones de production de ces matieres premieres, des efforts de
lutte ont été réalises dans le sens du contrdle de la THA entre 2000 et 2011, avec 643 cas
notifiés (Franco et al., 2018). Ces efforts sont principalement le fait des campagnes de
dépistage actif exhaustif (prospections médicales) menées depuis la fin des années 1990 par le
programme National d’¢élimination de la THA en Coéte d’Ivoire (Courtin et al., 2010 ;
Kambiré et al., 2012 ; Simarro et al., 2013), en collaboration avec les équipes techniques de
recherche de I’UJLoG, de I'IPR et de I’IRD. Ces campagnes de dépistage ont permis de
réduire considerablement la prévalence de la maladie (Koffi et al., 2016). Depuis 2009, moins
de 11 cas ont éeté notifiés annuellement en Céte d’Ivoire (Koffi et al., 2016 ; Franco et al.,
2018). Malgré ces importants efforts de lutte qui ont permis ces dernieres années de faire

baisser significativement les prévalences de la maladie, la THA continue d’exister de fagon
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hypo-endémique dans le Centre-Ouest, notamment dans les foyers de Bonon et Sinfra. Ce
maintien de la maladie a 1’état hypo-endémique, dans ces zones pourrait étre di a 1’existence
et au maintien d’un réservoir du parasite qui continue d’entretenir le cycle de transmission.
Deux cas de figures sont possibles, a savoir le réservoir humain et le réservoir animal
(Buscher et al., 2018).

Concernant le réservoir humain, des études ont montré qu’il existe dans les foyers de THA,
des individus positifs aux tests sérologiques mais négatifs en parasitologie. Ces individus chez
lesquels le parasite reste indétectable sont appelés séropositifs (Garcia et al., 2000). Une
partie de ces individus séropositifs sont des porteurs asymptomatiques de parasites (Bucheton
et al., 2011 ; llboudo et al., 2011 ; Kabore et al., 2011 ; Ahouty et al., 2017) indétectables par
les tests parasitologiques classiques utilisés en routine (Garcia et al., 2006). En outre, le suivi
des séropositifs en Cote d’Ivoire a montré que certains de ces individus maintiennent dans le
temps des réponses sérologiques élevées sans développer la maladie (Garcia et al., 2000).

Si ces personnes seropositives ne sont pas traitées, elles pourraient constituer un réservoir
humain de trypanosomes et favoriser le maintien de la maladie a 1’état hypo-endémique de par

leur présence dans les zones de transmission.

Outre ces sujets séropositifs, les animaux domestiques ont été indexés sans que leur réle
épidémiologique réel soit prouvé (Buscher et al., 2018). Des études menées dans un foyer
actif de la maladie du sommeil en Coéte d’Ivoire ont permis d’isoler des stocks de
trypanosomes chez des humains et des porcs. Les résultats de ces études ont révélé que
certains stocks humains appartenant a T. b. gambiense étaient génétiquement proches des
stocks isolés chez les porcs (Jamonneau et al., 2003). Ces résultats montrent que le réle du
réservoir animal dans 1’épidémiologie de la THA mérite d’étre élucidé, notamment dans un

contexte d’élimination de la maladie par I’OMS.

C’est dans ce contexte que s’inscrit les travaux de recherches présentés dans cette these dont
I’objectif général est de déeterminer le r6le des animaux domestiques dans le maintien et / ou
la réémergence de la THA dans les foyers du Centre-Ouest de la Cote d’Ivoire.

Pour atteindre cet objectif général, les différents objectifs spécifiques qui ont été assignés a

cette these sont de :
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1- identifier les animaux domestiques présentant des infections a T. brucei s.l. et de
rechercher la sous espéce pathogéne pour I’Homme ;

2- evaluer la diversité génetique des populations de I’espeéce T. brucei s.l. chez les
animaux domestiques en utilisant des marqueurs microsatellites ;

3- estimer en expérimentation animale (xénodiagnostic) I’implication des faibles charges

parasitaires dans le maintien de la THA a I’état hypo-endémique.

Le présent mémoire de these est subdivisé en quatre parties. La premiere partie aborde les
généralités sur les trypanosomes et 1’épidémiologie de la THA. La deuxiéme partie décrit le
matériel et les méthodes utilisés pour la détection et I’identification des trypanosomes ainsi
que la détermination des génotypes au sein du complexe T. brucei s.I. a ’aide des marqueurs
microsatellites. La troisieme partie est consacrée a la présentation des résultats obtenus qui
seront discutés dans la quatrieme partie. Enfin, ce document s’achéve par une conclusion et

des perspectives de recherches suscitées par les résultats obtenus.
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1.1. Trypanosomes

Les trypanosomes sont des organismes unicellulaires, microscopiques, de forme allongée,
dont la locomotion est assurée par un seul flagelle dirigé vers I’avant. Ce sont des
protozoaires du genre Trypanosoma, ayant un hote vertébre, chez lequel ils se multiplient
dans les liquides biologiques et un héte invertébré, généralement un insecte piqueur chez
lequel ils vivent dans le tractus gastro-intestinal. Les trypanosomes sont responsables de
diverses maladies animales et humaines en lI'occurrence la Trypanosomose Animale Africaine
(TAA) et la Trypanosomose Humaine Africaine (THA). IIs s’observent au microscope avec
ou sans coloration. Il existe de nombreuses especes de trypanosomes africains. Parmi celles-
ci, seuls ceux qui appartiennent au groupe T. brucei s.l. sont infectieux pour I’étre humain
(WHO, 2013).

1.1.1. Biologie des trypanosomes

Les trypanosomes sont des protozoaires parasites obligatoires vivant dans les liquides
biologiques (sang, lymphe et LCR). Cependant, des études récentes ont mentionné la présence
de trypanosomes sous la peau de leurs hétes (Caljon et al., 2016 ; Capewell et al, 2016) et
dans les tissus adipeux (Trindade et al., 2016). Les trypanosomes sont des étres vivants
constitués d’une seule cellule munie d’un flagelle qui assure leur locomotion. En Afrique
subsaharienne, une seule espéce, T. brucei s.l., pathogéne pour I’homme est strictement

localisée dans les régions ou vivent les glossines.
1.1.2. Systématique des trypanosomes

Les trypanosomes africains appartiennent a la classe des zoomastigohorea, a 1’ordre
Kinetoplastida, au sous-ordre Trypanosomatina, a la famille Trypanosomatidae et au genre
Trypanosoma (WHO, 2013) (Figure 1). Le genre Trypanosoma comporte huit sous-genres
subdivisés en deux sections selon les modalités de développement du trypanosome chez

I’insecte. On distingue la section des Stercoraria et celle des Salivaria.

La section des Salivaria se caractérise par un cycle de développement qui a lieu dans l'intestin
ou dans la région buccale du vecteur et qui s'acheve dans les piéces buccales ou les glandes

salivaires. Cette section a un mode de transmission antérograde. La transmission chez 1’hote
5
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vertébré se fait par inoculation des formes infectantes lors de la piqlre de l'insecte. Salivaria
contient quatre sous-genres (Hoare, 1972) : Duttonella (T. vivax, T. uniforme), Trypanozoon
(T. brucei s.l., T. evansi, T. equiperdum), Pycnomonas (T. suis) et Nannomonas (T.

congolense, T. simiae, T. godfreyi).

L’espéce T. brucei s.l. comprend trois sous-especes génétiqguement différentes (Gibson, 2007 ;
Balmer et al., 2011) : T. b. brucei, T. b. rhodesiense et T. b. gambiense. Cette derniere est
subdivisée en deux sous-groupes génétiquement différents : le groupe 1, tres homogene (T. b.
gambiense groupe 1), responsable de la maladie du sommeil dans 98 % des cas répertoriés
actuellement (Franco et al., 2018) et le groupe 2, hétérogene (T. b. gambiense groupe 2) dont

I’existence est discutée (Koffi et al., 2009 ; Jamonneau et al., 2019).

La section des Stercoraria se caractérise par un cycle de développement du parasite qui se
déroule dans le tractus digestif de I'insecte vecteur et s'achevant dans I'intestin postérieur. Les
formes infectantes sont transmises par les fécés du vecteur et pénétrent de facon active a
travers la peau de I’hote. On parle de cycle de développement a transmission postérograde.
Cette section comprend trois sous-genres (Hoare, 1972) : Megatrypanum (T. theileri),

Herpetosoma (T. lewisi) et Schizotrypanum (T. cruzi, T. rangeli).
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Figure 1 : Classification des trypanosomes des mammiféres
Source : WHO. (2013).
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1.1.3. Morphologie de Trypanosoma brucei s.I.

Les trypanosomes du complexe T. brucei s.I. mesurent 10 a 40 um de long sur 2 a 3 um de
large. Comme tous les kinétoplastidés, les trypanosomes possedent, outre les constituants
cellulaires classiques (noyau, cytoplasme), un organite spécifique, le kinétoplaste, qui est une
masse colorée en rouge par le Giemsa et situé¢ a I’extrémité postérieure du trypanosome et
d’ou part le flagelle (Figure 2). Le kinétoplaste joue un rdle dans la production d’énergic du
trypanosome. L'existence d'un flagelle plus ou moins développé délimite avec le périplasme
une membrane ondulante, qui permet de distinguer plusieurs stades de différenciation du
parasite, tant chez l'insecte vecteur que chez I'néte mammifére. Ces stades permettent de

distinguer des phases successives dans le cycle évolutif (Fenn et al., 2007) (Figure 3).
1.1.4. Cycle évolutif de Trypanosoma brucei s.1.

Les trypanosomes du groupe T. brucei s.l. ont un cycle de vie complexe avec divers stades qui
présentent une morphologie et une physiologie distinctes chez 1’hdte vertébré (homme ou
animal) et chez I’insecte vecteur (WHO, 2013).

Kinétoplaste

Vésicule endocytaire Poche flagellaire

Mitochondrie
Lysosome

Noyau

Glycosome

Flagelle

Figure 2 : Structure de Trypanosoma brucei s.1.
Source : WHO. (2013).
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Injection des
trypanosomes
dans la peau d’'un
hite mammifére

Multiplication
T By dane 1 sam B
7 N Ihéte
. N
Ingestion de

trvpanosomes lots
du repas de sang

Figure 3 : Cycle de vie de Trypanosoma brucei s.1.
Source : Buscher et al. (2017).

1.1.4.1. Chez I’héte vecteur

Lorsque la mouche tsé-tsé prend son repas de sang chez un hote infecté, elle absorbe des
formes trypomastigotes courtes ou trapues (formes sanguicoles) qui se transforment en formes
dites trypomastigotes procycliques ou allongées dépourvues de leur revétement antigénique.
Dans l'intestin moyen de la glossine, ces formes procycliques se multiplient activement et
migrent vers les glandes salivaires ou elles se différencient en épimastigotes qui se
transforment a leur tour en formes trypomastigotes métacycliques infectieuses. Les
trypanosomes métacycliques et sanguicoles sont caractérises par 1’acquisition a leur surface
d’un revétement protecteur formé de Glycoprotéine Variable de Surface (GVS) ou Variant
Surface Glycoprotein (VSG) en anglais. La GVS va permettre a ces trypanosomes de survivre
chez I’h6te mammifére. Elle est remplacée par la procycline chez les trypanosomes
procycliques (Figure 4) (Pays, 1990). Ces formes métacycliques infectantes se détachent des
cellules épithéliales salivaires et restent dans la salive par laquelle elles sont transmises a
I’hote mammifere lors du prochain repas de sang. La durée du cycle dépend de l'espece de
trypanosome et de la température; elle est estimée a 30 jours chez T. brucei (Kennedy, 2004).
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Formes métacycliques

Formes procycliques

Intestin moyen

Glossine | Mammiféere

Figure 4 : Protéines majeures de surface au cours du cycle parasitaire de Trypanosoma brucei

Source : Pays. (1990).

1.1.4.2. Chez I’h6te mammifére

Lors du repas de sang, la glossine injecte par voie hypodermique des formes métacycliques
infectieuses présentes dans ses glandes salivaires. Les trypanosomes métacycliques se
localisent dés les premiers instants au niveau du point de piqdre ou ils se différencient en
formes sanguicoles longues et gréles qui sont entrainées vers le courant sanguin ou elles se
multiplient activement. C’est la premiére phase de la maladie ou phase lymphatico-sanguine.
Cette premiere phase peut durer de plusieurs mois a plusieurs années. Ensuite, les

trypanosomes envahissent le liquide céphalo-rachidien et d’autres organes, tout

10



Généralités

particulierement le cerveau et le systeme nerveux central (Kennedy, 2004), conduisant a la
deuxiéme phase de la maladie ou phase neurologique. Les formes gréles se différencient
également pour donner naissance a des formes trapues qui ne se reproduisent pas et sont déja
adaptées a I’environnement que va leur offrir la mouche tsé-tsé une fois que celle-ci les aura
captées a la faveur d’un nouveau repas de sang. Ces formes trapues sont les seules a étre

infectieuses pour I’insecte (Fenn & Matthews, 2007).

Les symptomes les plus fréquents lors de la phase lymphatico-sanguine sont la fiévre, les
cephalées, les adénopathies cervicales (Figure 5), signes de Winterbottom, 1’asthénie et des

douleurs musculaires et articulaires.

Le deuxieme stade de la maladie se caractérise par de nombreux troubles sensitifs, moteurs,
psychiatriques, des troubles de la vigilance, des troubles neuro-endocriniens (stérilité et perte

de libido, trouble de la soif) et du sommeil.

Figure 5 : Adénopathie cervicale
Source : Anofel. (2014).

11



Généralités

1.1.5. Particularité du trypanosome : la variation antigénique

La variation des antigenes de surface au cours de l'infection chez I'n6te mammifeére est un
phénomene bien connu dans les trypanosomoses africaines. Elle protege les parasites contre la
réponse immunitaire de I’hote et permet ainsi la persistance de l'infection. En effet, le
revétement antigénique du trypanosome se compose d’un antigéne majeur de surface
(Glycoprotéine Variable de Surface: GVS) et d’antigénes mineurs (Pays & Berberof, 1995;
Pays & Vanhollebeke, 2009). Cette couverture apparait des le stade métacyclique infectant
chez I’insecte vecteur, elle recouvre les formes sanguicoles chez I’hdte vertébré et disparait
chez les formes procycliques dans I’intestin de la glossine, ou la GVS est remplacée par la
procycline (Rudenko et al., 1994). Le trypanosome a la faculté de modifier la glycoprotéine
de surface exprimée, ce qui lui permet d’échapper au systéme immunitaire de son hote (Cross,
1975). Différents variants antigéniques (VAT) se multiplient lors de chaque vague de
parasitémie. Un variant distinct, revétant une GVS donnée, prolifére chez 1’hote, déclenchant
alors une réponse immunitaire spécifique (type IgM); la majorité des trypanosomes est alors
détruite mais une petite population, exprimant un nouvel antigene, survit. Cette derniere se
multiplie activement jusqu’a ce que les nouveaux anticorps soient produits et le cycle
recommence (Figure 6). Le trypanosome a la possibilité d’exprimer plus d’un millier de GVS
différents (Pays et al., 2006; Vanhollebeke & Pays, 2010). Cette propriété empéche 1’hote
d’acquérir une immunité protectrice et constitue aussi un frein a 1’élaboration d’un vaccin

efficace (Dumas & Bouteille, 1996).
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Anticorps Anticorps
A Anti-VAT 1 Anti-VAT2

Parasitemie

= Temps
Figure 6 : Représentation schématique illustrant le phénomeéne de la variation antigénique

Source : Thése de Koffi Mathurin, 2006.

Les trypanosomes inoculés, revétant tous la méme couverture antigénique (VAT 1) se transforment
rapidement en formes gréles et se multiplient activement dans le systeme lymphatico-sanguin de I'hte
pour former une population VAT 1 (a). Une réaction immunitaire a médiation humorale (fabrication
d'anticorps anti-VAT 1) combat rapidement cette premiére invasion (b) et la plupart des trypanosomes
sont détruits (c). Les survivants évoluent en forme trapue, sous laquelle ils peuvent changer leur
couverture antigénique pour former une nouvelle population VAT 2 (d). Les trypanosomes reprennent
leur forme gréle de division et sont a l'origine d'une deuxiéme vague parasitémique responsable d'une

nouvelle réaction immunitaire (fabrication d'anticorps anti-VAT 2).
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1.1.6. Mode de reproduction de Trypanosoma brucei s.l.

La question de savoir si les micro-organismes pathogenes ont un mode de reproduction clonal
ou sexuel se pose depuis longtemps. Des débats a ce sujet ont été évoqués dans de
nombreuses études sur des bactéries et des protozoaires parasites (Tibayrenc, 1999). Dans ce
contexte, la clonalité a une signification purement génétique. En effet, le terme clonal fait
référence a tout organisme dont la progéniture est génétiquement identique a celle du parent.
L'analyse de la structure génétique des populations de T. brucei s.I. utilisant une variété de
différents marqueurs, a généré des résultats et des interprétations contradictoires concernant
son mode de reproduction. Dans le cadre du débat clonalité versus sexualité, pour certains
auteurs, les parasites du genre Trypanosoma sont essentiellement clonaux (Tibayrenc et al.,
1990 ; Tibayrenc & Avyala, 1991). La proposition selon laquelle T. brucei s.l. est
essentiellement clonal a été contestée, principalement sur la stabilité a long terme des clones
naturels de ce parasite (Cibulskis, 1992; Maynard-Smith et al., 1993). A cet égard, Tait
(2007) en se basant sur des interprétations des modeéles électrophorétiques enzymatiques, a
fourni des preuves d'une certaine forme d'échange génétique dans une population en équilibre
de Hardy-Weinberg. Récemment, il a été démontré que la sous-espece T. b. gambiense groupe
1 de T. brucei s.l. est strictement clonale (Koffi et al., 2009 ; Séré et al., 2014), au moins aux
échelles du court et moyen terme. La théorie de la reproduction sexuelle a été démontré
expérimentalement par certains travaux (MacLeod et al., 2005a ; Tait et al., 2007 ; Peacock et
al., 2011 ; Tait et al., 2011; Peacock et al., 2014). En effet, pour ces auteurs, la recombinaison
sexuée est possible entre différentes souches de laboratoire de T. b. brucei, T. b. gambiense
groupe 2 et T. b. rhodesiense (mais jamais T. b. gambiense groupe 1) dans les glandes

salivaires de la mouche tsé-tsé.

Des échanges génétiques ont été fréquemment observés chez T. b. rhodesiense, avec une
extension clonale sporadique de certains génotypes au cours des épidémies. La structure de la
population de T. b. gambiense se révéle relativement stable, ce qui indique que les échanges

génetiques y sont moins fréquents (Koffi et al., 2007).

La reproduction sexuée n’est pas obligatoire chez le trypanosome (Kaboré et al., 2011). Les
études de Koffi et al. (2009) ont réveélé de fréquents profils homozygotes comparativement a

celles precédemment menées sur les mémes sites, mais sur les échantillons isolés. Ces
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résultats suggéraient l'existence d'événements sexués rares chez les organismes étudiés ou
plus probablement de problémes techniques d’amplifications (Kaboré et al., 2011 ; Kaboré et
al., 2013). Cette fréquence anormale d’homozygote a été supposée étre due a des alléles nuls
et / ou a des alléles nuls connus sous le vocable de dropouts alléliques (Kaboré et al., 2011).
Les alléles nuls produiraient une sous-estimation de [I'hétérozygotie, ainsi qu'une
augmentation de la variance des loci, qui pourrait étre interprétée comme résultant de

recombinaisons sexuelles rares (Balloux et al., 2003 ; De Meeds et al., 2006).
1.1.7. Génome des trypanosomes

Les trypanosomes sont des organismes diploides qui subissent une mitose au cours de laquelle
I'enveloppe nucléaire ne se décompose pas. Le génome des trypanosomes africains est
relativement plastique. En effet, le nombre de copies géniques peut s’accroitre ou se réduire a
une fréquence relativement élevée (WHO, 2013). Chez les espéces procycliques et sanguines
de T. brucei s.l., le nucléole reste toujours intégral tout au long de la division (Daniels et al.,
2010). Le génome de T. brucei s.1. est englobé par 11 paires de chromosomes de la taille d'une
megabase (Daniels et al., 2010). Les trypanosomes possédent un génome nucléique (ADN

nucléaire) et un génome mitochondrial (ou kinétoplastique, ADNK).

1.1.7.1. ADN nucléaire

L'organisation du génome des trypanosomes n'a pas pu étre étudiée par des méthodes
cytologiques du fait de l'absence de condensation des chromosomes au cours du cycle
cellulaire (Vickerman & Preston, 1970). Cependant, cette difficulté a été surmontée par
I'analyse électrophorétique en champs pulsé (Pulse Field Gel Electrophoresis [PFGE]) du
materiel génomique (Wells et al., 1987). L’utilisation de cette PFGE a révélé que le génome
nucléaire de ces organismes majoritairement diploides, est constitué de mini-chromosomes,

de chromosomes intermédiaires et de méga-chromosomes (Wickstead et al., 2004).

X/

+ Les mini-chromosomes sont au nombre d’une centaine dont la taille varie entre 50 et
250 Kkilobases (Kb) (Garside et al., 1994). Selon Wickstead et al. (2004), les mini-

chromosomes sont linéaires et trées nombreux; de taille comprise entre 30 et 150 Kb.
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% Les chromosomes intermédiaires sont en plus faible nombre, de 20 a 50 et de taille
comprise entre 200 et 700 Kb (Wickstead et al., 2004).

% Les méga chromosomes, au nombre d’une vingtaine, forment 11 paires homologues
dont les tailles varient considérablement entre homologues et entre souches (Melville et al.
1999). La taille des méga chromosomes est comprise entre 900 et 6000 Kb (Wickstead et al.,
2004).

Le nombre de chaque catégorie de chromosomes n'est pas fixé de facon rigide. En effet, il
peut varier notablement d'une souche de parasites a une autre au sein d'une méme espéce
(Gibson & Borst, 1986).

Les expériences de cinétique de renaturation de I'ADN des trypanosomes ont montré que la
taille du génome d'une cellule haploide est de 3,7 x 10" pb. Prés de 12 % des ADN sont
formés de séquences hautement répétées, 20 %, de séquences moyennement répétées, et enfin
68 %, de séquences non répétées (Michels et al., 1991).

La moitié de I'ADN des trypanosomes comporte des séquences codantes, dont la majorité
concerne l'expression des glycoprotéines variables de surface GVS nécessaire a la variation
antigénique (Dero et al., 1987; Wickstead et al., 2004).

1.1.7.2. ADN Kinétoplastique

L'ADNKk est formé de deux types de molécules : les minicercles, en tres grand nombre (5000 a
20000) et les maxicercles, en plus faible nombre (10 & 100).

«» Les minicercles non-transcrits dont la taille varie entre 20 et 23 Kb, sont formés d'une
région conservée de 100 a 150 Pb et d'une région variable de 850 a 900 Pb (Chen &
Donelson, 1980).

Une séquence de 12 nucléotides présente sur la région conservée est hautement préservée
d'une espéce a l'autre, voire d'un genre de Kineloplaslidae a I'autre (Sugisaki et Ray, 1987).
N'tambi et Englun (1985) ont montré que cette séquence correspond a l'origine de la
réplication des minicercles, et I'ont appelée : la "séquence universelle des minicercles”.

L'existence d'une ou de plusieurs sequences transcrites sur les minicercles a été longtemps

controversée (Simpson, 1987). Cependant, les travaux Pollard et Hajduk (1991) ont démontré
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clairement le réle joué par les minicercles, aprés transcription en ARN, dans le phénomeéne

d'édition des ARN des trypanosomes.

% Les maxicercles transcrits sont formés chacun d'une région conservée et d'une région
variable (Borst et al., 1981). Ces ADN sont présents chez tous les trypanosomes de la section
Salivaria sauf T. evansi (Simpson, 1987). Plusieurs maxicercles identiques codent des ARN
ribosomiques et des ARN messagers pour 18 protéines mitochondriales (McDermott et al.,
2016). Leur taille est en moyenne 20 fois supérieure a celle des minicercles. L'analyse du
maxicercle par le polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) a éeté
proposée comme outil taxonomique (Gibson et al., 1985; Truc, 1991).

1.2. Vecteurs de la THA

La glossine ou mouche tse-tsé est le principal vecteur des trypanosomoses aussi bien
humaines qu’animales. La glossine du genre Glossina (Figure 7) est un insecte hématophage
vecteur de la maladie du sommeil (Blscher et al., 2017). Elle présente une série de
caractéristiques biologiques et démographiques qui lui conferent une place unique parmi les
vecteurs importants sur le plan médical. Son cycle évolutif est particulierement insolite, car
elle ne pond pas d’ceufs mais produit une seule larve par cycle. Cette larve tire sa nourriture
des glandes utérines de la mere « viviparité adénotrophique » et une fois parvenue a maturité
(troisiéme stade larvaire), elle est déposée dans le sol humide. Elle s’enfouit alors rapidement
dans le sol et se transforme en pupe; I’insecte adulte émerge 20 a 80 jours plus tard, en

fonction de la température et de I’humidité.

Les glossines ont une répartition strictement africaine. Leur distribution est liée a 1’habitat
qu’elles occupent. La présence des glossines dépend essentiellement des facteurs tels que la
chaleur (température entre 25 et 30 °C), I’humidité, I’ombrage et la présence de nourriture.
Selon la classification usuelle des glossines, il existe une trentaine d’espéces et de sous-
especes reparties en trois sous-genres en fonction des caractéres de morphologie externes et

de la répartition, ainsi que de certains facteurs écologiques (Itard et al., 2003) :

v Le sous-genre Nemorrhina ou groupe palpalis avec pour principaux habitats, les galeries

forestieres et foréts d'Afrique Occidentale et Centrale et les mangroves. Ces especes du
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groupe palpalis sont les principaux vecteurs de la THA. Glossina palpalis transmet T. b.
gambiense en Afrique Occidentale et Centrale, Glossina fuscipes, une espece riveraine

transmet T. b. gambiense en Afrique Centrale et T. b. rhodesiense en Afrique Orientale.

v" Le sous-genre Glossina sensu stricto (ou groupe Morsitans) comprend les sous-especes de
savanes boisées ou de foréts claires. Ces espéces ont tendance a régresser en cas de trop
forte anthropisation du milieu. Elles représentent les vecteurs majeurs des trypanosomoses

du bétail et transmettent la maladie du sommeil a T. b. rhodesiense en Afrique Orientale.

v' Le sous-genre Austenina ou groupe fusca rassemble les sous-espéces vivant presque toutes
dans les foréts ombrophiles ou dans les galeries forestieres larges et denses d’Afrique
Equatoriale. Ces espéces pourraient assurer la transmission de trypanosomes chez la faune

sauvage et entretiendraient ainsi un réservoir.

Figure 7 : Mouche tse-tsé ou glossine (Glossina palpalis palpalis)
Source : Fauret et al. (2018).
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1.3. Trypanosomoses africaines
1.3.1. Trypanosomose Animale Africaine

La Trypanosomose Animale Africaine (TAA) est une affection parasitaire a transmission
vectorielle provoquée par la présence dans le sang et la lymphe de T. congolense, T. vivax, et
T. brucei s.l. Ces parasites se multiplient dans les liquides biologiques et divers tissus de
nombreuses especes animales et semblent n’étre pathogeénes que chez les mammifeéres (beeufs,

moutons, chévres, porcs etc.).

La transmission de ces trypanosomes d’un hote a un autre est assurée de maniére cyclique par
les glossines ou mouches tsé-tsé (Lariviére, 1978), mais aussi de facon mécanique par les
tabanidés ou taons et les stomoxes (Foil, 1989).

La vaste répartition des TAA et leur impact sur la production animale et les systéemes
agricoles, font de ces maladies un des obstacles majeurs au développement économique du
secteur agricole. Le contrble des trypanosomoses animales en Afrique permettrait de
bénéficier d’environ sept millions de km? de terre pour 1’élevage et 1’agriculture (Negash et
al., 2007) et d’économiser 2 025 milliards de francs CFA (Mattioli et al., 2004).

1.3.2. Trypanosomose Humaine Africaine

Le tableau clinique de la trypanosomose humaine africaine (THA) dépend de la sous-espéce
du parasite et de la phase de la maladie. Il existe classiquement deux formes de THA, une
forme chronique (forme gambienne) qui sévit en Afrique de I'Ouest et Centrale, et dont l'agent
pathogéne est T. b. gambiense, et une forme aigué (forme rhodésienne) qui sévit en Afrique
de I'Est et est causée par T. b rhodesiense. Dans le cas de la forme gambienne, le cycle de
transmission homme-mouche-homme semble prédominer et concerne principalement des
glossines du groupe Glossina palpalis. Depuis longtemps, T. b. gambiense a été considéré
comme un parasite spécifiquement humain. Des récentes études ont rapporté la présence de T.
b. gambiense chez les animaux domestiques et sauvages, mais le réle de ces animaux dans
I’épidémiologie de la THA est toujours discuté (Buscher et al., 2018). La THA a T. b.
rhodesiense est une zoonose dans laquelle les animaux domestiques et sauvages jouent un

role important dans le cycle de transmission (Fevre et al., 2008). Sa transmission a I'homme,
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souvent hote accidentel se fait suivant le cycle animal-mouche-homme. Les parasites sont
transmis principalement par les glossines du groupe morsitans et les glossines de l'espéce

Glossina fuscipes.
1.3.2.1. Historique de la THA

Le premier cas de trypanosomose humaine africaine (THA) fut décrit par le philosophe Ibn
Khaldoun, qui raconte la mort du sultan Maariy Djazaa vers 1374 aux environs du fleuve
Niger. La maladie du sommeil a été signalée pour la premiere fois en 1734 par John Atkins,
chirurgien de la marine anglaise dans son ouvrage The Navy Surgeon ou il rapporte un
trouble profond du sommeil. Ainsi, il appelle cette affection « sleeping distemper ou
"perturbation du sommeil ». Les marchands d’esclaves comprennent déja les conséquences de
cette maladie : tous les esclaves présentant de gros ganglions a la base du cou sont écartés
(Louis et al., 2002). En 1901, Forde voit des vermicules mobiles dans le sang d’un capitaine
de bateau faisant le trafic fluvial en Gambie. Dutton, en 1902, examine le sang du patient et

identifie un trypanosome qu’il décrit sous le nom de Trypanosoma gambiense.

Le continent africain a connu ses premieres épidémies dés 1885. La maladie sévit au
confluent du fleuve Congo et de 1’Oubangui et s’est étendue jusqu’au lac Albert et vers la
République Centrafricaine pour éclater également en Ouganda en 1889 avec prés de 800 000
morts. L’épidémie prit des proportions telles que des villages entiers furent décimés par la
maladie (Martin et al., 1909).

1.3.2.2. Situation actuelle de la THA

La THA est I'une des maladies tropicales les plus négligées au monde (Brun et al., 2010), bien
qu’en Afrique, elle soit en termes de mortalité, la neuvieme sur 25 maladies parasitaires et
infectieuses pour I’homme (Welburn et al., 2006). Une grande partie des personnes touchées
par la maladie vit principalement dans des régions reculées, pauvres, avec un acces limité aux
services de santé appropriés (Odiit et al., 2004), ce qui fait obstacle a la surveillance et par

consequent au diagnostic et au traitement des cas.

En Afrique, apres une situation épidémique dramatique dans les années 1900 a 1940, la THA

a été déclarée sous contrble dans les années 1960 avec moins de 5000 cas notifiés sur
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I’ensemble du continent (Franco et al., 2014). Cela grace aux nombreux efforts de lutte qui
ont été mis en place par les pays colonisateurs de I’ Afrique. Cependant, I’instabilité politique
des pays africains qui a affecté les systemes de santé publique et le relachement dans les
programmes de contréle ont conduit vers les années 1970, a une recrudescence progressive du
nombre de cas de THA et la maladie a retrouvé, a la fin des années 1990, une situation
semblable a celle du début du siécle. Face a cette situation, I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) a adopté une stratégie de controle a trois volets avec une surveillance médicale
active des populations a risque, une surveillance médicale passive dans les centres de santé et
le contrdle des vecteurs. La stratégie la plus efficace serait sans aucun doute une combinaison
mesurée des trois actions. En 2009, grace aux nouveaux efforts de lutte et au dépistage a
grande échelle des populations a risque, I’épidémie a été maitrisée et le nombre de nouveaux
cas notifies est tombé en dessous de 10 000 (9 878). Cette baisse s’est poursuivie et Seulement
977 cas ont été enregistrés en 2018 (WHO, 2019), soit le nombre le plus faible jamais
enregistré depuis que la collecte systématique des données a été mise en place en 1975
(Figure 8). Ces tendances montrent que les objectifs de I’OMS d’éliminer la THA en tant que
probléme de santé publique d’ici 2020 (WHO, 2012) et d’interrompre la transmission a
I’homme d’ici 2030 (Holmes et al., 2014) sont sur la bonne voie.
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Figure 8 : Nombre total de cas de THA a Trypanosoma brucei gambiense en Afrique
Subsaharienne de 2000 a 2018
Source : Franco et al. (2018) ; WHO. (2019).

La Cote d’Ivoire est le deuxieme pays le plus touché par la THA en Afrique de 1’Ouest
(WHO, 2013) aprés la Guinée. C’est dans le Centre-Ouest du pays (foyers de Daloa, Vavoua,
Sinfra, Bonon, Oumé, Bouaflé) que le plus grand nombre de cas a été dépisté (Dje et al.,
2002). Dans les années 1930, en Cote d’Ivoire, des épidémies ont été décrites dans 1’Ouest, le
Sud-Est et le Centre-Ouest (Jamot, 1933 ; Domergue-Cloarec, 1986) notamment a Bonon et
Sinfra, zones de grandes production de café-cacao. Les campagnes de lutte médicale active
menées, parfois soutenue par des actions de lutte antivectorielle (Laveissiére et al., 2003), ont
permis de contenir les phénoménes épidémiques. Ces dernieres années, seuls quelques
dizaines de cas de THA ont été dépistés activement ou passivement dans ces foyers tous
devenus hypo-endémiques (Djé et al., 2002 ; Kaba et al., 2006). En outre, le dépistage actif
qui a été réalisé entre 2000 et 2018 (Figure 9) par le programme National d’élimination de la
THA en Cote d’Ivoire, en collaboration avec les équipes techniques de recherche de ’'UJLoG,

de I’IPR et de I’'IRD ont permis considérablement de réduire significativement la prévalence
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de la maladie (Kambire et al., 2012 ; Koffi et al., 2016 ; Franco et al., 2018). En dépit de ces
importants efforts de lutte, la THA continue de se maintenir a 1’état hypo-endémique dans les

foyers du Centre-Ouest, notamment les foyers de Bonon et Sinfra.
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Figure 9 : Evolution du nombre de cas de THA en Céte d’Ivoire de 2000 & 2018

Source : Franco et al. (2018).

1.3.2.3. Importance économique de la THA

La THA constitue un probléme de santé publique et un obstacle majeur au développement des
secteurs agricole et économique (Simarro et al., 2008). Son impact sur la santé publique se
traduit par sa capacité a provoquer des épidémies explosives causant des milliers de morts
(Cattand et al., 2001). Cette parasitose menace des millions de personnes dans 36 pays
d’Afrique subsaharienne (OMS, 2013). Au plan économique, la maladie du sommeil est
responsable des perturbations majeures du développement social et agricole en Afrique
(Simarro et al., 2011). Les populations rurales vivant dans les régions ou a lieu la

transmission et qui dépendent de 1’agriculture, de la péche, de 1’¢élevage ou de la chasse sont
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les plus exposées a la mouche tsé-tsé et par consequent a la maladie. On peut donc imaginer
aisément I’impact que cette maladie peut avoir sur la main d’ceuvre agricole dans ces régions
et donc sur I’économie d’un pays. La THA représente une grave menace pour le
développement économique car elle affecte principalement le groupe d’age le plus productif
(15-45 ans) et prolonge le cycle maladie-pauvreté-maladie. Une proportion importante
d’enfants est touchée par la THA et bon nombre d’entre eux souffriront d’un retard mental
considérable, méme aprés un traitement efficace, ce qui aura par la suite un impact négatif sur
leurs éventuelles réalisations tout au long de leur vie. En I’absence de traitement, la THA se

positionne comme une maladie invalidante et mortelle.

1.4. Diagnostic des infections aux trypanosomes

La mise en évidence de la présence de parasites chez I’hote vertébré et chez le vecteur fournit
une preuve directe d’une infection trypanosomienne et constitue donc le diagnostic irréfutable
d’une parasitose (WHO, 2013). Ces dernieres années, de nombreuses techniques de détection
des trypanosomes ont vu le jour. Parmi ces techniques, certaines apportent un diagnostic de
certitude, par une observation microscopique du parasite, et d’autres apportent un diagnostic
de présomption, par la mise en évidence de "traces", témoignant de la présence ou du simple
passage des parasites chez I’héte (tests d’immuno-trypanolyse et diagnostic moléculaire par
PCR) (Desquesnes et al., 2003).

1.4.1. Techniques parasitologiques

La technique parasitologique ou diagnostic direct la plus classique consiste a I'observation
microscopique des trypanosomes dans une goutte de sang déposée a I'état frais entre lame et
lamelle. Cette méthode est trop peu sensible pour les faibles parasitémies souvent présentes
dans le sang. Cependant, diverses techniques telles que la centrifugation et I’observation de la
couche leucocytaire ou Buffy-Coat (BC) (Murray et al.,, 1977) et la technique de
centrifugation sur minicolonne échangeuse d’anions (mAECT) (Lanham & Godfrey 1970;
Lumsden et al., 1977) ont été élaborées. Ces techniques ont permis de concentrer les parasites
du sang avant 1’observation microscopique afin d’améliorer la sensibilit¢ du diagnostic

parasitologique (Chappuis et al., 2005).
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La technique parasitologique par la méthode du BCT (BCT: "Buffy Coat Technique™)
consiste & concentrer au prealable les parasites par centrifugation différentielle en microtube
capillaire. Apres la centrifugation, les trypanosomes se localisent dans l'interface hématies-
plasma ou "Buffy-Coat ou couche leucocytaire”. La strate parasitaire est examinée soit
directement au travers des parois du tube (Woo, 1970), soit a I'état frais entre lame et lamelle
apres cassure du microtube et étalement sur lame de la couche leucocytaire ou buffy-coat
(Murray et al., 1977).

Paris et al. (1982) ont comparé les efficacités de certaines des méthodes microscopiques et
ont trouvé que le BCT était la méthode la plus sensible. Cependant, ces auteurs ont montré
que la sensibilité du BCT dépend de I’espéce de trypanosome; les plus petites quantités
détectables de trypanosomes par millilitre sont 5.10° 2,5.10% 5.10% pour T. brucei s.l., T.
congolense et T. vivax respectivement. L’identification de I’espéce de trypanosome semble
reposer sur des critéeres morphologiques tels que la position du kinétoplaste, la mobilité et la
taille du parasite.

La technique parasitologique par la méthode de la mAECT s’est avérée étre la plus sensible
(Buscher et al., 2009). Cette méthode consiste a séparer les trypanosomes dans un volume de
350 pL de sang par chromatographie échangeuse d’anions sur diethylaminoethyl cellulose
(DEAE). Les trypanosomes élués sont ensuite concentrés par centrifugation, suivi d’un
examen direct au microscope du culot dans le tube collecteur transparent. Les éléments
figurés du sang sont chargés plus négativement que les trypanosomes et sont donc absorbés
sur la colonne d’échange d’ion, tandis que les trypanosomes sont ¢lués en conservant toute
leur viabilité. L’¢éluat est centrifugé a 3000 rpm/mn pendant 10 minutes et est examiné au

microscope optique.

Concernant la forme gambienne, la mAECT offre les meilleurs résultats (Buscher et al., 2009)

au laboratoire comme sur le terrain parmi les méthodes parasitologiques classiques.

Les techniques du BCT et de la mAECT sont pratiquées sur le terrain au cours des enquétes

médicales et vétérinaires en Cote d’lvoire.
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1.4.2. Techniques immunologiques

Parmi les méthodes sérologiques pour le dépistage de masse de la THA, le Card
Agglutination Test for Trypanosomiasis (CATT T. b. gambiense) (Magnus et al., 1978), est le
plus utilisé actuellement. Ce test est tres simple d'emploi sur le terrain. Le réactif du test
CATT est une suspension lyophilisée de trypanosomes sanguicoles fixés, stabilisés et colorés
au bleu de Coomassie. Ces parasites appartiennent a un sérotype bien défini et sélectionné: le

LiTat 1.3, qui permet d’obtenir une réactivité optimale dans les différents foyers de THA.

Le test CATT ne nécessite qu’une goutte de sang, et en présence d’anticorps spécifiques, les
parasites forment des agglutinats macroscopiques colorés et visibles a I’ceil nu. Afin
d’augmenter la spécificité du test, un CATT sur dilutions successives de plasma (CATT/pl)
est effectué sur tous les individus positifs au CATT/sang. Le seuil de dilution retenue pour
dire qu’un CATT/pl est positif est de 1/4 en Cote d’Ivoire. Il détermine les individus pour

lesquels les examens parasitologiques doivent étre effectués.

Le test d’immuno-trypanolyse consiste a la détection d’anticorps dirigés contre des antigenes
variables spécifiques de T. b gambiense (Van Meirvenne et al., 1995 ; Jamonneau et al.,
2010). Ces antigenes sont des clones de trypanosomes exprimant spécifiquement les antigénes
LiTat 1.3 et LiTat 1.5 (spécifiques de T. b. gambiense) et LiTat 1.6 (exprimé chez T. brucei
s.l.). Son utilisation se limite aux laboratoires qui disposent des moyens nécessaires (azote
liquide et animaux de laboratoire) pour entretenir des populations de trypanosomes clones.
L’immuno-trypanolyse est une réaction tres spécifique et ce test peut donc étre utilisé pour
déterminer s’il y a eu un contact avec T. b. gambiense (Van Meirvenne et al., 1995 ;
Jamonneau et al., 2010) méme en l'absence de détection par les observations microscopiques
(Bucheton et al., 2011 ; llboudo et al., 2011). Le test repose sur la reconnaissance des
épitopes des GVS présentes a la surface des trypanosomes vivants par les anticorps
correspondants présents dans I’échantillon, ce qui conduit a une lyse par le complément a
médiation anticorpale. Le test de la trypanolyse n’engendre pas de faux positifs, il peut donc
servir de référence pour I’ensemble des autres tests sérologiques (Blscher & Lejon, 2003).
Actuellement, ce test est pratiqué sur le plasma ou le sérum, mais il existe aussi un protocole

pour son utilisation avec du sang total sur papier absorbant (Jamonneau et al., 2010).
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1.4.3. Diagnostic des trypanosomes par Réaction de Polymérisation en Chaine

La Réaction de Polymérisation en Chaine (Polymerase Chain Reaction : PCR) (Singh, 1997)
est une technique d'amplification génique in vitro, qui permet de copier avec un facteur de
multiplication de I'ordre du milliard une séquence d'’ADN ou d’ARN connue, a partir de
quelques picogrammes d'acide nucléique.

L’intérét majeur de cette technique de biologie moléculaire (PCR) est de pouvoir déterminer
spécifiqguement les trypanosomes mis en cause dans une infection et de révéler la présence
simultanée de plusieurs espéces. La PCR permet d’amplifier sélectivement une séquence
particuliere d’ADN présente méme en faible quantité, par action répétée de I’ADN
polymérase. Des les années 1996, I’application de la PCR a la maladie du sommeil, en
utilisant ’amorce TBR1/TBR2 & partir de séquences d’ADN satellites (Moser et al., 1989), a
permis de détecter I’ADN des trypanosomes en Cote d’Ivoire (Kanmogne et al., 1996), au
Cameroun (Truc et al., 1999) et en Ouganda (Enyaru et al., 1998 ; Kyambadde et al., 2000).
La limite de détection de la PCR est de 25 parasites par mL (Kanmogne et al., 1996). Dans la
plupart des cas, les diagnostics par PCR visent a identifier le parasite de facon plus ou moins
spécifique. Des couples d’amorces ont été développés pour le diagnostic des différentes

espéeces de trypanosomes :

e Les amorces TBR1/TBR2 qui amplifient une séquence d’ADN satellite de 177 paires de
bases qui est répétée de nombreuses fois dans le génome nucléaire sur les mini-
chromosomes des trypanosomes du sous genre Trypanozoon dont fait partie I’espéce T.
brucei s.l. (Moser et al., 1989).

e Les amorces TCF1/TCF2, sont spécifiques a T. congolense type forét, amplifient une
séquence d’ADN satellite de 350 Pb (Masiga et al., 1992).

e Les amorces TCS1/TCS2, specifiques a T. congolense type savane, amplifient une
séquence d’ADN satellite de 321 Pb (Masiga et al., 1992).

e Les amorces TVW1/TVW2 amplifient une séquence d’ADN satellite de 150 Pb (Masiga

et al., 1992), et sont spécifiques a T. vivax.

e Les amorces TgsGP amplifient une séquence d'ADN codant pour une glycoprotéine

variable de surface spécifique de T. b. gambiense (Radwanska et al., 2002).
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L’identification de T. b. gambiense repose essentiellement sur la détection du géne TgsGP qui
est a copie unique (Berberof et al., 2001), ce qui limite ainsi sa sensibilité notamment dans les
cas de faibles parasitémies (Radwanska et al., 2002; Deborggraeve & Biischer, 2010).

1.4.4. Xénodiagnostic par mouches tsé-tsé

Le xénodiagnostic est une technique qui consiste a nourrir des glossines ténérales (exemptes
de trypanosomes) sur des mammiféres infectés ou suspects et détecter les parasites chez les
mouches tsé-tsé qui se sont infectées au cours de ce repas par dissection et examen
microscopique des organes susceptibles d’héberger des parasites (intestin moyen, proboscis et
glande salivaire). Cette technique fut initialement appliquée pour le diagnostic de la maladie
de Chagas (Brumpt, 1914), et adaptée pour le diagnostic de la maladie du sommeil a T. b.
gambiense (Frézil, 1971 ; Maillot, 1973). Le xénodiagnostic a été efficace pour révéler la
présence de T. b. gambiense difficile a mettre en évidence par les techniques parasitologiques
classiques. Bien que tres sensible, cette technique est tres peu utilisée du fait de la difficulté a
élever des glossines (Frézil, 1971).

1.5. Détermination des génotypes ou génotypage a I’aide des marqueurs microsatellites

Les marqueurs microsatellites sont des séquences d’ADN répétées en tandem dont I’unité de
répétition est de 1 & 6 nucléotides. lls peuvent étre de différents types : mono, di, tri,
tétranucléotides pour les plus utilisés mais aussi penta, hexa et octonucléotides et peuvent étre
purs, composes ou interrompus. La longueur de ces séquences (c’est-a-dire le nombre de
répétitions) est variable d'un individu a l'autre et d'un alléle a I'autre chez un méme individu.
Ils constituent des outils utiles pour la cartographie génétique et les études de la diversite et la
structure génétique des populations des organismes vivants et en particulier des especes
parasitaires telles que Plasmodium falciparum (Razandrainibe et al., 2005) ; Theileria parva
(Odongo et al., 2006) ; Leishmania tropica (SchwenKenbecher et al., 2006) ; Leishmania
donovani (Jamjoom et al., 2002) ; Leishmania infantum (Bulle et al., 2002) ; Toxoplasma
gondii (Ajzenberg et al., 2002). Les marqueurs microsatellites ont été largement utilisés pour
la caractérisation moléculaire des trypanosomes (Biteau et al., 2000 ; Koffi et al., 2007 ;
Morrison et al., 2008 ; Koffi et al., 2009 ; Simo et al., 2010 ; Kaboré et al., 2011 ; Simo et al.,

2011) et pour I'évaluation de la structure de la population et du mode de reproduction
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(Macleod et al., 2000 ; Macleod et al., 2005a ; Simo et al., 2014 ; Echodu et al., 2015 ;
Gibson et al., 2015 ; Pyana et al., 2015 ; Kato et al., 2016 ; Séré et al., 2017). lls ont été
également utilisés pour la construction de la carte génétique des trypanosomes (MacLeod et
al, 2005b ; Cooper et al., 2008). La sensibilité et la spécificité élevées de ces marqueurs ont
permis de caractériser génétiguement T. brucei s.I. directement a partir d'échantillons
biologiques (Koffi et al., 2007 ; Kaboré et al., 2011 ; Simo et al., 2011 ; Simo et al., 2012 ;
Truc et al., 2012). A l'aide de ces fluides biologiques, ces marqueurs ont fourni des données
qui ont permis de mieux comprendre certains aspects biologiques, génétiques et
épidémiologiques de la THA (Koffi et al., 2007 ; Kaboré et al., 2011 ; Simo et al., 2014).
C’est donc cet outil qui sera utilisé pour évaluer la diversité génétique des trypanosomes du
complexe T. brucei s.I. rencontré chez les animaux domestiques des foyers du Centre-Ouest

de la Cote d’Ivoire.
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2.1. Zones d’étude

Sur la base des données du Programme National d’Elimination de la THA (PNETHA) et du
Projet de Recherches Cliniques sur la THA (PRCT), les zones du Centre-Ouest, notamment
Sinfra, Bonon et Vavoua. Sinfra et Bonon sont les deux zones de THA actuellement actives
en Cote d’Ivoire. Vavoua est un foyer a 1’état hypo-endémique. Au cours de la derniere
décennie, des cas ont été dépistés passivement dans ces zones. Ainsi, dans le contexte actuel
d’¢élimination de la THA, les sites d’étude ciblés de cette thése sont les foyers endémiques de

Sinfra et Bonon et le foyer hypo-endémique de Vavoua (Figure 10).

624 3.18

824 EXT)
+ Sie d'étude

I Captale économique et politique
Secteur soudanais Secteur mésaphile Plan d'eau

Sacteur sub-soudanais - Secteur ombrophile

Figure 10 : Situation géographique des sites d’étude
Source : IPR, 2015.
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2.1.1. Zone de Sinfra

Le departement de Sinfra est situé & 6°37 de latitude Nord et 5°54 de longitude Ouest. Sinfra
se trouve dans le Centre-Ouest de la Cote d’Ivoire, précisément dans la région de la
Marahoue, elle couvre une superficie de 1618 km? avec un nombre d’habitants estimé a
98 623 (RGPH, 2014). Distante de 80 km de Yamoussoukro, la capitale politique et de 320
km d’Abidjan, la capitale économique du pays, la ville de Sinfra est sous I’influence d’un
climat de type équatorial a deux saisons de pluies (de mai a mi-juillet et d’aofit a octobre).

La forét mésophile dans cette zone a été progressivement dégradée par une trés forte
déforestation due a la mise en valeur des cultures de rente (café, cacao) créant un
environnement favorable pour Glossina palpalis palpalis, principal vecteur de la
Trypanosomose Humaine Africaine (Kiendrébéogo et al., 2012). Sinfra est un foyer actif de la
THA actuellement en Cote d’Ivoire selon les données du PNETHA et du PRCT. Deux

malades ont été dépistés de 2015 a 2018 c’est a dire une incidence de 0,02 %.

Les populations majoritairement rurales pratiquent essentiellement l'agriculture et I'élevage de
porcs, caprins, ovins, bovins (Courtin et al., 2005). A Sinfra, I’échantillonnage a été effectué
dans les élevages situés a Binoufla (6°67 de latitude Nord et 5°88 de longitude Ouest),
Proziblanfla (6°68 de latitude Nord et 5°87 de longitude Ouest), Tracata-Barata (6°66 de
latitude Nord et 5°89 de longitude Ouest), Manoufla (6°61 de latitude Nord et 5°90 de
longitude Ouest), Blontifla (6°62 de latitude Nord et 5°91 de longitude Ouest), Douafla (6°61
de latitude Nord et 5°92 de longitude Ouest), Djamadji (6°62 de latitude Nord et 5°91 de
longitude Ouest), quartier Résidentiel (6°61de latitude Nord et 5°90 de longitude Ouest),
Nagadoua (6°59 de latitude Nord et 5°87 de longitude Ouest), N’drikro (6°57 de latitude Nord
et 5°84 de longitude Ouest), Bentifla (6°57 de latitude Nord et 5°82 de longitude Ouest),
Benefla (6°56 de latitude Nord et 5°79 de longitude Ouest) et Huafla (6°56 de latitude Nord et
5°80 de longitude Ouest). Au total, 124 élevages ont été visités dans la zone de Sinfra. La
figure 11 présente la répartition géographique des sites d’échantillonnage dans le département
de Sinfra.
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ricata-Barata sa fla
Manoufla /' Zéménafla :
SINFRA Zougourouta

10km

# Vilage prospecté ~ Route bitumée
® Autre village e ROUte non bitumée

D Limite de sous-préfecture

Figure 11 : Localisation des sites d’échantillonnage dans le département de Sinfra

Source : IPR, 2015.
32



Matériel et méthodes

2.1.2. Zone de Bonon

Le département de Bonon est situé a 6°55 de latitude Nord et -6°02 de longitude Ouest, se
trouve dans le Centre-Ouest de la Céte d’Ivoire, dans la région de la Marahoué. Bonon couvre
une superficie de 520 km? et compte environ 92 523 habitants (RGPH, 2014) et est située a 60
km a I’Ouest de Yamoussoukro et a 350 km au Nord-Ouest d’ Abidjan. Situé en zone de forét
mésophile, le département de Bonon a un climat équatorial avec des saisons des pluies qui
s’étendent de Mai a mi-Juillet, et d’Aoft a Octobre. Le paysage est dominé par une succession
de bas-fonds et de versants courts et étroits résultant de I'activité de nombreux cours d'eau
temporaires qui se raccordent aux affluents de la Marahoué. Les cultures de rente développées
massivement dans cette zone ont permis a Glossina palpalis palpalis de bénéficier d’un
habitat idéal (Kiendrébéogo et al., 2012). Les récentes données du PNETHA et du PRCT
montrent que Bonon est le foyer le plus actif de la THA en Cote d’Ivoire. De 2015 a 2018, six
malades (0,21 %) ont dépistés.

De multiples élevages de porcs, caprins, ovins et bovins existent dans le département de
Bonon (Courtin et al., 2005). Les villages prospectés sont : Jacqueville (6°91 de latitude Nord
et 6°04 de longitude Ouest), Dabouzra (6°93 de latitude Nord et 5°98 de longitude Ouest),
Bognonzra (6°94 de latitude Nord et 5°96 de longitude Ouest), Blablata (6°93 de latitude
Nord et 6°01 de longitude Ouest), Iriéfla (6°91 de latitude Nord et 6°04 de longitude Ouest),
Biegon (6°79 de latitude Nord et 6°03 de longitude Ouest), Kangréta (6°79 de latitude Nord et
6°04 de longitude Ouest), Blanoufla (6°79 de latitude Nord et 6°02 de longitude Ouest),
Dianoufla (6°79 de latitude Nord et 6°01 de longitude Ouest) et Zanoufla (6°79 de latitude
Nord et 6°01 de longitude Ouest). Sur I’ensemble des villages retenus, 107 élevages ont été
visités. La figure 12 présente la répartition geographique des sites d’échantillonnage dans le

département de Bonon.
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Figure 12 : Localisation des sites d’échantillonnage dans
le département de Bonon

Source : IPR, 2015.
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2.1.3. Zone de Vavoua

Le département de Vavoua (7°25 Nord et 6°45 Ouest) est une localité de la région du haut
Sassandra au Centre-Ouest de la Cote d’Ivoire. Sa superficie est de 6233 km? et compte une
population de 286182 habitants (RGPH, 2014). Le climat de Vavoua se situe entre un climat
équatorial chaud et humide et un climat subtropical. Cette région se trouve dans une zone de
transition entre deux foréts denses humides de type semi-décidue. Vavoua est une route de
transhumance pour le bétail des pays du nord de la Céte d’Ivoire vers le sud. Selon les
données du PNETHA et du PRCT, le dernier cas dépisté dans cette zone date de 2011.

Les activités économiques de la zone de Vavoua sont essentiellement I"agriculture et I"élevage
de bovins, ovins, caprins, porcins et volailles. Les villages concernées par le dépistage des
animaux sont: Trafla-Gotron (7°50 de latitude Nord et 6°37 de longitude Ouest), PK 14 (7°44
de latitude Nord et 6°40 de longitude Ouest), PK 11 (7°41 de latitude Nord et 6°40 de
longitude Ouest), PK 5 (7°37 de latitude Nord et 6°43 de longitude Ouest), PK8 (7°39 de
latitude Nord et 6°42 de longitude Ouest), Gozy (7°45 de latitude Nord et 6°34 de longitude
Ouest), Gatifla (7°36 de latitude Nord et 6°47 de longitude Ouest), CIFCI (7°30 de latitude
Nord et 6°47 de longitude Ouest) et Déma (7°31 de latitude Nord et 6°48 de longitude Ouest).
Dans I’ensemble, 31 élevages ont été visités dans la zone de Vavoua. La figure 13 présente la
répartition géographique des sites d’échantillonnage.

35



Matériel et méthodes

Village a prospecter

Chef-lieu administratif
Sous-préfecture

Village

Axe bitumé Daloa-Séguéla

10 20 km

---- Ver-s Daloa

Figure 13 : Localisation des sites d’échantillonnage dans le département de Vavoua

Source : IPR, 2015.
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2.2. Matériel biologique

Le matériel biologique est constitué de différents liquides biologiques (sang total, plasma et

couche leucocytaire ou buffy-coat) collectés sur les animaux domestiques (bovins, ovins,

caprins et porcs). Il comprend également des souches de trypanosomes, des glossines

(Glossina morsitans submorsitans).

2.3. Matériel technique

L’étude du réservoir animal domestique a nécessité I'utilisation de matériels techniques

suivants :

v

des lames et lamelles, des seringues stériles, des tubes héparines, des tube eppendorf,
des tubes capillaires, une centrifugeuse réfrigérée a tube Eppendorf, un microscopie
optique, des pipettes P10, P20, P100, P200, P1000 et des cbnes a filtres de 10, 20, 100,
200 et 1000pL ;

une balance, une plague chauffante, un thermocycleur (PTC-T100, Biorad, USA), un
vortex (agitateur), une cuve électrophorése avec générateur de courant et un
transilluminateur muni d’un appareil photo ;

une bonbonne d’azote liquide, un Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific), une hotte a
flux laminaire et un séquenceur ABI 3500 XL ;

un kit d’extraction Qiagen, de I’eau distillée, de I’agarose, du TBE 0,5X, du GelRed ;
des amorces spécifiques, des marqueurs microsatellites, de tampon 10X, de dNTP a 10
mM, de Taq polymérase (5u/pL) et de Marqueur de poids moléculaire (100 pb) ;

de solution stabilat, de cyclophosphamide 20 mg/mL, de papier aluminium et de

parafilm.
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2.4. Approche méthodologique
2.4.1. Préparation des enquétes du réservoir animal domestique

Avant toute prospection du réservoir animal domestique, une équipe d’information et de
sensibilisation est envoyée aupres des autorités administratives et villageoises pour les
informer sur les activités de la mission. Par ailleurs, la méme équipe de sensibilisation se rend
dans les villages a visiter accompagnée d’un agent de santé communautaire (ASC) pour
présenter les activités prévues pour la mission et donner le programme de passage de 1’équipe,
notamment aux éleveurs. Pour une meilleure sensibilisation, certaines autorités villageoises
comme le chef du village, le président des jeunes, les responsables religieux sont aussi
impliqués. Aprés le passage de I’équipe de sensibilisation, 1’information est encore relayée
par les infirmiers ainsi que les ASC présents dans la zone et influents au niveau des

peuplements sélectionnés.
2.4.2. Calendrier des enquétes

Les enquétes ont été réalisées de 2013 a 2017 dans les trois foyers de la THA du Centre-
Ouest. Dans le foyer de Sinfra, I’échantillonnage a été effectué sur trois années : 2013 (22 au
28 septembre), 2015 (17 au 23 décembre) et 2017 (14 au 24 janvier 2017). A Bonon,
I’échantillonnage a été réalisé en 2013 (30 septembre au 06 octobre) et 2015 (09 au 16
décembre). A Vavoua, I’échantillonnage a été effectué seulement en 2017 du 25 février au 05

mars.

Des deux enquétes effectuées en 2013 et 2015, les tendances générales ont montré que les
porcs sont les animaux domestiques les plus infectés. De méme les porcs provenant du foyer
endémique de Sinfra ont été plus infectés par T. brucei que ceux de Bonon. A cet effet,
I’enquéte de 2017 s’est ainsi focalisée sur les porcs dans les foyers de Sinfra et Vavoua.
L’enquéte dans le foyer hypo-endémique de Vavoua a permis de comparer les prévalences

d’infection aux trypanosomes entre un foyer endémique et un foyer hypo-endémique.
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2.4.3. Question éthique de la recherche

Le prélevement des échantillons de sang a été effectué par un agent vétérinaire dans le cadre
des activités de surveillance épidémiologique supervisees par le Programme National
d'’Elimination de la THA. Cette étude a été réalisée dans le cadre d'une prophylaxie ou d'une
campagne de diagnostic. Les propriétaires des animaux ont donné leur consentement pour le

prélevement apres leur avoir expliqué les objectifs de I'étude en francais ou en langue locale.
2.4.4. Echantillonnage

Le choix des sites d’échantillonnage a été fait en tenant compte des données d’archive du
PNLTHA et du PRCT. A partir de ces données, une liste d’anciens cas de THA a été établie et
la cartographie de leur provenance a été produite. Pour chaque village retenu, un échantillon
de 25 a 30 animaux domestiques a été constitué par espéce animale. Le choix de chaque
animal domestique a été fait de fagon aléatoire au sein de 1’¢élevage. Les effectifs d’animaux

par espece en fonction des foyers et des périodes d’enquétes sont présentés par le tableau I.

Tableau I : Effectif d’animaux par espéce en fonction des foyers et des périodes d’enquétes

Bonon Sinfra Vavoua

Espéce
Animale

2013 2015 N 2013 2015 2017 N 2017 Total
Bovin 35 41 76 52 39 0 91 0 167
Ovin 92 100 192 100 50 0 150 0 342
Caprin 47 91 138 89 59 0 148 0 286
Porc 77 136 213 60 110 117 287 167 667
Total 251 368 619 301 258 117 676 167 1462
N : Effectif
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Pour chaque animal retenu, 5 mL de sang ont été prélevés au niveau de la veine jugulaire a
I’aide d’une aiguille stérile dans des tubes héparines (Figure 14). Les tubes ont ensuite été
conservés sur la glace avant les examens parasitologiques (BCT et mMAECT). Chaque animal
prélevé a été identifié par une boucle auriculaire portant un code permettant de retrouver le

site d’échantillonnage et le propriétaire.

Ce code comprend :

- la premiére lettre de la localité (exemple: B pour Bonon) ;

- le chiffre correspondant au rang du site d’échantillonnage (E1 pour le premier site) ;

- la premiere lettre de I’espeéce animale (exemple: P pour Porc) et le numéro d’ordre de
I’animal (1, 2 etc.) ;

- le chiffre correspondant au rang du propriétaire (P1 pour le premier propriétaire).

Par exemple, I’animal codifi¢ BE2C3P1 signifie: B=Foyer de Bonon; E2= code du deuxi¢me

site visité (Séhizra); C3= Chévre n°3; P1= Propriétaire 1.

Le code marqué sur la boucle est reporté sur les tubes contenant les différents échantillons
sanguins. A la fin de chaque prélevement, un questionnaire épidémiologique et clinique a été
soumis aux €eleveurs pour obtenir des informations sur leur situation socio-sanitaire en rapport
avec la THA, leur pratique d’élevage, et 1’état sanitaire de 1’animal (Annexe I). Des aliquots
de 1 mL de sang, 1 mL de plasma et 0,5 mL de buffy-coat ont été réalisés a partir du
prélevement et conservés immédiatement a -20 °C dans un congélateur puis transportés au
laboratoire et conservés également a -20 °C. Ces aliquots ont servi pour réaliser le test

immunologique de la trypanolyse et le diagnostic des trypanosomes par la technique PCR.
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Figure 14 : Prélevement de sang chez un porc

2.4.5. Culture et isolement des souches de trypanosomes
2.4.5.1. Culture des souches de trypanosomes
2.4.5.1.1. Culture in vivo des souches du terrain

La culture des trypanosomes sur le terrain a consisté a inoculer du sang infecté a des souris
NMRI (Naval Medical Research Institute) saines. Pour ce faire, 0,5 mL de sang de chaque
animal positif aux tests parasitologiques (BCT/ mAECT) a été injecté par voie intra-
péritonéale a deux souris NMRI (Figure 15). Les souris ont été préalablement
immunodéprimées par injection intradermique de 0,2 mL de cyclophosphamide (Endoxan®,
200mg/mL).
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a) Souris NMRI saines b) Infection d’une souris NMRI

Figure 15 : Inoculation de sang parasité a une souris NMRI

2.4.5.1.2. Souches de référence

Des trypanosomes de références de formes procycliques et sanguicoles (Annexe Il) de la
cryobanque de souches du laboratoire Intertryp IRD-Cirad de Montpellier, France, ont été
utilisées dans cette étude.

2.4.5.1.2.1. Culture in vivo des formes sanguicoles
Cette étape a consisté a cultiver les souches de trypanosomes sanguicoles sur des souris

NMRI préalablement immunodéprimées. A cet effet, les stabilats des souches de
trypanosomes sanguicoles ont été choisis de la cryobanque. Ensuite, ils ont été retirés de leur
bonbonne d’azote liquide et décongelés a la température ambiante. Les stabilats qui ont
présenté des trypanosomes mobiles par observation microscopique ont été inoculés par
injection intra-péritonéale a des souris NMRI (en raison de deux souris par stabilat)
préalablement immunodéprimeées par injection intradermique de 0,2 mL d’Endoxan® & 20
mg/mL.
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2.4.5.1.2.2. Culture in vitro des formes procycliques

La culture des trypanosomes procycliques a eteé effectuée sur un milieu de Cunningham
(1977) a 20% de sérum de veau feetal (SVF). Le milieu de Cunningham a été préparé au
laboratoire selon le protocole suivant : dans un premier temps, les produits chimiques (annexe
I11) servant a la préparation du milieu ont été dissous dans de 1’eau distillée et ce mélange a
été homogeénéisé sur une plaque chauffante a une température de 50°C. Un volume de 1800
mL pour un pH 7,2 a été préparé (milieu de Cunningham).

Au milieu de Cunningham a été ajouté 200 mL de sérum de veau feetal (milieu de
Cunningham a 20% de SVF). Apres la préparation du milieu de Cunningham a 20% de SFV,
les stabilats de trypanosomes procycliques ont été retirés de I’azote liquide et décongelés. Une
observation microscopique au grossissement 400 a été effectuée pour Vérifier la qualité de
chaque stabilat (présence de trypanosomes mobiles). Les stabilats présentant des
trypanosomes mobiles ont été ajoutés au milieu de Cunningham a 20% de SVF pour la culture

des trypanosomes procycligues.
2.4.5.2. Isolement des souches de trypanosomes
2.4.5.2.1. Souches du terrain

Deux jours aprés I’inoculation, un suivi quotidien de la charge parasitaire de chaque souris a
été effectué par observation microscopique (au grossissement 400) d’une goutte de sang
prélevée a la queue. La charge parasitaire a éte évaluée en fonction du nombre de
trypanosomes par champ microscopique (Paris et al., 1982) grace a la méthode rapide
d'estimation de la parasitémie d'Herbert et Lumsden (1976). Lorsque la charge parasitaire
atteint un antilog supérieur ou égal a 8.1, soit 125x10° parasites/mL de sang, la souris est
anesthésiée par injection de 0,2 mL de kétamine et son sang est ponctionné avec une seringue

stérile par voie intracardiaque.

Une partie du sang obtenu est mélangé avec un cryoconservateur (10 % de glycérol et du
Phosphate Saline Glucose : PSG). Ce mélange appelé stabilat a été cryoconservé dans 1’azote
liquide (& -196° C) a I’Unité de Recherche en Génétique et Epidémiologie Moléculaire
(URGEM) pour des études ultérieures.
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Les trypanosomes du sang restant ont été recueillis par élution sur mAECT. Les éluats

obtenus ont été alors congelés a -20°C pour en extraire I’ADN.
2.4.5.2.2. Souches sanguicoles

Deux jours aprés I’infection des souris, un suivi quotidien de la charge parasitaire a été
effectué par observation microscopique (grossissement 400) d’une goutte de sang prélevée a
la queue de chaque souris. Pour toute parasitémie présentant un antilog supérieur ou égal a 8.1
(125x 10° parasites/mL de sang), la souris est anesthésiée a I’isoflurane et son sang est
ponctionné avec une seringue stérile par voie intracardiague. Une partie de ce sang a été

mélangée avec du glycérol et du PSG.

Ce mélange (stabilat) a été cryoconservé dans de I’azote liquide (a -196°C). Le reste du sang a
été déposé sur une colonne Diethylaminoethyl (DEAE 52)-cellulose (Lanham & Godfrey,
1970) pour recueillir les trypanosomes qui sont ensuite congelés a -20°C pour extraire
ultérieurement I’ADN. La figure 16 illustre la procédure de purification d’une souche de

référence sanguicole.
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a) Souris anesthésiée a l'isoflurane b) Ponction cardiaque d'une souris

c) Purification des trypanosomes
sanguicoles sur DEAE 52

Figure 16 : Récolte et purification de souche de référence sanguicole
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2.4.5.2.3. Souches procycliques

Deux jours apres la culture des souches, un suivi quotidien de la charge parasitaire de chaque
culture procyclique a été effectué par observation au microscope (Figure 17). Lorsque la
parasitémie atteint un antilog supérieur ou égal & 8.1, c’est-a-dire 125x 10° parasites/mL, la
culture est purifiée avec du tampon PSG 80 %. Une partie du culot de trypanosomes ainsi
obtenu a été mélangée avec du glycérol. Le stabilat a été ainsi reconstitué et cryoconservé
dans I’azote liquide (a -196°C).

Le reste du culot a été ensuite congelé a -20°C pour extraire ultérieurement I’ADN des

trypanosomes.

Figure 17 : Observation microscopique d’une culture procyclique

46



Matériel et méthodes

2.4.6. Diagnostic des trypanosomes chez les animaux domestiques

Plusieurs techniques ont été utilisées pour la mise en évidence des trypanosomes circulant
chez les animaux domestiques examinés. Parmi celles-ci, les tests parasitologiques par la
technique du BCT et de la mAECT ont été utilisés sur le terrain et d’autres tels que le test
immunologique (trypanolyse) et la technique moléculaire (PCR) ont été effectués au

laboratoire.

2.4.6.1. Techniques parasitologiques ou méthodes directes

» Technique du Buffy-Coat (BCT)

Le test parasitologique BCT (Buffy-Coat Technique) (Murray et al., 1977) a été effectué sur
tous les échantillons de sang prélevés chez les animaux domestiques lors des différentes
enquétes. Pour chaque animal, un tube capillaire a été rempli d’un volume de sang d’environ
70 pL. Le tube capillaire a été ensuite bouché a I’une de ses extrémités avec de la pate a
modeler puis centrifugé pendant 5 minutes & 13000 rpm. Aprés la centrifugation, le tube
présente trois couches : une couche de liquide clair en surface (le plasma), une couche de
liquide rouge au fond du tube, contenant la plupart des globules rouges et la couche
leucocytaire ou buffy-coat se trouvant entre le liquide clair et le liquide rouge. Le tube
capillaire a été sectionné a 1’aide d’une pointe diamant et la couche leucocytaire a été
observée au microscope au grossissement 400 (Figure 18-a). Une infection a été déclarée

active a la suite du test, lorsque des trypanosomes mobiles sont observés au microscope.
» Technique de la mini-colonne échangeuse d’ions (MAECT)

La mAECT (Lumsden et al., 1977) est la technique parasitologique la plus sensible pour la
détection des trypanosomes dans le sang. Sur une colonne échangeuse d’anions, les
trypanosomes d’animaux ont été séparés a partir de 350 pL de sang sur DEAE 52 cellulose
(Figure 18-b) conformément aux recommandations de la notice d’instructions fournie avec le
test. Les trypanosomes élués dans le tube collecteur transparent ont été ensuite concentrés par
centrifugation du tube pendant 5 minutes a 2500 rpm. Apres I’étape de centrifugation, le tube
collecteur monté dans la chambre de lecture (Figure 18-c) a été observé microscopique afin de
rechercher les trypanosomes mobiles.
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a) Observation microscopique du buffy-coat

. g . S T S o s o e

a B = B8 B Tube
Cellulose > collecteur
Sang
Membrane hambre
spongieuse de lecture

Tube collecteur

b) Portoir de mAECT avec des colonnes c) Tube collecteur monté dans la chambre
DEAE-cellulose montées et élution des de lecture de la mAECT
trypanosomes dans les tubes collecteurs

Figure 18 : lllustration de méthodes directes dans la détection des trypanosomes
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2.4.6.2. Test de la trypanolyse

Le test d’immuno-trypanolyse pour la recherche des anticorps utilise de trypanosomes
sanguicoles vivants (antigénes variables de Trypanosoma brucei gambiense types LiTat 1.3,
LiTat 1.5, et LiTat 1.6). Il a été réalisé au CIRDES de Bobo-Dioulasso au Burkina-Faso.

Dans une plaque de 96 puits, 25 uL de sérum contenant des anticorps anti-LiTat (témoin
positif) et 25 uL de sérum de cobaye (témoin négatif) ont été distribués respectivement dans
le premier et deuxieme puits. Ensuite, 25 pL de plasma a tester sont distribués dans les autres
puits. Puis, 25 pL de sérum de cobaye est ajouté dans tous les puits et le mélange a été incubé
pendant 30 minutes a température ambiante. Le sang infecté par T. b. gambiense a été dilué
dans du sérum de cobaye & une concentration finale de 10’ trypanosomes/mL. Cinquante (50)
puL de la suspension de trypanosomes vivants exprimant les variants antigéniques ont été
ajoutés dans les puits contenant le plasma et le sérum de cobaye. La souche de sérum résistant
de Trypanosoma brucei rhodesiense ETAT 1. a été utilisée comme témoin de 1’absence
d’activité trypanolytique non spécifique du plasma a tester. Aprés 90 minutes d’incubation a
la température ambiante, la suspension a été examinée au microscope (x250). La trypanolyse

a été considérée comme positive lorsque 50 a 100 % des trypanosomes sont lyses.

2.4.6.3. Diagnostic des trypanosomes a I’aide d’outils de biologie moléculaire

Trois étapes sont nécessaires pour obtenir les profils électrophorétiques qui seront analysés.
Ces étapes sont l'extraction de I'ADN, I'amplification des extraits d'/ADN obtenus, et

I'électrophorése des produits d'amplification.

2.4.6.3.1. Extraction de PADN génomique

Au laboratoire, I’ADN génomique a eté extrait a partir des echantillons de sang collecté sur le
terrain, des trypanosomes purifiés provenant des souches isolées et des souches de référence.
L’extraction a été effectuée a 1’aide du Kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Valencia, CA,
USA).

Dans un microtube de 1,5 pL, un mélange de 500 pL de sang total et 500 pL d’eau
moléculaire a été effectué. Le mélange a été homogéneisé pendant 10 minutes, puis centrifugé
a 6000 rpm pendant 3 minutes. Aprés la centrifugation, le surnageant a été éliminé et le culot
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conservé pour la suite de I’extraction selon le protocole (annexe 1V). L’ADN extrait a migré
sur un gel d’agarose 1% pendant 20 minutes a 100 volts. Le gel a été visualisé grace a un
transilluminateur, puis photographié. Cette étape a permis de Vérifier la qualit¢é de ’ADN
extrait. L’extraction de I’ADN des souches isolées et de référence a été réalisée selon le méme
protocole mais a la premiére étape, les parasites ont été resuspendus dans 200 pL de tampon
PBS. La concentration des échantillons d’ADN des souches de référence a été mesurée au
Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific). Ensuite, des aliquots a 10 ng/pL ont été réalisés pour

la détermination des génotypes et le reste de I’ADN extrait a été conservé a -80 °C.

2.4.6.3.2. Amplification de I’ADN extrait

La PCR ou Réaction de Polymeérisation en Chaine a été la technique de la biologie
moléculaire utilisée pour I’amplification spécifique de I’ADN des trypanosomes chez les
animaux domestiques. Cette activité a été réalisée dans le laboratoire de ’'URGEM a
I’UJLoG, Coéte d’Ivoire et dans le laboratoire de biologie moléculaire de ’'UMR Intertryp
IRD-Cirad, France. Elle a consisté a caractériser chaque espéce de trypanosomes (T.
congolense types savane et forét, T. vivax ou T. brucei s.l.) a partir des ADN extraits.

2.4.6.3.2.1. Réalisation du milieu réactionnel pour la PCR

Les réactions d’amplification de I’ADN des espéces T. brucei s.l., T. vivax, T. congolense
type forét, T. congolense type savane et T. b. gambiense ont été réalisées en utilisant
respectivement les amorces (séquences encadrant la portion d’ADN ou d’ARN a amplifier)
mono-spécifiques TBR1/TBR2, TVW1/TVW2, TCFL/TCF2, TCS1/TCS2 et Tgl9F/Tgl9R
(Tableau II). Le géne TgsGP spécifique a T. b. gambiense n’a été recherché que dans les
échantillons positifs a la PCR TBR1/TBR2 en utilisant les amorces Tg19F/Tg19R.

La PCR avec les amorces TBR1/TBR2, TVWL1/TVW2, TCF1/TCF2 et TCS1/TCS2 a éteé
effectuée dans un volume final de 50 pL comprenant 5 ulL de tampon 10X, 1 yuL de dNTP a
10 mM, 1 pL de chaque amorce (10 pmol), 0,1 puL de Taq polymérase (5U/uL), 36,9 uL d’eau
et 5 uL d’ADN a 10 ng/pL.
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La PCR avec les amorces Tgl9F/Tg19R a été réalisée dans un volume final de 25 pL
contenant 12,5 ulL de Hotstar Tag Master mix (Qiagen), 1 pL de chaque amorce (20 pmol), 8
pulL d’eau et 2,5 uL d’ADN a 10 ng/pL.

L’ADN de référence a été ajouté dans le tube témoin positif et de 1’eau stérile a été ajoutée

dans le tube témoin négatif.
2.4.6.3.2.2. Programme thermique de I’amplification en PCR

Chague espéce et sous-espece de trypanosomes a été amplifiée dans un thermocycleur (PTC-
T100, Biorad, USA) selon les étapes suivantes :

Pour les amorces TBR1/TBR2, TVW1/TVW2, TCF1/TCF2, TCS1/TCS2 :

- dénaturation initiale a 95° C pendant 3 min, suivie de 40 cycles dont dénaturation a 95° C de
30 sec;

- hybridation a 55° C pendant 30 sec ;

- élongation a 72° C pendant 1 min puis élongation finale de 5 min a 72° C.

Concernant les amorces Tgs19F/Tgs19R :
- dénaturation initiale a 95° C pendant 3 min, suivie de 45 cycles dont dénaturation a 95° C de
30 sec ; - hybridation a 63° C pendant 30 sec ;

- et élongation a 72° C pendant 1 min. puis élongation finale de 5 min a 72° C.
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Tableau 11 : Caractéristiques des couples d’amorces utilisées pour la PCR

Spécificité Séquence des amorces (5’ —3”) Tm Taille Références
) TBR1: CGA-ATG-AAT-ATT-AAA-CAA-TGC-GCA-G 55°C 177 pb Moser et al., 1989

. brucel s TBR2: AGA-ACC-ATT-TAT-TAG-CTT-TGT-TGC
TCS1: CGA-GCG-AGA-ACG-GGC-AC 55°C 321pb Masiga et al., 1992

Tes TCS2: GGG-ACA-AAC-AAA-TCC-CGC
TCF1: GGA-CAC-GCC-AGA-AGG-TAC-TT 55°C 350 pb Masiga et al., 1992

Tef TCF2: GTT-CTC-GCA-CCA-AAT-CCA-AC

T vivax TVWL1: CTG-AGT-GCT-CCA-TGT-GCC-AC 55°C 150 pb Masiga et al., 1992
TVW2 : CCA-CCA-GAA-CAC-CAA-CCT-GA

Thg Tgl9-F : GCTGCTGTGTTCGGAGAGC 63°C 310 pb Radwanska et al., 2002

Tgl9-R : GCCATCGTGCTTGCCGCTC

1:sens, 2 : anti sens, bp : paires de bases, F : forward (sens), R : reverse (anti sens), Tm : metting Temperature (Température d’hybridation), Réf : références,

Taille : Taille attendue, Tcs : Trypanosoma congolense savane, Tcf : T. congolense forét, Thg : T. b. gambiense.
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2.4.6.3.3. Electrophorese et révélation des produits d’amplification

Les fragments d'’ADN amplifiés ou amplicons (produits de la PCR) ont été séparés par
électrophorese horizontale sur gel d’agarose a 2 %. Pour chaque gel, 2 g d’agarose ont été
dissouts dans 100 mL de tampon TBE 0,5X (Tris Borate EDTA). Aprés homogénéisation, le
mélange est porté & ebullition grace a une plaque chauffante ou un four micro-onde. Ensuite, 3
ML de GelRed (agent intercalant entre les bases de I’ADN) ont été ajoutés lors de la
préparation du gel. Le GelRed se fixe sur les fragments d'ADN et permet de les visualiser par
fluorescence sous exposition aux ultraviolets d’un transilluminateur. Le mélange obtenu est
coulé dans une cuve a électrophorése contenant des peignes qui vont créer des puits dans le
gel. Dans chaque puits du gel, sont déposés 8 pL de chaque amplicon mélangés avec 2 uL de

solution tampon de charge (bleu de charge).

Le tampon de charge facilite le dépdt en augmentant la densité du mélange et indique le front
de migration. Un marqueur de poids moléculaire a 100 pb est déposé dans le premier puits du
gel. L’ensemble est soumis a un courant électrique continu de 100 Volts pendant 45 min. A la
fin de la migration, le gel est sorti de son moule et visualisé dans un appareil
(transilluminateur) sous lumiere Ultraviolette puis photographié. Les poids moléculaires des
fragments d’ADN amplifiés sont déterminés par rapport au marqueur de poids moléculaire.
Les images des gels stockées dans le transilluminateur ont été exportées sur I’ordinateur du

laboratoire pour la lecture.

2.4.7. Génotypage des souches de trypanosomes a l'aide de loci microsatellites

Le génotypage des échantillons d’ADN positifs a la PCR TBR1/TBR2 a été réalisee avec des
marqueurs microsatellites choisis sur la base de leur polymorphisme. Au total, les extraits
d’ADN de 88 animaux domestiques, de 50 souches isolées lors des enquétes sur le réservoir
animal domestique et de 32 souches de référence ont été testés au laboratoire de biologie

moléculaire de I’'UMR Intertryp IRD-Cirad de Montpellier en France.
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2.4.7.1. Marqueurs microsatellites utilisés

Dix-huit (18) marqueurs microsatellites ont été utilisés pour déterminer les génotypes des
souches de trypanosomes (Tableau Ill). Parmi ces marqueurs, quatre (Micbg5, Micbg6,
Misatg4 et Misatg9) ont précedemment été mis au point au cours des travaux sur 1’étude de la
diversité génétique du complexe T. brucei s.I. (Koffi et al., 2007). Ces marqueurs (marqueurs
brucei) ont été congus a partir d’une souche de référence de T. brucei s.l. Les quatorze autres
marqueurs microsatellites ont été définis a partir d’une banque microsatellite réalisée a partir
de I’ADN extrait de la souche de référence B4F303 de I’espéce T. b. gambiense. Ces
nouveaux marqueurs (marqueurs gambiense) ont été sélectionnés de la maniere suivante : (i)
motif de répétition : dinucléotide, nombre de répétition supérieur a 8, taille de 1’amplicon
compris entre 150 et 300 bp, (ii) chaque couple d’amorce sélectionné a été évalué par PCR et
les produits d’amplification ont été migrés sur un gel d’agarose 2 % dans du tampon TBE
0,5X en utilisant un marqueur de poids moléculaire (100 pb) afin de détecter la présence ou
I’absence des amplicons. La révélation des bandes d’ADN est rendue possible par le Bromure
d’Ethidium (BET: agent intercalant) (Higuchi et al., 1992) se liant a I’ADN double brin
(Poitras & Houde, 2002) ajouté au gel d’agarose et qui permet de visualiser I’ADN dans le gel
sous forme de bande. Le résultat de cette étape a permis de sélectionner les paires d’amorces
oligonucléotides les plus adaptées et qui ont présenté un polymorphisme élevé, (iii) les paires

d’amorces choisis ont ensuite été testées sur séquenceur capillaire.
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Tableau I11 : Caractéristiques des 18 marqueurs microsatellites utilisés pour le génotypage des échantillons positifs a la PCR TBR1/TBR2

Loci Motif répété Séquences (5°-3°) References

Micbg5 (AT)n F : TAACCCCAAATGCTCTCCCCC Koffi et al. (2007)
R : CACACCACAGCCAATTCCGCC

Micbg6 (AC)n(AT)n F: CGGTGTAGTGGCATTCGGGT Koffi et al. (2007)
R : GCTCGCCGCCTCATGAGGTG

Misatg4 (AC)n F: GAAGTAACTCTATACGGGTGG Koffi et al. (2007)
R:GTTTTCCCCTTGTTGTAATC

Misatg9 (AC)n F: GAGCTCTTACTTATTGCCCGTCT Koffi et al. (2007)
R : GTGGGGAAGAACAAAGCAGA

TBGO1 (AT)n F : CCGAAGAAGAACGCAAA Nouveaux marqueurs
R : ACGGTGAACGAGCTGAA

TBGO02 (TC)n F: AACTGTCGCCTTTCCGT
R : GAAACCGGGTCGTGTAAG
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Loci Motif répété Séquences (5°-3°) References
TBGO03 (TA)n F:CGCTTCCCTTAGCTTTGT Nouveaux marqueurs
R: TCAGGTAAACCCACCGA
TBG04 (AC)n F : AAGCGATGGTGAATGGA
R : GCCAAGCAGCAAGAAAG
TBGO5 (GT)n F: TACAGCCTTGTTGGGGA
R : ATGGAGTGAGGGAGATGTG
TBGO08 (AT)n F: ATTCGGCTTCGGATAGTT
R:GCTCCGTTGTTCACTCC
TBG14 (AT)n F: CACGGTGTTCTCGACTCTT
R: TTCCACACAAACACGCA
TBG15 (AT)n F: TGAAATAGGAAGAGCATACGA
R: ACGTCAGATACACGCACAC
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Loci Motif répété Séquences (5°-3°) References
TBG17 (TA)Nn F: CTTCCCCAAACAAGCAA Nouveaux marqueurs
R : TTGGCACAGGATGAAGAG
TBG18 (TA)Nn F : GCCGCACATCATAATCC
R : ACGCGACACAAGGAGAG
TBG21 (CA)Nn F: GGTGATACACGTCCTCCA
R: GGTTGCCAAAATGGTGT
TBG22 (AT)n F: GATGAAGGGCTAGGGTAATG
R: GATGCGTCCTTCCTGTCT
TBG30 (AT)n F: AAACAAAGGGGCGAAAC
R : CACACACGCACACAAGG
TBG34 (AT)n F: GAAGGTGACGAGCCCA
R: AGATTGCCCCGTGTTTT

F: sens ; R : anti-sens
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2.4.7.2. Amplification de PADN du complexe Trypanosoma brucei s.I.

Apres la PCR classique, tous les échantillons porteurs de I’ADN de T. brucei s.l. ont été
amplifiés par PCR a I’aide de 18 loci microsatellites. Cette étape a permis de déterminer les

profils génotypiques de chaque échantillon.

Pour chaque marqueur microsatellite, I’amorce « sens (ou forward) » a été prolongée a son
extrémité 5' par une séquence universelle de 19 pb appelée queue M13 (5-CAC GAC GTT
GTA AAA CGA C-3"). Lors de la réaction PCR, le M13-Dye ajouté va rentrer en compétition
avec ’amorce M13 sens a partir du 3™ cycle de la réaction et permettre ainsi le marquage
des amplicons et leur détection lors de la migration sur capillaire. Quatre fluorochromes
différents sont disponibles: FAM, VIC, PET et NED. Le fluorochrome FAM a été utilisé pour
les PCR des loci TBG21, TBG18, TBG22 et TGB05; NED pour TBGO01, TBGO03, TBG30 et
Misatg4; VIC pour TBGO02, TBGO08, TBG34, Misatg9 et Michgs et PET pour TBG15,
TBG14, TBG17, TBGO04 et Misatg6. Chaque fluorochrome permet de visualiser les produits
de la PCR sur le séquenceur ABI 3500 XL (Applied Biosystems, USA). Le plan de plaque de

la PCR est consigné en annexe V.

Les réactions PCR ont été réalisées dans un volume final de 10 uL composé de 5 pL de
chaque échantillon d’ADN précédemment utilise et 5 pL du milieu réactionnel. La
composition du milieu réactionnel pour un individu est présentée dans le tableau IV. Le M13-
Dye est ajouté a la fin du mélange et a 1’obscurité. Afin d’éviter toute contamination
(amplification d'ADN étrangers), le milieu d'amplification est préparé sous une hotte protégée
ou aucun ADN n'est manipulé. Sur la paillasse, ’ADN est ajouté dans chaque puits et la
plaque PCR est fermée avec une feuille thermos seal par la soudeuse (un appareil) et ensuite
conservée dans du papier aluminium a + 4°C pour ’amplification des loci. Les températures
d’hybridation ont été adaptées pour chaque marqueur microsatellite entre 53 et 55 °C. Les
PCR sont réalisees en ajustant les températures d’hybridation afin de diminuer les

amplifications non spécifiques (Annexe VI)
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Tableau 1V : Composition du milieu réactionnel de la PCR

Réactif Composition pour un échantillon (uL)
Amorce M13F (10 pmol/microl) 0,16

Amorce R (10 pmol/microl) 0,2

M13-Dye (10 pmol/microl) 0,2

Tampon 10X 1

dNTP 10 Mm 0,2

Taq (5 u/microl) 0,1

H20 stérile 3,14

ADN : 5 puL

2.4.7.3. Réarrangement des plaques

Le réarrangement des plaques pour la PCR a consisté a associer dans une méme plaque les
produits des échantillons amplifiés avec quatre loci différents marqués par quatre
fluorochromes différents. En effet, des loci marqués par des fluorochromes différents
pourront étre analysés de facon indépendante. Au final, deux panels de trois et trois panels de
quatre marqueurs ont été obtenus (Annexe VII). A la plateforme de génotypage de Lavalette
de Montpellier en France, 2 pL du produit de chaque réarrangement ont été distribués dans de
nouvelles plaques. Puis, 10 uL d’un mélange formamide-GS600LIZ ont été ajoutés dans
chaque puits de plaque. Le formamide a pour réle de dénaturer les amplicons qui doivent étre
simple brin pour migrer dans les capillaires et le GS600LIZ est un marqueur de taille marqué
avec un 5°™ fluorochrome qui permet de déterminer la taille exacte de chaque allele obtenu a
I’issue de la migration. Le génotypage a été réalis¢ a 1’aide d’un séquenceur automatique

couplé a un ordinateur.
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2.4.7.4. Lecture des profils génotypiques

La lecture des profils génotypiques des échantillons a été réalisée a 1’aide du logiciel
GeneMapper® version 4.1 (Applied Biosystems 2007). Les données brutes issues du
séquenceur capillaire ABI 3500XL (Applied Biosystems Inc, USA) ont été téléchargées sur le
logiciel. A la fin, des fichiers de sortie donnant les tailles des alléles de chaque individu pour
le marqueur étudié sont récupérés et ces fichiers sont exportés dans un tableur Excel puis
sauvegardés pour les analyses.

2.4.8. Expérimentation animale : Xenodiagnostic
2.4.8.1. Infections expérimentales des glossines

Les glossines ténérales de I’espéce Glossina morsitans (individus naissants et & jeun) qui ont
été utilisées proviennent de I’insectarium du CIRDES de Bobo-Dioulasso, Burkina Faso. Ces
glossines ont été réparties en lot de 30 par cage. A I’animalerie du laboratoire de ’'URGEM
de I’'UJLoG, les cages ont été déposées sur I’abdomen de sept porcs pour le premier repas
sanguin des glossines (Figure 19). Parmi ces porcs, deux ont été infectés naturellement par T.
brucei s.l., quatre ont été infectés expérimentalement avec des souches de T. brucei s.l. et un
porc non infecté a été pris comme témoin. Tous les repas de sang ont été effectués pendant 20

min.

.uu..‘ "; .

Figure 19 : Cage déposée sur un porc pour le repas de sang des glossines

Source : URGEM, 2015
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2.4.8.2. Suivi des infections

Pendant un an (12 mois), six suivis parasitologiques ont été effectués sur les porcs. Ces suivis
ont été effectués chaque deux mois. En outre, le xénodiagnostic a été réalisé durant quatre
suivis. Ces différents suivis ont permis d’évaluer la charge parasitaire des porcs et d’estimer
le role de la glossine, dans sa capacité a acquérir et transmettre le parasite a partir des

réservoirs d’hdtes mammiferes.

Avant chaque repas des glossines, des examens parasitologiques (BCT et mMAECT) ont été
effectués a partir des prélevements sanguins de chaque porc. Ces différentes analyses ont
permis de suivre I’évolution de la charge parasitaire des animaux.

Les porcs ont été suivis dans une enceinte sous moustiquaire pour éviter tout contact avec

d’autres glossines ou d’autres insectes hématophages.

Deux jours aprés le repas de sang (J2), les glossines ont été disséquées sous la loupe
binoculaire (Figure 20) et d’autres au quinziéme jour (J15) post-repas sur porc selon la
méthode de Yoni et al. (2005). Leurs différents organes (intestin moyen, proboscis et glande
salivaire) ont été isolés puis examinés au microscope en contraste de phase (grossissement X

400) afin de localiser et répertorier les infections aux trypanosomes.

Les glossines ont été entretenues tous les trois jours sur des lapins dont les qualités d’hote
nourricier au laboratoire sont bien connues (Moloo, 1981). La parasitémie des lapins est
régulierement contrélée par examen de sang a 1’état frais. Des l'apparition des trypanosomes,
les lapins sont soumis a un traitement au trypanocide, puis sont mis au repos et remplacés

pendant cette période par d’autres qui sont sains.
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¥

Figure 20: Dissection et observation microscopique

des organes des glossines

Source : URGEM, 2016
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2.4.9. Analyses statistiques des données

2.4.9.1. Prévalence de I’infection aux trypanosomes

La prévalence est la proportion (en %) d’individus positifs a une infection dans une
population donnée. Dans cette étude, les infections aux trypanosomes ont été détectées a
I’aide d’outils parasitologiques (BCT et/ou mAECT), moléculaires (PCR) et immunologiques
(trypanolyse). Les prévalences de ces infections ont été comparées entre les especes animales
domestiques, les sites de 1’étude et aussi les années d’échantillonnage. La prévalence est

déterminée par la relation :

Prévalence (%) = i x 100

n : effectif d’individus positifs a I’infection aux trypanosomes

N: effectif total d’individus examinés de la population considérée.

2.4.9.2. Estimation des parametres de la diversité génétique
Les diversités génétiques totales et des sous-populations ont été estimées sur l'ensemble
des individus testés. Les paramétres mesurés sont :

» Taux de polymorphisme (P)

C'est la proportion des loci microsatellites polymorphes sur I’ensemble des microsatellites
étudiés. Un marqueur est considéré comme polymorphe lorsqu’il a au moins deux alleles et

la fréquence de l'allele le plus fréquent est inférieure au seuil de 0,95.

P=-%100
L

n = nombre de locus polymorphes

L = nombre de loci étudiés.
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» Nombre moyen d'alléles par locus (A)

Cet indice est déterminé par le nombre total d’alleles présent, dans la population divisée par le

nombre de loci. Il est exprimé selon la formule suivante :

A= In/L

n = nombre d'alléles a un locus

L = nombre de loci étudiés.

» Indices de fixation (Fys, Fst, Fi1) de Wright (1965)

Ces indices sont calculés pour chaque locus et la moyenne est prise sur I'ensemble des loci. Le
logiciel Create a permis d’obtenir le format d'analyse pour les logiciels Fstat version 2.9.4
(Goudet, 2003), Genetix version 4.0.3 et Genepop version 4.7.0 (Rousset, 2008) qui ont été

utilisés.

e Le Fis (I pour individus et S pour sous-population) estime 1’écart a la panmixie. Il exprime
la variabilité génétique au sein des individus par rapport a la sous-population a I’équilibre de
Hardy-Weinberg. Il mesure ainsi I'excés ou le déficit d'hétérozygotie a l'intérieur de chaque

sous-population, par locus et pour I’ensemble des loci. Le Fs se calcule selon la formule :

Fis= (He-Ho)/ He = 1-(Ho/He)

Ho: taux d'hétérozygotie observéee
He: Taux d'héterozygotie attendue

Lorsque :
Fis<0, alors il y a un excés d’individus hétérozygotes
Fis> 0, alors il y a un déficit d’individus hétérozygotes

Fis=0, alors il y a équilibre de Hardy-Weinberg.
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e Le Fst (S pour sous-population et T pour population totale) représente la consanguinité des
sous-populations par rapport a la population totale et mesure 1’effet de la dérive génétique et
de la migration des sous-populations. Il donne le déficit en hétérozygotes issu de la

structuration en sous-populations. Sa valeur est toujours positive.

Fst = (Hr-Hs)/Hr

Ou Hr est I’hétérozygotie attendue en supposant la population totale a 1’équilibre Hardy-
Weinberg et Hs, I’hétérozygotie attendue par individu pour chaque sous-population en la

supposant a 1’équilibre Hardy-Weinberg.

Si le Fst est égal ou trés proche de 0, cela signifie qu’il y a de nombreux échanges génétiques
entre les populations (peu de différenciation génétique, population panmictique). A 1’inverse,
si le Fst est proche de 1, cela se traduit par une forte différenciation génétique entre les

populations, suggérant trés peu, voire aucun flux de genes entre les populations.

e Le paramétre Fit est une mesure de la consanguinité des individus (1) par rapport a la
consanguinité dans la population totale (T). Il correspond a la résultante des deux précédents.
Le Fyr varie de:
v" -1 (quand tous les individus de la population totale sont hétérozygotes pour les deux
mémes alléles);
v 1 (quand tous les individus sont homozygotes, avec au moins deux alléles, dans la

population totale).

Les tests de chi-2 (X?) d’homogénéité ou X? de Pearson et exact de Fisher ont été effectués
pour comparer les distributions observées entre les animaux domestiques examinés. Les
valeurs des probabilités (p) < 0,05 ont été considérées comme significatives. Le test a été
réalisé a I’aide du logiciel R (R-Core-Team, 2018).

2.4.9.3. Structuration génétique des souches de Trypanosoma brucei s.1.

Les comparaisons du succés d’amplification entre les échantillons biologiques (échantillons
de sang) et les souches isolées ou entre des marqueurs brucei et gambiense ont été effectuées

avec un test exact de Fisher en utilisant le logiciel R (R-Core-Team, 2018).
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La correspondance entre les marqueurs T. brucei et T. gambiense a été étudiee a l'aide du test
de Mantel a partir des matrices de distance de Cavalli-Sforza et Edwards, (1967) obtenues

avec chaque type de marqueur.

La structure génétique des populations a été évaluée au moyen des tests de désequilibre de
liaison (LD) corrigés selon la procédure de Benjamini & Yekutieli. (2001) et des indices de
fixation de Wright. Ces tests ont été effectués avec Fstat 2.9.4 (Goudet, 2003).

Etant donné que la différenciation génique des populations devient significative entre les
sous-échantillons d’un méme site mais séparés par six mois (Kaboré et al., 2011),
I’échantillon a été divisé selon ce critére en trois cohortes (C) qui sont: C1 (septembre a
octobre 2013), C5 (décembre 2015 a avril 2016) et C7 (octobre 2016 a mars 2017). Chaque
cohorte ou chaque combinaison de cohorte/village et cohorte/foyer a été considérée comme
une unité définissant des sous-échantillons pour I’analyse de la structure des sous-populations

locales. Le village est le site ou I’échantillon a été prélevé et le foyer est la zone de 1’étude.

Le Test de I’isolement par la distance a été effectué avec I’approche de Rousset. (1997) pour évaluer

la corrélation entre la distance génétique entre la distance géographique.

Les criteres de De Mee(s & Balloux. (2005) ont été utilisés pour détecter les clones fortement
subdivisés, ou Fst ~ -Fis/(1-Fs) et Fir = 0. Pour ces analyses, seules les sous-populations avec
suffisamment d'isolats génotypés de la méme cohorte ont été utilisées. Ainsi, la Cohorte 7 a

été conservée.

Lorsque les populations clonales sont fortement subdivisées en de nombreuses sous-
populations et que le taux de mutation u << m (taux de migration), le nombre de migrants peut
étre calculé comme suit Nm= -(1+Fs)/(4Fs) (De Meeds et Balloux, 2005).
La classification des trypanosomes des stocks d’animaux domestiques par rapport aux
souches de référence a été réalisée en générant un dendrogramme selon la méthode du NJTree
(Neighbor-Joining Tree) (Saitou & Nei, 1987) sur la base de la matrice de distance de Cavalli-
Sforza et Edwards (Cavalli-Sforza & Edwards, 1967) comme recommande (Takezaki & Nei,
1996). La matrice de distance de Cavalli-Sforza et Edwards a été obtenue a 1’aide du logiciel
FreeNA (Chapuis et Estoup, 2007). Le dendrogramme (NJTree) a été visualisé avec le
logiciel MEGA 7 (Kumar et al., 2016).
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Résultats

3.1. Prévalence de I’infection aux trypanosomes

3.1.1. Enquéte de 2013

3.1.1.1. Diagnostic parasitologique

Dans I’ensemble, 552 animaux domestiques comprenant 87 bovins (15,76 %), 192 ovins
(34,78 %), 136 caprins (24,64 %) et 137 porcs (24,82 %) ont été testés durant I’enquéte
conduite en 2013.

Les résultats des analyses parasitologiques (BCT/mAECT) ont révélé une prévalence globale
d’infection de 10,33 %. Les prévalences obtenues ont varié significativement (p < 0,001)
entre les différentes espéces animales. Les porcs ont constitué 1’espéce animale la plus
infectée avec une prévalence de 29,93 %, suivis des bovins avec 5,75 %. Les ovins et les
caprins ont été les moins infectés avec des prévalences respectives de 4,69 % et 1,47 %
(Tableau V).

Les animaux domestiques examinés dans le foyer de Bonon ont été plus infectés avec une
prévalence de 12,75 % contre 8,64 % obtenue chez ceux de Sinfra. Aucune différence

significative d’infection n’a été observée entre les deux foyers (p = 0,15).

La répartition des prévalences d’infection par localité a montré que les bovins de Bonon ont
été plus infectés que ceux de Sinfra. Cependant, aucune différence significative d’infection
n’a été observée entre les bovins (p = 0,388) des deux localités. Les infections aux
trypanosomes sont plus importantes chez les porcs et les ovins de Sinfra que chez ceux de
Bonon. Aucune différence significative d’infection n’a été observée entre les porcs (p =
0,821), entre les ovins (p = 1) de Bonon et de Sinfra. En outre, aucune infection aux
trypanosomes n’a été détecteée chez les caprins provenant du foyer de Sinfra (Tableau V1).
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Tableau V : Prévalence parasitologique des trypanosomes détectés chez les especes animales

Espéce animale N Nbre d’animaux infectés (%) X2 P
Bovin 87 5(5,75)

Caprin 136 2 (1,47)

Ovin 192 9 (4,69) 79,92 <0,001
Porc 137 41 (29,93)

Total 552 57 (10,33)

N = effectif d’animaux testés ; Nbre = nombre ; X2: test chi-2 ; P = valeur de la probabilité.

Tableau VI : Prévalence parasitologique des trypanosomes détectés chez les especes

animales dans chaque foyer d’étude

Espéce animale Foyer N Nbre d’animaux infectés (%) P
Sinfra 52 2 (3,85) 0,388
Bovin Bonon 35 3(8,57)
Sinfra 89 0 (0) 0,119
Caprin Bonon 47 2 (4,35)
Sinfra 100 5(5) 1
Ovin Bonon 92 4 (4,35)
Sinfra 60 19 (31,67) 0,821
Porc
Bonon 77 23 (29,87)
Total 552 57 (10,33)

N = effectif d’animaux testés, Nbre = nombre, P = valeur de la probabilité.
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3.1.1.2. Diagnostic moléculaire des trypanosomes

Les résultats de la PCR mono-spécifique ont montré que trois especes de trypanosomes
circulent chez animaux domestiques testés. Au total, 109 animaux ont été infectés sur les 552
examinés. La prévalence globale d’infection est 19,75 %. T. brucei s.l. a été I’espece la plus
infectante avec une prévalence de 13,77 %, suivies de T. congolense type forét avec 8,51 % et
T. vivax avec 2,36%. Les prévalences des infections dues a T. brucei s.I. (p < 0,001), T.
congolense type forét (p < 0,001) et T. vivax (p = 0,02) différent significativement entre les
espéces animales (Tableau VII).

Aucune infection a T. congolense type savane n’a été détectée. Concernant 1’infection a T.
brucei s.l., la prévalence de 36,50 % observée chez les porcs a été significativement plus
élevée (p < 0,001) par rapport a celle de 17,24 % observée chez les bovins, 4,17 % chez les
ovins et 2,21 % chez les caprins. Par ailleurs, aucun porc n’a été testé positif a la PCR avec

les amorces spécifiques de T. vivax (Tableau VII).

La distribution des infections par localité a montré que dans les foyers de Bonon et de Sinfra,
les infections a T. brucei s.l. sont plus importantes chez les bovins et les porcs que chez les
caprins et les ovins. La prévalence de I’infection & T. brucei s.l. a révélé que les bovins de
Bonon avec 37,14 % ont été significativement (p < 0,001) plus infectés que ceux de Sinfra
avec 5,76 %. Par contre, les porcs de Sinfra avec une prévalence de 43,33 % ont été plus
infectés par T. brucei s.l. que ceux de Bonon avec 31,17 %. Cependant, ces données n’ont
révélé aucune différence significative a I’intérieur des groupes d’animaux que sont les porcs
(p =0,142), les caprins (p = 1) et les ovins (p = 0,223) de Bonon et de Sinfra.

Les infections a T. congolense type forét ont éte détectées chez toutes les especes animales.
Aucune infection a T. vivax n’a été observée chez les porcs des foyers de Bonon et Sinfra. De

méme, aucun caprin du foyer de Sinfra n’a été infecté par T. vivax (Tableau VIII).
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Tableau VII :

domestiques

Prévalence des especes de trypanosomes identifiées chez les animaux

Nombre d’animaux infectés (%)

Espéce animale N TBR TCF TVW Total
Bovin 87 15 (17,24) 9(10,34) 3(3,45)
Ovin 192 8 (4,17) 9 (4,69) 9 (4,69)
Caprin 136 3(2,21) 5 (3,68) 1(0,73)
Porc 137 50 (36,50) 24 (17,52) 0 (0)
Total 552 76 (13,77) 47 (8,51) 13 (2,36) 109 (19,75)
X2 90,72 22,33 9,85
P < 0,001 < 0,001 0,02

N = effectif d’animaux testés, TBR: Trypanosoma brucei.sl ; TCF : Trypanosoma congolense type

forét; TVW : Trypanosoma vivax, X2: test chi-2, probabilités (P) significatives (< 0,05) sont

indiquées en gras

70



Résultats

Tableau VII1 : Prévalence des especes de trypanosomes identifiées chez les animaux domestiques dans chaque foyer d’étude

P
Nombre d’animaux infectés (%)
Espéce animale Foyer N TBR TCF TVW TBR TCF ™
. Sinfra 52 3(5,76) 3(5,77) 2 (3,85)
Bovin <0,001 0,087 0,804
Bonon 35 12 (37,14) 6 (17,14) 1(2,86)
. Sinfra 89 2 (2,25) 3(3,37) 0 (0)
Caprin 1 1 /
Bonon 47 1(2,13) 2 (4,26) 1(2,13)
] Sinfra 100 2(2) 5() 6 (6)
Ovin 0,223 1 0,369
Bonon 92 6 (6,52) 4 (4,35) 3 (3,26)
Sinfra 60 26 (43,33) 12 (20) 0 (0)
Porc 0,142 0,5 /
Bonon 77 24 (31,17) 12 (15,58) 0(0)
Total 552 76 (13,77) 47 (8,51) 13 (2,36)
X 90,72 22,33 9,85
P <0,001 <0,001 0,02

N = effectif d’animaux testés, TBR : Trypanosoma brucei.sl ; TCF : Trypanosoma congolense type forét; TVW : Trypanosoma vivax, probabilités (P)

significatives (< 0,05) sont indiquées en gras
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3.1.1.3. Trypanolyse

Les trois variants antigéniques de la trypanolyse ont été exprimés chez 93 animaux
domestiques sur les 552 animaux testés, donnant une prévalence globale de 16,85 %. Chaque
espece animale a exprimée au moins 1’un des trois variants antigéniques, a savoir LiTat 1.3,
LiTat 1.5 et LiTat 1.6. Spécifique aux infections a T. b. brucei, le LiTat 1.6, a été le variant le
plus exprimé chez toutes les espéces animales. Par contre, le LiTat 1.5 a été le variant, le

moins exprimeé.

Les porcs et les bovins ont été positifs aux trois variants antigéniques de la trypanolyse, avec
plus de cas positifs observés chez les porcs. Aucun cas positif, ni au LiTat 1.3, niau LiTat 1.5
(variants spécifiques de T. b. gambiense) n’a été observé chez les ovins et les caprins (Figure
21). Seuls quelques cas positifs au LiTat 1.3 et au LiTat 1.5 ont été enregistrés dans le foyer
de Bonon chez les bovins (Figures 22-a et b). Bien que le LiTat 1.6 soit le variant antigénique
le plus exprimé, aucun caprin provenant du foyer de Bonon n’a été positif a ce variant (Figure
22-c). Les prévalences de 27,27 % et de 15,58 % respectivement pour le LiTat 1.3 et LiTat
1.5, enregistrées chez les porcs du foyer de Bonon ne sont pas significativement différentes
(LiTat 1.3:p=0,937 et LiTat 1.5 : p = 0,669) de celles de 26,67 % et 18,33 % obtenues dans
le foyer de Sinfra. Cependant, avec le variant LiTat 1.6, la prévalence de 36,36 % obtenue
chez les porcs de Bonon est significativement différente (p = 0,047) de celle de 53,33 %
enregistrée a Sinfra. La prévalence chez les bovins testés positifs a la trypanolyse LiTat 1.6
est de 40 % pour le foyer de Bonon et de 5,77 % pour Sinfra. Ces prévalences varient

significativement (p = 0,0001) entre ces deux foyers.
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Figure 21 : Proportion d’animaux testés positifs aux trois variants antigéniques de la trypanolyse

73



Résultats

Frequence ( % )
10 20 30 40 50 60

0

Especes animales

o
3 -
; W Bonon ; M sonon
a) TL.LiTat1.3 [@ Sinfra 8 | b) TL.LiTat1.5 [ Sinfra
£ Q1
@
27.27% 26.67% § =4
=
L
o
~ 1571%
; : : o = ~ -
Bovins Qvins Caprins Porcs Bovins Ovins Caprins Porcs
Especes animales Especes animales
B Bonon
[l Sinfra
3 * significative
¢) TL.LiTat1.6 it
o
frs!
e 40%
iR . 36,36%
3
R
b
g &
(I
o
b1 5.77%
2,25% 1,09% 1%
o - = 1 .
Bovins Qvins Caprins Porcs
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3.1.2. Enquéte de 2015

3.1.2.1. Diagnostic parasitologique

Les données de 1’observation microscopique des trypanosomes sont présentées par les
tableaux IX et X. Les analyses ont révélé la présence de trypanosomes chez 49 animaux
domestiques sur les 626 échantillonnés, donnant une prévalence parasitologique globale de
7,83 %. Toutes les espéces animales ont été infectées par les trypanosomes. Parmi celles-ci,
les porcs ont été significativement les plus infectés (p < 0,001) avec une prévalence de 17,07
%, suivis des bovins chez lesquels la prévalence a été de 6,25 %. Les caprins et les ovins ont

été les moins infectés avec des prévalences de 0,67% par espece.

La distribution du nombre total d’animaux domestiques infectés par foyer a révélé une
différence significative (p = 0,03) entre les foyers de Bonon et Sinfra. La prévalence de 9,78
% des animaux infectés dans le foyer de Bonon a été plus élevée que celle de 5,31 %
enregistrée a Sinfra. La comparaison de la prévalence parasitologique entre les porcs des deux
foyers a montré une différence significative (p = 0,013). Aucune différence significative (p =
0,686) n’a été observée entre les prévalences parasitologiques chez les bovins dans les deux

foyers.

Tableau IX : Prévalence parasitologique des trypanosomes détectés chez les espéces

animales
Espéce animale N Nbre d’animaux infectés (%) X2 P
Bovin 80 5 (6,25)
Caprin 150 1(0,67) 33,08 <0,001
Ovin 150 1(0,67)
Porcin 246 42 (17,07)
Total 626 49 (7,83)

N = effectif d’animaux testés, Nbre = nombre, X2: test chi-carré, P = valeur de la probabilité.
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Tableau X : Prévalence parasitologique des trypanosomes détectés chez les especes animales

dans chaque foyer d’étude

Espéce animale Foyer N Nbre d’animaux infectés (%) P

Bovin Sinfra 39 2 (5,13) 0,686
Bonon 41 3(7,32)

Caprin Sinfra 59 0 (0) 1
Bonon 91 1(1,09)

Ovin Sinfra 50 0(0) 1
Bonon 100 1(1)

Porc Sinfra 110 11 (10) 0,013
Bonon 136 31 (22,8)

Total 626 49 (7,83)

N = effectif d’animaux testés, probabilités (P) significatives (< 0,05) sont indiquées en gras

3.1.2.2. Diagnostic moléculaire des trypanosomes

Au total, 626 animaux domestiques dont 80 bovins (12,78 %), 150 ovins (23,96 %), 150
caprins (23,96 %) et 246 porcs (39,30 %) ont eté testés durant 1’enquéte de 2015.

La PCR mono-spécifique effectuée sur I’ensemble des 626 animaux domestiques, a permis de
détecter des infections a T. congolense type forét, T. brucei s.l. et T. vivax. . La prévalence
globale d’infection aux trypanosomes est 19,33 % soit 121 animaux infectés. L’espéce T.

brucei s.I. a été la plus infectante chez tous les groupes d’animaux.

La prévalence de I’infection a T. brucei s.|. a été de 17,57 % contre 7,67 % et 0, 96 %
respectivement pour T. congolense type forét et T. vivax. Sur les quatre especes animales
examinees, les porcs ont constitué 1’espéce la plus infectée par T. brucei s.1., soit 33,33 % (p <
0,001) suivis des bovins avec une prévalence de 10 %. Bien qu’étant 1’espéce animale

majoritairement infectée, aucune infection due a T. vivax n’a été détectée chez les porcs et
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I’espeéce T. congolense type savane n’a été détectée chez aucun des animaux domestiques
testés (Tableau XI).

La répartition des infections a T. brucei s.l. a montré que les porcs et les ovins de Sinfra avec
des prévalences respectives de 39,10 % et 8 % ont été plus infectés que ceux de Bonon avec
28,68 % et 4 %. Contrairement a ces résultats, les bovins et caprins de Bonon avec 14,63 % et
9,89 % ont été plus infectés que ceux de Sinfra, soit 5,13 % et 5,08 % respectivement. Aucune
différence significative d’infection a T. brucei s.l. n’a été observée entre les deux foyers pour
chaque groupe d’animaux (porcs : p = 0,085 ; bovins : p = 0,297 ; ovins : p = 0,521 et caprins
: p = 0,452). Aucune infection a T. congolense type forét n’a été observée chez les bovins
examineés a foyer de Sinfra. Chez chaque espéce animale, les prévalences d’infection a T
congolense type forét ne different pas significativement entre les foyers (porcs : p = 0,098;
ovins : p = 0,429 et caprins : p = 0,274). Aucune infection a T. vivax n’a été observée chez les

bovins et ovins du foyer de Sinfra et chez les caprins de Bonon (Tableau XI1).

Tableau XI : Prévalence des espéces de trypanosomes identifiées chez les animaux
domestiques

Nombre d’animaux infectés (%)

Espéce animale N TBR TCF TVW Total
Bovin 80 8 (10) 3(3,75) 3(3,75)

Ovin 150 8 (5,33) 6 (4) 2 (1,33)

Caprin 150 12 (8) 3(2) 1(0,67)

Porc 246 82(33,33) 36 (14,63) 0(0)

Total 626 110 (17,57) 48 (7,67) 6(0,96) 121 (19,33)
X? 70,36 28,25 9,30

P <0,001 <0,001 0,026

N = effectif d’animaux testés, TBR : Trypanosoma brucei.sl ; TCF : Trypanosoma congolense type
forét; TVW : Trypanosoma vivax ; Prév = prévalence, X2: test chi-carré, p significatif (< 0,05) indiqué
en gras.
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Tableau XI1 : Prévalence des espéces de trypanosomes identifiées chez les animaux domestiques dans chaque foyer d’étude

P
Nombre d’animaux infectés (%)
Espéce animale Foyer N TBR TCF TVW TBR TCF
Sinfra 39 2 (5,13 0(0 0(0
Bovin ( ) © © 0,297 /
Bonon 41 6 (14,63) 3(7,32) 3(7,32)
) Sinfra 59 3 (5,08) 1(1,69) 1(1,69)
Caprin 0,452 1
Bonon 91 9 (9,89) 2 (2,20) 0(0)
Sinfra 50 4 (8 2(4 0(0
Ovin ®) ) © 0,521 1
Bonon 100 4 (4) 4 (4) 2(2)
Sinfra 110 43 (39,10) 12 (10,91) 0(0)
Porc 0,085 0,137
Bonon 136 39 (28,68) 24 (17,65) 0(0)
Total 626 110 (17,57) 48 (7,67) 6 (0,96)
X 70,36 28,25 9,30
P < 0,001 < 0,001 0,026

N = effectif d’animaux testés, TBR : Trypanosoma brucei.sl ; TCF : Trypanosoma congolense type forét; TVW : Trypanosoma vivax, P = valeur de la

probabilité
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3.1.2.3. Trypanolyse

Le test de la trypanolyse effectué sur les 626 animaux domestiques a montré que chaque
espece animale a été en contact avec I’espece T. brucei s.l. La prévalence globale d’animaux
positif a ce test a eété de 18,85 %. Dans ’ensemble, le variant LiTat 1.6 (exprimé par T. b.
brucei) avec une prévalence de 18,53 % a été le plus représenté chez toutes les espéces
animales, suivi du variant LiTat 1.5 dont la prévalence a été de 6,71 %.

Les porcs ont été significativement positifs aux trois variants antigéniques (p < 0,001). Aucun

bovin, ni ovin, ni caprin n’a été testé positif a la trypanolyse LiTat 1.3 (Figure 23).

Les résultats des différents variants de la trypanolyse ont montré que dans le foyer de Bonon,
aucun caprin n’a été testé positif a T. brucei s.l. Le variant antigénique LiTat 1.3 et LiTat 1.5,
avec des prévalences respectives de 4,55 % et 18,18 % ont été plus exprimés chez les porcs
du foyer de Sinfra que chez ceux du foyer de Bonon avec 2,21 % et 11,03 % respectivement.
(Figures 24-a et b). La différence de prévalence de trypanolyse positive par espéce animale a
été statistiquement significative entre les deux foyers (p < 0,001). Seuls quelques cas positifs
au LiTat 1.5 ont été observés chez les bovins du foyer de Sinfra. Bien que le LiTat 1.6 soit le
variant le plus exprimé, aucun caprin du foyer de Bonon n’a été positif avec ce variant.

La prévalence chez les porcs testés positifs a la trypanolyse LiTat 1.3 (p = 0,505) et LiTat 1.5
(p = 0,110) ne differe pas significativement entre les foyers de Sinfra et de Bonon,
contrairement a la prévalence au LiTat 1.6 (p = 0,0001). De méme, les prévalences chez les
bovins (p = 0,627) et chez les ovins (p = 1) testés positifs a la trypanolyse LiTat 1.6 ne
different pas significativement entre les deux foyers (Figure 24-c).

79



Résultats

Frequence ( % )

M Litat 1.3

@ - M LiTat 1.5

Trypanolyse (TL) []LiTat1.6
3 -
S - 37.8%
o _
4]
o

. 17,5%
« — 14,23%
= 62 46?4
1,33%1,33% 325
o [ — |
Bovins Qvins Caprlns Porcs

Especes animales

Figure 23 : Proportion d’animaux testés positifs aux trois variants antigéniques de la

trypanolyse

80



Résultats

Frequence ( % )
10 20 30 40 50 60

0

o
S -
. M sonon 2 M Bcnon
a) TL.LiTat1.3 [ Sintra Q b) TL.LiTat1.5 @ Sintra
X o ._
-— 9
S o
§ ®
— |
g’ 8 : 18,18%
A . 12,82% 11.03%
4,55% i 3.39%
2,21
| & —1 |
Bovins Ovins Caprins Porcs Bovins Ovins Caprins Porcs
Especes animales Especes animales
B sonon
[] sinfra
Q * significative
- ¢) TL.LiTat1.6 49.26%
00 -
R o._
L
3
g 8-
g % 3,64%
T o |1951%
2 N 5.38%
w
o .
o - 4
Bovins Ovins Caprins Porcs

Especes animales
Figure 24 : Proportion d’animaux testés positifs aux variants LiTatl.3 (a), LiTatl1.5 (b) et LiTat1.6 (c) par foyer

81



Résultats

3.1.3. Comparaison des prévalences d’infection des enquétes de 2013 et 2015
3.1.3.1. Parasitologie

En 2013, la prévalence globale de 10,33 % révélée par les techniques parasitologiques est
nettement supérieure a celle de 7,83 % obtenue durant ’enquéte de 2015. Toutefois ces
prévalences obtenues au cours de ces deux périodes d’enquéte ne sont pas significativement
différentes (p = 0,135).

Les analyses parasitologiques ont montré que les porcs avec une prévalence de 29,93 %, les
ovins avec 4,69 % et les caprins avec 1,47 % ont été plus infectés en 2013 par rapport en 2015
ou des prévalences de 17,07 %, 0,67 % et 0,67 % ont été enregistrées respectivement chez les
porcs, caprins et ovins. Seule I’infection bovine est ascendante avec 5,75 % d’animaux
infectés en 2013 contre 6,25 % en 2015. Les prévalences d’infections observées chez les
bovins (p = 0,891) et les caprins (p = 0,606) ne sont pas différentes significativement entre les
deux enquétes. Cependant, les prévalences observées chez les porcs (p = 0,003) et chez les

ovins (p = 0,047) sont significativement différentes entre les deux périodes (Tableau XIII).

Tableau XI11 : Prévalence parasitologique des trypanosomes détectés chez les espéces

animales testés pendant les enquétes de 2013 et 2015

Enquéte de 2013 Enquéte de 2015
Espéce animale N Infectés Prév (%) N Infectés Prév (%) X P
Bovins 87 5 5,75 80 5 6,25 0,02 0,891
Ovins 192 9 4,69 150 1 0,67 / 0,047
Caprins 136 2 1,47 150 1 0,67 / 0,606
Porcs 137 41 29,93 246 42 17,07 8,56 0,003
Total 552 57 10,33 626 49 7,83 2,24 0,135

N = Effectif d’animaux examinés, Prév (%) : Prévalence d’animaux infectés, X2: test chi-carré, Les p
(P = valeur de la probabilité) significatifs (< 0,05) sont indiqués en gras.
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3.1.3.2. Diagnostic moléculaire des trypanosomes

Les infections & T. brucei s.l. observées chez les animaux domestiques testés en 2013 et 2015
n’ont révélées aucune différente significative (p = 0,074). Toutefois, la prévalence de 17,57 %
obtenue en 2015 a été plus éelevee que celle de 13,77 % enregistrée en 2013. En 2013, 8,51 %
des animaux ont infectés a T. congolense alors que 7,67 % d’infection due a cette espéce ont
été décelées en 2015. Concernant T. vivax, une prévalence de 2,36 % a été obtenue en 2013
alors cette prévalence a été de 0,96 % en 2015. Les infections & T. vivax (p = 0,058) et a T.
congolense type forét (p = 0,594) observées chez les animaux domestiques testés ne

présentent pas des différences significatives entre les deux enquétes. (Tableau XIV).

Les analyses par espéce animale ont montré que les porcs avec 36,50 % et les bovins avec
17,24 % ont été plus infectés par T. brucei s.l. pendant ’enquéte de 2013 par rapport a celle
de 2015 durant laquelle des prévalences respectives de 33,33 % et 10 % ont été obtenues.
Néanmoins, les prévalences de I’infection a T. brucei s.l. observées au niveau des porcs (p =
0,5324) et au niveau des bovins (p = 0,175) n’ont révélée aucune différence significative entre

les deux enquétes (Tableau XI1V).
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Tableau XIV : Prévalence des especes de trypanosomes identifiées chez les animaux domestiques testés pendant les enquétes de 2013 et 2015

Nombre d’animaux positifs (%)

Enquéte de 2013 Enquéte de 2015
Espéece P
Animale N TBR TCF (%) TVW N TBR TCF TVW TBR TCF TVW
Bovin 87 15(16,09) 9(10,34) 3(3,45) 80 8 (10) 3(3,75) 3(3,75) 0,175 0,001 1
Ovin 192 8 (4,17) 9 (4,69) 9(4,69) 150 8 (5,33) 6 (4) 2(1,33) 0,612 0,758 0,151
Caprin 136 3(2,21) 5 (3,68) 1(0,73) 150 12(8) 3(2) 1(0,67) 0,028 0,617 1
Porc 137 50 (36,50) 24 (17,52) 0(0) 246 82 (33,33) 36 (14,63) 0 (0) 0,532 0,457 /

Total 552 76(13,77) 47(851) 13(2,36) 626  110(17,57)  48(7.67) 6(0,96) 0,074 05943 0,058

N = Effectif d’animaux examinés, TBR : Trypanosoma brucei s.I., TCF : T. congolense type forét, TVW : T. vivax, P = valeur de la probabilité
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3.1.3.3. Trypanolyse

En 2013, 43 animaux domestiques, soit 7,80 % ont été testés positifs au LiTat 1.3 tandis que,
seulement 8 animaux, soit 1,28 % ont été positifs en 2015. Cette différence observée entre les
deux enquétes est significative (p = 0,0001). D’ailleurs, en 2013, les porcs et les bovins ont
été positifs au LiTat 1.3 alors qu’en 2015, seuls les porcs ont été testés positifs a ce variant.
Concernant le LiTat 1.5, aucun cas de positivité n’a été observé chez les caprins et les ovins
examinés en 2013 contrairement en 2015, seuls les ovins ont été testés négatifs au LiTat 1.5.

Toutes les especes animales ont été positives au LiTat 1.6 (Tableau XV).
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Tableau XV : Prévalence d’animaux testés positifs aux variants antigéniques de la trypanolyse effectuée pendant les enquétes de 2013 et 2015
Nombre d’animaux positifs (%)
Enquéte de 2013 Enquéte de 2015

Espéce P
Animale N LiT1.3 LiT1.5 LiT1.6 N LiT1.3 LiT1.5 LiT1.6 LiTat1.3 LiTatl.5 LiTatl.6
Bovin 87 6(6,90) 2(2,30) 17 (19,54) 80 0 (0) 5 (6,25) 14 (17,50) 0,048 0,262 0,73
Ovin 192 0 (0) 0(0) 2(1,04) 150 0 (0) 0 (0) 7 (4,67) / / 0,046
Caprin 136 0(0) 0(0) 2 (1,47) 150 0 (0) 1(0,67) 1(0,67) / 1 0,606
Porc 137 37(27) 23(16,79) 60 (43,80) 246 8 (3,25) 36 (14,63) 94 (38,21) 0,001 0,576 0,285
Total 552 43(7,80) 25(4,53) 81(14,67) 626 8 (1,28) 42 (6,71) 116 (18,5) 0,001 0,107 0,077

N = Effectif d’animaux examinés, LiT 1.3 (LiTat 1.3), LiT 1.5 (LiTat 1.5) et LiT 1.6 (LiTat 1.6) : Variants antigéniques de la trypanolyse, probabilités (P)

significatives (< 0,05) sont indiquées en gras.
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Conclusion partielle

L’infection aux trypanosomes est importante chez les animaux domestiques, notamment les
bovins, caprins, ovins et porcs investigués dans le Centre-Ouest de la Cote d’Ivoire. Les
différentes especes de trypanosomes dont Trypanosoma brucei s.l., Trypanosoma congolense
forét et Trypanosoma vivax ont été identifiees chez chaque espéece animale échantillonnée dans
les foyers de Bonon et Sinfra au Centre-Ouest de la Cote d’Ivoire. L’espece T. brucei s.l. a
laquelle appartient la sous-espéce pathogeéne pour I’homme a été la plus abondante chez tous les
animaux domestiques. Les porcs ont été plus infectés par T. brucei et seraient susceptibles d’étre
des réservoirs de Trypanosoma brucei gambiense, contribuant ainsi au maintien de 1’endémie
dans les foyers du Centre-Ouest. Les analyses parasitologiques effectuées ont révélé une baisse
globale de D’infection aux trypanosomes de 2013 a 2015. Cette baisse de I’infection a été
observée chez les porcs, ovins et caprins. Seule I’infection bovine est ascendante. La technique
PCR a révélé une baisse de I’infection a T. brucei s.I. de 2013 a 2015 au niveau des porcs et des
bovins. La trypanolyse a révélé une importante baisse du contact porc et T. b. gambiense de 2013
a 2015.
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3.1.4. Enquéte de 2017

Cette enquéte a été conduite dans le foyer endémique de Sinfra et hypo-endémique de
Vavoua. En effet, les tendances générales des enquétes de 2013 et 2015 ont montré que les
porcs sont les animaux domestiques les plus infectés. Elles ont montré également que les
porcs de Sinfra ont été plus infectés par T. brucei s.l. que ceux de Bonon. Cette derniere
enquéte s’est ainsi focalisée sur les porcs dans les foyers de Sinfra et Vavoua. L’enquéte dans
le foyer hypo-endémique de Vavoua a permis de comparer les prévalences d’infection aux

trypanosomes entre un foyer endémique et un foyer hypo-endémique.

3.1.4.1. Diagnostic parasitologique

Au total, 60 porcs sur les 284 testés dans les foyers de Vavoua et de Sinfra ont été infectés par
les trypanosomes. La prévalence parasitologique globale obtenue a été de 21,13 %. Les porcs
du foyer endémique de Sinfra avec la prévalence de 22,22 % ont été plus infectés que ceux du
foyer hypo-endémique de Vavoua avec 20,35 %. Cependant, aucune différence significative

n’a été observée entre les deux foyers (p = 0,71) (Tableau XVI).

3.1.4.2. Diagnostic moléculaire des trypanosomes

L’identification des trypanosomes par la technique PCR a révélé la présence de I’ADN de T.
congolense type forét, T. brucei.s.l. et T. vivax chez 127 animaux sur 284 échantillonnés,
donnant une prévalence globale de 44,72 %. L’espéce T. brucei s.l. a été la plus infectante
avec une prévalence de 27,11 %, suivie de T. congolense type forét dont la prévalence a été de
20,07 %. Aucune infection a T. congolense type savane n’a été observée chez les porcs testés

dans les deux foyers.

L’espéce T. brucei s.l. avec une prévalence de 47 % a été plus présente chez les porcs du
foyer de Sinfra que ceux du foyer de VVavoua chez lesquels la prévalence a été de 34,13 %.

T. congolense type forét avec 26,50 % a été également plus infectante chez les porcs de Sinfra
que ceux de Vavoua avec 15, 57 %. Seuls, les animaux examinés dans le foyer de Vavoua ont

présente des infections a I’espéce T. vivax (Tableau XVI).
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3.1.4.3. Trypanolyse

Le test de la trypanolyse effectué sur les 284 porcs a montré des cas positifs aux trois variants
antigéniques : le LiTat 1.3, LiTat 1.5 et LiTat 1.6. La prévalence globale de porcs positifs a ce
test a été de 24,30 %. Le variant antigénique LiTat 1.5 étant le plus exprimé avec une
prévalence de 13,73% suivi du LiTat 1.6 avec 13,03 %. Le LiTat 1.3 a été le variant le moyen
exprimé avec une prévalence de 8,80 %.

Les résultats de la trypanolyse ont montré que les porcs du foyer hypo-endémique ont été
positifs aux trois variants antigéniques avec des prévalences de 18,18 % pour le LiTat 1.3, de
23,55 % pour le LiTat 1.5 et 17,76 % pour le LiTat 1.6. Quant au foyer endémique de Sinfra,
deux variants antigéniques ont été exprimés, LiTat 1.3 avec une prévalence de 6,64 % et le
LiTat 1.6 avec 5,98 %.

La prévalence d’animaux testés positifs au variant antigénique LiTat 1.3 observée dans le
foyer de Sinfra ne differe pas significativement (p = 0,328) de celle enregistrée dans le foyer
de Vavoua. Aucun cas de positif au variant LiTat 1.5 n’a été enregistré dans le foyer de Sinfra
(Tableau XVI).
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Tableau XVI : Prévalence des trypanosomes révelés par les différents tests de diagnostics effectués sur les porcs

Nombre de porcs testés positifs par foyer (%0)

Parasitologie PCR Trypanolyse
Foyer N BCT/mMAECT TBR TVW TCF LiTat 1.3 LiTat 1.5 LiTat 1.6
Vavoua 167 34 (20,35) 57(3413) 4(240)  26(1557) 17 (18,18) 39 (23,55) 30 (17,96)
Sinfra 117 26 (22,22) 55 (47) 0(0) 31(26,50) 8 (6,64) 0(0) 7 (5,98)
Total 284 60 (21,13) 77(27.11)  4(141)  57(20,07) 25 (8.80) 39 (13,73) 37 (13,03)
NG 0,14 478 / 5,12 0,96 31,67 8,72
P 0,71 0,029 0,146 0,024 0,328 <0,001 0,003

N= Effectifs d’animaux testés, BCT : buffy-coat test ; mAECT : Technique de filtration sur mini-colonne échangeuse d’anions, TBR: Trypanosoma brucei.sl ;

TVW : Trypanosoma vivax ; TCF : Trypanosoma congolense type forét; T ; LiTat 1.3, LiTat 1.5 et LiTat 1.6 : Variants antigéniques de la trypanolyse ; X2:

test chi-carré, les p significatifs (< 0,05) indiqué en gras, X* = Chi-2.
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3.1.5. Diagnostic moléculaire de Trypanosoma brucei gambiense

La PCR TgsGP spécifique a T. b. gambiense a révéle que 8 % des souches isolées de porcs
provenant du foyer hypo-endémique de Vavoua ont été positives. Une illustration d’un gel
d’¢lectrophorése est donnée par la figure 25. Cependant, tous les ADN des échantillons
biologiques (échantillons d’ADN obtenus a partir des prélevements de sang d’animaux)
positifs a la PCR spécifique a T. brucei s.I ont été négatifs a la PCR TgsGP (Tableau XVII).
La souche de référence P26F isolée d'un porc et précédemment décrite comme T. b.
gambiense groupe 1 infectant I’homme a été négative a la PCR TgsGP.

'3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 141516 17 1819 20 21 T- T+
€ - LA

33 34 35 36 37 38 39 40 42 T- T+

-

Figure 25 : Gel d’électrophorése montrant les produits d’amplification
de la PCR TgsGP

De la gauche vers la droite : PM : marqueur de poids moléculaires 100 paire de bases (100 pb), puits
n° 2, 39, 40, 41 et 42 =ADN des souches isolées ; puits n° 1, 3, 4 & 38 = ADN des échantillons
biologiques ; T- = témoin négatif PCR ; T+ = témoin positif PCR (B4F303 a 10ng/uL) ; Taille
théorique TgsGP = 310 bp ; puits n® 41 : ADN positif a la PCR TgsGP.
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Tableau XVII : Résultat de la PCR spécifique a T. b. gambiense

Nombre de positif (%)
Nature de I’ADN N PCR-TgsGP
Echantillons biologiques 88 0 (0)
Souches isolees 50 4 (8)

N : Effectif d’échantillons
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Conclusion partielle

L’objectif de cette enquéte était de comparer les prévalences d’infection aux trypanosomes
entre un foyer endémique et un foyer hypo-endémique. Les observations microscopiques ont
montré que les porcs examinés dans le foyer endémique de Sinfra ont été plus infectés que
ceux du foyer hypo-endémique de Vavoua. L'analyse moléculaire a révélé une forte
prévalence de I’espéce T. brucei s.l. chez les animaux de Sinfra que chez ceux de Vavoua.

La trypanolyse a montré que les porcs du foyer hypo-endémique de Vavoua ont été positifs
aux trois variants antigéniques. La PCR TgsGP indique que les porcs sont ou ont été en
contact avec T. b. gambiense. Ces résultats ont suggéré que la sous-espece T. b. gambiense
infectant I'hnomme circule chez ces animaux domestiques. Ceux-ci pourraient donc constituer

un réservoir animal de THA.
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3.2. Diversité génétique des populations de I’espéce Trypanosoma brucei s.1.

Les analyses de la diversité génétique du complexe T. brucei s.l. ont été effectuées avec 88
échantillons biologiques et 50 souches isolées positifs a la PCR spécifique a T. brucei s.l. Des
souches de référence, au nombre de 32 ont été également utilisées pour 1’étude de la diversité

génétique.
3.2.1. Profils génotypiques obtenus

Le tableau XVIII donne le taux d’échantillons amplifiés par les marqueurs T. gambiense et T.
brucei. Dans I’ensemble, deux types de profils génotypiques ont été obtenus pour chaque
locus : les homozygotes caractérisés par deux alléles identiques et représentés un seul pic et

les hétérozygotes avec deux alléles différents et caractérisés par deux pics (Figure 26).

Au total, 26 % des 50 échantillons de souches isolées ont présenté des génotypes complets a
tous les loci. Aucun échantillon biologique (échantillon de sang d’animaux) n’a présenté des

génotypes complets a tous les loci.

Au niveau des marqueurs de T. gambiense, les échantillons biologiques ont fourni beaucoup
plus d'échecs d'amplification que les souches isolées. Cela se traduit par 49,11 % d’échecs
pour les échantillons biologiques contre 13,21 % pour les souches isolées. De méme, au
niveau des marqueurs de T. brucei, les échantillons biologiques ont fourni beaucoup plus
d'échecs d'amplification que les souches isolées. Soit 27,7 % d’échecs pour les échantillons

biologiques contre 12,05 % pour les souches isolées (Tableau XVII1).

La proportion plus élevée de succes d'amplification a été obtenue avec les marqueurs de T.
brucei. Le test de Mantel a révélé une corrélation positive et trés significative (p=0,23 ; p <
0,0001) entre les matrices de distance génétique de T brucei et celle de T. gambiense. Les

marqueurs de T. brucei ont donné de meilleurs résultats d’amplification.
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Figure 26 : Profil mono-allélique représentant un homozygote (a) et profil bi-allélique

représentant un hétérozygote (b).

Tableau XVIII : Taux d’amplification obtenu avec les marqueurs T. gambiense et T. brucei

Types de marqueurs

Nature échantillon gambiense (%) brucei (%) P
Non amplifiés 605 (49,11) 72 (27,7)

EB <0,001
Amplifiés 627 (50,89) 188 (72,3)
Total 1232 260
Non amplifiées 111(13,21) 27 (12,05)

Sl 0,737
Amplifiées 729 (86,79) 197 (87,95)
Total 840 224

EB = échantillon biologique, SI = souches isolées, p = valeur de la probabilité (test exact de Fischer).
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3.2.2. Nombre moyen d’alléles et taux de polymorphisme

Les 18 marqueurs microsatellites amplifiés ont permis d’obtenir 164 alléles pour une
moyenne allélique de 9,11. Le nombre d'alléles observeés a chaque locus varie entre un
minimum de 3 alleles pour le locus TBG21et un maximum de 20 pour Misatg9. Le locus le
plus polymorphe est Misatg9 et le moins polymorphe est TBG21. La taille des alléles varie de
094 & 310 pb (Tableau XIX).

Le taux de polymorphisme observé est de 100 % (au seuil de 0,95) a tous les loci et dans
toutes les sous-populations étudiées. La valeur moyenne de la richesse allélique est 7 pour la
sous-population de Sinfra. Les valeurs moyennes obtenues pour la sous-population de Bonon
et Vavoua sont 4,17 et 6,94 respectivement. Ces valeurs moyennes différent significativement
(X?=7,6; p = 0,0013) entre les trois sous-populations (Tableau XX).
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Tableau XIX : Nombre et taille des alléles obtenus avec les 18 marqueurs utilisés

dans la population d’étude (Sinfra, Bonon et Vavoua)

Locus Nombre d’alléles par locus Taille des alléles en pb
TBGO1 8 221 — 269
TBG02 5 242 — 255
TBGO3 4 221 -231
TBGO04 7 294 — 310
TBGO05 10 214 - 260
TBGO08 13 243 — 269
TBG14 12 207 — 237
TBG15 9 216 — 246
TBG17 10 227 — 267
TBG18 6 185 - 203
TBG21 3 187 - 191
TBG22 11 206 — 228
TBG30 7 231 — 246
TBG34 9 216 — 240
Micbg5 15 94 — 156
Micgh6 10 168 — 199
Misatg4 5 147 - 163
Misatg9 20 102 — 148
Total 164

Pb : Paire de base
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Tableau XX : Nombre moyen d’all¢les et taux de polymorphisme des sous-populations

Foyers P (%) An
Sinfra 100 7+3,03
Bonon 100 417 +1,62
Vavoua 100 6,94 + 2,62
Moyenne * écart type 100 6,04 £ 1,617

P (%) : Taux de polymorphisme, A, = nombre moyen d’all¢les.

3.2.3. Déséquilibres de liaison entre paire de loci au sein des populations

L'association non aléatoire entre différents loci a été testée dans les combinaisons
cohorte/foyer et cohorte/village a partir du test de déséquilibre de liaison. Au total, 153
combinaisons possibles (153 = 18 (18-1) / 2)) ont été effectuées a partir des 18 loci.

Les résultats du test ont montré que dans la combinaison cohorte/foyer, sur les 147
associations alléliques, 96 % (147/153) de paires de loci ont été en déséquilibre de liaison au
seuil de 5 %. Apres la correction des valeurs des probabilités par la procédure de Benjamini et
Yekutieli, 85 % (130/153) de ces paires de loci sont restés en déséquilibre de liaison. Pour la
combinaison cohorte/village, la proportion de paires de loci en déséquilibre de liaison a été de
90 % (137/153) et 59 % (90/153) de ces paires de loci sont restées en déséquilibre de liaison
aprés correction des probabilités par la procédure de Benjamini et Yekutieli (Tableau XXI).
Ces resultats indiquent un deséquilibre de liaison global sur I'ensemble du génome de T.

brucei dans les zones d’étude.
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Tableau XXI : Test de déséquilibre de liaison par paires de loci

Cohorte/foyer Cohorte/village

Paire de loci P P-BY Paire de loci P P-BY

TBGO01 X TBGO02 0,0001 0,005723136 TBGO01 X TBGO02 0,0001 0,005723136
TBGO01 X TBG04 0,0001 0,005723136 TBG02 X TBG04 0,0001 0,005723136
TBGO01 X TBGO5 0,0001 0,005723136 TBG02 X TBGO8 0,0001 0,005723136
TBGO01 X TBGO8 0,0001 0,005723136 TBG02 X TBG17 0,0001 0,005723136
TBGO01 X TBG14 0,0001 0,005723136 TBG02 X MicBG5 0,0001 0,005723136
TBGO01 X TBG17 0,0001 0,005723136 TBG04 X TBGO8 0,0001 0,005723136
TBGO01 X TBG18 0,0001 0,005723136 TBG08 X TBG30 0,0001 0,005723136
TBGO01 X TBG22 0,0001 0,005723136 TBGO08 X MicBG5 0,0001 0,005723136
TBG01 X TBG34 0,0001 0,005723136 TBG17 X TBG18 0,0001 0,005723136
TBGO1 X MicBG5 0,0001 0,005723136 TBG18 X TBG34 0,0001 0,005723136
TBGO1 X MicBG6 0,0001 0,005723136 TBG30 X TBG34 0,0001 0,005723136
TBG02 X TBG04 0,0001 0,005723136 MicBG5 X MicBG6  0,0001 0,005723136
TBG02 X TBGO05 0,0001 0,005723136 MicBG5 X MisatG4  0,0001 0,005723136
TBG02 X TBGO8 0,0001 0,005723136 MicBG6 X MisatG4  0,0001 0,005723136
TBG02 X TBG14 0,0001 0,005723136 MicBG6 X MisatG9  0,0001 0,005723136
TBG02 X TBG17 0,0001 0,005723136 TBG01 X TBG18 0,0002 0,008584705
TBG02 X TBG18 0,0001 0,005723136 TBG02 X TBGO05 0,0002 0,008584705
TBG02 X TBG22 0,0001 0,005723136 TBG02 X TBG14 0,0002 0,008584705
TBG02 X TBG30 0,0001 0,005723136 TBG08 X TBG34 0,0002 0,008584705
TBG02 X TBG34 0,0001 0,005723136 TBG34 X MicBG5 0,0002 0,008584705
TBGO02 X MicBG6 0,0001 0,005723136 TBGO01 X TBG17 0,0003 0,012263864
TBGO02 X MisatG4 0,0001 0,005723136 TBG14 X TBG22 0,0004  0,015608554
TBGO03 X TBG04 0,0001 0,005723136 TBGO05 X TBG30 0,0005 0,017169409
TBG03 X TBGO8 0,0001 0,005723136 TBG22 X TBG30 0,0005  0,017169409
TBG03 X TBG30 0,0001 0,005723136 MicBG5 X MisatG9  0,0005 0,017169409
TBG03 X TBG34 0,0001 0,005723136 TBGO1 X MicBG5 0,0006  0,017169409
TBGO03 X MicBG5 0,0001 0,005723136 TBG02 X TBG22 0,0006 0,017169409
TBGO03 X MicBG6 0,0001 0,005723136 TBGO04 X MicBG5 0,0006  0,017169409
TBG04 X TBGO5 0,0001 0,005723136 TBGO05 X MicBG6 0,0006 0,017169409
TBG04 X TBG14 0,0001 0,005723136 TBG18 X TBG22 0,0006  0,017169409
TBG04 X TBG17 0,0001 0,005723136 TBGO05 X TBG34 0,0007 0,018209979
TBG04 X TBG22 0,0001 0,005723136 TBG14 X TBG30 0,0007 0,018209979
TBGO05 X TBG14 0,0001 0,005723136 TBG15 X MicBG5 0,0007 0,018209979
TBGO05 X TBG17 0,0001 0,005723136 TBGO02 X MicBG6 0,0008  0,019077121
TBGO05 X TBG18 0,0001 0,005723136 TBG02 X MisatG4 0,0008 0,019077121
TBGO05 X TBG22 0,0001 0,005723136 TBGO01 X TBG04 0,0009 0,019077121
TBGO05 X TBG30 0,0001 0,005723136 TBG02 X TBGO03 0,0009 0,019077121
TBGO05 X TBG34 0,0001 0,005723136 TBG08 X TBG14 0,0009 0,019077121
TBGO05 X MicBG5 0,0001 0,005723136 TBGO08 X TBG22 0,0009 0,019077121
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Cohorte/foyer

Cohorte/village

TBGO05 X MicBG6
TBGO05 X MisatG9
TBG08 X TBG14
TBGO08 X TBG18
TBG08 X TBG22
TBG08 X TBG30
TBGO08 X MicBG5
TBG14 X TBG18
TBG14 X TBG22
TBG14 X TBG34
TBG14 X MicBG6
TBG17 X TBG18
TBG17 X TBG22
TBG17 X TBG34
TBG17 X MicBG6
TBG17 X MisatG4
TBG18 X TBG22
TBG18 X TBG34
TBG18 X MicBG6
TBG22 X TBG30
TBG22 X TBG34
TBG22 X MicBG6
TBG30 X TBG34
TBG30 X MicBG5
TBG34 X MicBG5
TBG34 X MicBG6
MicBG5 XMicBG6
MicBG6 X MisatG4
MicBG6 X MisatG9
TBGO1 X TBG30
TBG02 X TBGO3
TBGO03 X TBG05
TBG03 X TBG14
TBGO03 X TBG17
TBG03 X TBG18
TBG04 X TBGO08
TBGO05 X TBG08
TBGO5 X MisatG4
TBGO08 X TBG34
TBG14 X TBG17
TBG14 X TBG30
TBG17 X TBG30

0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0002
0,0002
0,0002
0,0002
0,0002
0,0002
0,0002
0,0002
0,0002
0,0002
0,0002
0,0002
0,0002

0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,005723136
0,008584705
0,008584705
0,008584705
0,008584705
0,008584705
0,008584705
0,008584705
0,008584705
0,008584705
0,008584705
0,008584705
0,008584705
0,008584705

TBGO1 X TBGO08
TBG02 X TBG21
TBG02 X TBG30
TBGO05 X MicBG5
TBG08 X TBG15
TBG15 X TBG22
TBGO1 X TBGO3
TBGO03 X MicBG5
TBG02 X TBG15
TBG02 X TBG18
TBG15 X TBG30
TBGO05 X TBG17
TBGO05 X TBG18
TBG14 X TBG34
TBG02 X TBG34
TBGO01 X TBG15
TBGO03 X TBG08
MisatG4 X MisatG9
TBG08 X TBG17
TBG04 X TBG14
TBG04 X TBG17
TBG17 X TBG21
TBG17 X MisatG4
TBG17 X MicBG5
TBGO01 X MisatG4
TBG17 X TBG34
TBG04 X TBG34
TBG15 X TBG17
TBG04 X TBG22
TBGO08 X MisatG4
TBGO1 X TBG30
TBG04 X TBG05
TBG14 X TBG18
TBG18 X TBG30
TBG08 X TBG18
TBGO05 X TBG21
TBGO05 X MisatG9
TBG22 X MicBG5
TBG04 X MisatG4
TBGO03 X TBG34
TBG14 X MicBG5
TBGO1 X MicBG6

0,001

0,001

0,001

0,001

0,001

0,001

0,0011
0,0011
0,0012
0,0012
0,0012
0,0013
0,0013
0,0013
0,0014
0,0015
0,0015
0,0015
0,0016
0,0017
0,0018
0,0019
0,0019
0,0021
0,0022
0,0022
0,0024
0,0024
0,0025
0,0025
0,0026
0,0026
0,0026
0,0026
0,0027
0,0029
0,0031
0,0031
0,0033
0,0034
0,0035
0,0036

0,019077121
0,019077121
0,019077121
0,019077121
0,019077121
0,019077121
0,020091862
0,020091862
0,020603291
0,020603291
0,020603291
0,021056822
0,021056822
0,021056822
0,022256641
0,022591328
0,022591328
0,022591328
0,023681944
0,024735589
0,025754114
0,026307966
0,026307966
0,028615682
0,029055923
0,029055923
0,03057566

0,03057566

0,03057566

0,03057566

0,03057566

0,03057566

0,03057566

0,03057566

0,031322571
0,033194191
0,034561798
0,034561798
0,036319904
0,03694683

0,037558082
0,038154242
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Cohorte/foyer Cohorte/village

TBG21 X MisatG4 0,0002  0,008584705 TBGO08 X TBG21 0,0038  0,039303467
MicBG5 X MisatG9  0,0002  0,008584705 TBG17 X TBG22 0,0038  0,039303467
TBGO02 X MicBG5 0,0003  0,008584705 TBGO01 X TBG14 0,0039  0,039388644
TBGO03 X TBG22 0,0003  0,008584705 TBG03 X TBG30 0,0039  0,039388644
TBGO08 X TBG17 0,0003  0,008584705 TBGO03 X TBG21 0,0042  0,041925301
TBG14 X TBG15 0,0003  0,008584705 TBGO1 X TBG22 0,0044  0,042923523
TBG22 X MicBG5 0,0003  0,008584705 TBG15 X TBG34 0,0044  0,042923523

P=p-values, p-BY = P = valeur de la probabilité aprés correction de Benjamini et Yekutieli

3.2.4. Déviation de la panmixie dans les foyers et les villages

La valeur moyenne du Fs obtenue pour I’ensemble des foyers est -0,069 avec un intervalle de
confiance (IC) a 95 % de [-0,118 - 0,02]. Le Fs a été de -0,18 a 95 % de IC = [-0,251 - 0,107]
pour le foyer de Vavoua et de -0,1 a 95 % de IC =[-0,171 - 0,03] pour celui de Sinfra (Figure
27). Du fait de la proportion importante de données manquantes, le Fis n’a pu étre calculé

pour le foyer de Bonon.

La valeur moyenne du Fis a été de -0,128 a 95 % de IC =[-0,175 - 0,078] pour I’ensemble des
villages (Figure 28). Les valeurs négatives des F;s obtenues pour les foyers et villages
indiquent un exces d'hétérozygotes par rapport aux attentes de Hardy-Weinberg (écart a la
panmixie). Le Fis a été significativement plus élevé (p = 0,0001) dans les foyers que dans les
villages. La variation entre les loci est trés faible, malgré la petite taille des échantillons et la

proportion des échecs d'amplification.

La valeur du Fis a été de -0,147 a 95 % de IC =[-0,199 - 0,093] pour la Cohorte 7 (Figure 29).
La valeur obtenue pour I’opération : -Fis/(1-Fs) est de 0,128 avec un intervalle de confiance a
95 % de [0,085 - 0,166]. Cette valeur n'est pas significativement différente de celle du Fst qui
est 0,098. De plus, la valeur -0,035 du Fr n'est pas significativement différent de 0 selon
I’intervalle de confiance (a 95 % de IC = [-0,081 - 0,01]). Toutes ces observations traduisent
une clonalité totale dans une population fortement subdivisée. Ainsi, le nombre d'immigrants

entrant dans une sous-population par génération est: Nm=15a95%de IC=[1-2,4].
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Figure 27 : Valeurs de Fis par locus et sur I’ensemble des loci, intervalles de confiance (95 %) de jackknife sur les foyers (pour les loci)

ou de bootstrap sur les loci (pour la moyenne globale)
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Figure 28 : Valeurs de Fis par locus et sur ’ensemble des loci, intervalles de confiance (95 %) de jackknife sur les villages (pour les loci) ou de
bootstrap sur les loci (pour la moyenne globale)
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Figure 29 : Variation du Fs d'un sous-échantillon a I'autre selon les combinaisons cohorte/village

Les moyennes sont en ronds pleins et les croix représentent chaque locus.
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3.2.5. Isolement par la distance et subdivision

L'isolement par la distance n’est pas significatif selon la pente b= 0,0058 avec un intervalle de
confiance a 95 % de [-0,0103 - 0,0267], (figure 30). En outre, le Fst moyen pour I'ensemble
des paires de sous-échantillons contemporains, pour la cohorte 7 a été de 0.098 a 95 % de IC
= [0,079-0,115] et la subdivision est trés significative (p < 0,0001). Il existe donc une
subdivision importante, mais elle est faiblement liée a I'organisation spatiale des sites. Ceci
signifie que les trypanosomes de certains sites éloignés sont génétiquement trés proches et
ceux provenant de certains sites géographiquement proches sont génétiqguement éloignés. Le
test de Mantel réalisé a partir de la matrice de distance génétique de Cavalli-Sforza et
d'Edward (DCSE) a fourni une probabilité p = 0,0019 mais avec une pente faible b = 0,0001

et un coefficient de détermination R? = 0,7 indiquant une absence d’isolement par la distance.
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Figure 30 : Représentation de I’isolement par la distance entre les sous-échantillons

Contemporains
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3.2.6. Structuration génétique du complexe Trypanosoma brucei s.l.

L’analyse de la structuration génétique du complexe T. brucei s.l. a montré que les souches de
référence du groupe 1 de T. b. gambiense pathogéne pour I’homme forment un ensemble tres
homogéene nommé groupe A (en bleu). Par contre, le groupe B formant un ensemble
hétérogéne est constitué de souche de reférence de T. b. brucei en vert et de T. b. gambiense
groupe 2 en orange et des souches isolées (en rouge) a partir des animaux domestiques. Ce
groupe B comprend aussi des stocks de trypanosomes des échantillons biologiques (en noir)
(Figure 31).

Le dendrogramme montre que les souches isolées positives a la PCR TgsGP spécifique a T. b.
gambiense sont génétiquement éloignées des souches de référence du groupe 1 de T. b.
gambiense (Figure 31).
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Figure 31 : Dendrogramme obtenu selon la méthode du NJTree sur la matrice

de distance de Cavalli-Sforza et Edwards.

Les souches de référence de T. b. gambiense groupe 1 sont en bleu, T. b. gambiense groupe 2 en
orange et T. b. brucei en vert. Les stocks de terrain négatifs a TgsGP sont en noir et ceux positifs en
rouge, Hu = humain, Ze = zébu, An = antilope, Pi = porc, BS = échantillons biologiques, IS =
échantillons isolés, ++ = fortement positif, + = positif, +/- = douteux, TgsGP1 = positif & la PCR
TgsGP, TgsGPO = négatif & la PCR TgsGP. Origine des échantillons utilisés : Cam = Cameroun, CI =
Céte d'lvoire, CAR = République centrafricaine, Con = Congo, RDC = République démocratique du

Congo, Ou = Ouganda, Tan = Tanzanie, BF = Burkina-Faso, Tog = Togo, Si = Sinfra, Bo = Bonon,
Va = Vavoua.
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Conclusion partielle

Les analyses génétiques effectuées a 1’aide des marqueurs microsatellites ont permis de mieux
comprendre la distribution des génotypes du complexe T. brucei s.l. au sein des animaux
domestiques des zones d’étude. Ces analyses ont montré une importante diversité genétique
du complexe T. brucei s.I. circulant chez les animaux domestiques. L’analyse de
I’hétérozygotie (Fis) montre qu’au sein de la population de T. brucei s.l., les individus sont
extrémement hétérozygotes. La présente étude confirme la reproduction clonale et la sou-
structuration de T. brucei s.1 en fonction des sites d’études. L’étude de la structuration
génétique des stocks des trypanosomes d’animaux domestiques suggére que ces trypanosomes

sont généetiquement éloignés de ceux pathogeénes pour I’homme.
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3.3. Expérimentation animale : xénodiagnostic par mouches tse-tsé

3.3.1. Suivi parasitologique des porcs

Les résultats des examens parasitologiques BCT/mAECT effectués sur les échantillons de
sang prélevés chez les porcs ont montré pendant les suivis expérimentaux 4 et 5, aucun
trypanosome n’a été détecté chez 1’un des porcs infectés naturellement. Cependant, au suivi
expérimental 6, les trypanosomes ont été détectés chez ce méme porc a I’aide de la technique
de la mAEC. Deux porcelets infectés expérimentalement ont été révélé infectés au cours de
suivi 6. Le porcelet pris comme témoin a été testé négatif a I’examen parasitologique tout au

long de I’expérimentation (Tableau XXII).
3.3.2. Efficacité du diagnostic des trypanosomes chez la glossine

Un total de 983 glossines a été nourri sur sept porcs durant toute 1’expérimentation. Sur
I’ensemble de ces glossines, 215 soit 21,87 % et 43 soit 4,37 ont été disséquées
respectivement au deuxieme et quinzieme jour (J2 et J15) apres le repas de sang. En somme,

258 glossines soit 26,25 % ont été disséquées au cours de cette expérimentation.

Aucune glossine n’a été disséquée trente jours (J30) apres le repas de sang. Quatre-vingt
(31,01 %), 76 (29,46 %), 58 (22,48 %) et 44 (17,05 %) glossines ont été disséquées au suivi 1,
2, 3 et au suivi 6 respectivement. Aucune mouche tsé-tsé n’a pris de repas de sang pendant les
suivis 4 et 5 (Tableau XXIII).

Les résultats du xénodiagnostic ont révélé la présence de trypanosomes dans I’intestin moyen
des mouches tsé-tsé disséquées deux jours apres leur repas de sang sur les porcs infectés.
Cette infection de I’intestin moyen a été observée a tous les suivis expérimentaux. Quinze
jours apres le repas de sang des glossines sur 1’un porc infecté, des trypanosomes ont été
détectés dans les intestins moyens analysés pendant les suivis 2 et 3. Aucun trypanosome n’a
été détecté dans le proboscis et glandes salivaires des glossines. Le xénodiagnostic a révélé la
présence de trypanosomes chez 1’un des porcs (P5) tandis que chez ce méme porc, le test

parasitologique a été négatif (Tableau XXIV).
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Tableau XXII : Résultats parasitologiques enregistrés pendant les différents suivis

Périodes

Tests parasitologiques

ID

BCT

mAECT

Suivi 1

Février 2015

SE4PYP8 (M)*
BE12P1P1 (F)*

+
+

Suivi 2

Avril 2015

SE4P9P8 (M) *
BE12P1P1 (F) *

+

Suivi 3

Juin 2015

SE4PIP8 (M) *
BE12P1P1 (F) *

Suivi 4

Juillet 2015

SE4P9P8 (M) *
BE12P1P1 (F) *
po**

p3x*

Pgx*

p5**

P6

Suivi 5

Octobre 2015

SE4P9P8 (M)*
BEL2P1P1 (F)*
pox*

p3xx

pgx

p5¥

P6

Suivi 6

Décembre 2015

SE4P9P8 (M) *
BE12P1P1 (F) *
pox*

p3xx

pgx

p5¥

P6

ID : Identifiant animal ; P : Porcin ; / : Non réalisé; BCT
Anion Exchange Centrifugation Test ; + : Positif ; M = male; F = femelle ; * = infection naturelle ; **
= infection expérimentale

: Buffy Coat technique ; mAECT : mini-
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Tableau XXIII : Infection expérimentale des glossines
Glossines
Suivi Période expérimentale Gorgées  Mortes Disséqueées
Jour 2 Jour 15 Effectif (%)
Suivi 1 Février 2015 240 160 80 0 80 (31,01)
Suivi 2 Avril 2015 300 224 59 17 76 (29,46)
Suivi 3 Juin 2015 199 141 44 14 58 (22,48)
Suivi 4 Aolt 2015 / - / / /
Suivi 5 Octobre 2015 / - / / /
Suivi 6 Décembre 2015 244 200 32 12 44 (17,05)
Total 983 725 215 (21,87 %) 43 (4,37 %) 258 (26,25)

/ = Non réalisé
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Tableau XXIV : Détection des trypanosomes par examen microscopique du sang des porcs et des organes des glossines

Résultats du Xenodiagnostic

Jour 2 Jour 15
Suivi experimental ID BCT/mAECT I.m Pb Gs I.m Pb Gs
SE4P9P8 (M) + + ; ] / /
Suivi 1 / /
BE12-P1P1(F) + + - -
- SE4P9P8 (M) + + - - - -
Suivi 2 BE12-P1P1(F) " " i i " i
. SE4P9P8 (M) + + - - - ;
Suivi 3 BE12P1P1(F) " " i i " i
SE4P9P8 (M) + + - - - -
- Porcin P3 + + - - - -
Sulvi6 Porcin P4 + + - - ' i
Porcin P5 - + - - - -
Porcin P6 - - - - - -

I.m : Intestin moyen, Pb : Proboscis ; G.s : Glande salivaire ; / : Non réalisé
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Conclusion partielle

Dans cette étude, le xénodiagnostic a montré que les glossines peuvent s’infecter lors de leur
repas sanguin sur des hotes chez lesquels les trypanosomes restent indétectables par les
techniques parasitologiques classiques. Ces hdétes peuvent étre considérés comme des
réservoirs de parasites. Cette expérimentation animale montre que le xénodiagnostic pourrait
étre d'une grande utilité pour mieux caractériser I'état parasitologique des animaux a des
charges parasitaires faibles et pour évaluer leur réle dans la transmission de la maladie du
sommeil. Le risque de transmission verticale n'a donc pas été mis en évidence dans cette étude

expérimentale.
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Discussion

Dans la présente étude, I’ensemble des résultats des examens parasitologiques (BCT/mAECT)
ont montré que la transmission des trypanosomes est active chez les animaux domestiques
(porcs, bovins, caprins et ovins) testés dans les foyers endémiques de Bonon et Sinfra et
hypo-endémique de Vavoua, situés au Centre-Ouest de la Cote d’Ivoire. Ces résultats sont
similaires a ceux obtenus par Simo et al. (2012) dans le foyer de Fontem au Cameroun. En
effet, ces auteurs ont trouvé des infections aux trypanosomes chez des animaux domestiques,
notamment les caprins, les ovins et les porcs. La transmission des trypanosomes constitue en
effet, un obstacle pour la production animale dans les régions agropastorales (Acapovi-Yao et
al., 2013 ; Koffi et al., 2014). En Coéte d’Ivoire, les pertes de productivité dues aux
trypanosomoses sont de 1’ordre de 30% (Douati et al., 1986)

Les analyses de la spéciation des trypanosomes a I’aide de la technique PCR ont révélé des
infections a T. brucei s.l., T. congolense type forét et T. vivax chez les animaux domestiques
dans les zones d’étude. Des résultats similaires ont été rapportés par Acapovi-Yao et al.
(2016) qui ont identifié des infections & T. brucei s.l., T. congolense et T. vivax chez des

animaux domestiques investigués dans différents départements du nord de la Céte d’Ivoire.

L'absence de I’espéce T. congolense type savane chez tous les animaux domestiques est
relative aux zones d’études ou le paysage est dominé par des foréts classées et des cultures de
rente (cacao, café, hévéa etc.). En effet, T. congolense de type savane est présente dans le
Nord de la Cote d’Ivoire qui est une zone de végétation de type savane (Koffi et al., 2014).
Bien que le porc soit ’espece animale la plus infectée, aucun trypanosome de 1’espéce T.
vivax n'a été identifié chez cet animal. Ce résultat indique que dans les zones d’étude, cet hote

est refractaire aux infections dues a cette espece de trypanosome (Simukoko et al., 2007).

L'analyse moléculaire (PCR) effectué dans la présente étude a été décrite par plusieurs auteurs
comme la technique la plus sensible pour le diagnostic et I’identification des trypanosomes
(Solano et al., 1997 ; Chappuis et al., 2005 ; Koffi et al., 2006 ; Simukoko et al., 2007). Cette
technique de diagnostic serait capable de détecter des infections précoces dues aux
trypanosomes comme [’attestent les résultats des travaux de Solano et al. (1997) et ceux de
Chappuis et al. (2005). Ces auteurs ont indiqué que cette méthode est considérée comme trés

fiable en termes de sensibilit¢ et de spécificit¢ dans le diagnostic et I’identification des
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trypanosomes. De plus, elle constitue une alternative pour mettre en évidence la présence
directe de I’ADN du parasite chez I’hdte lorsque les méthodes parasitologiques classiques
s’avérent insuffisamment sensibles (Simo et al.,, 2000). Plus sensible que les tests
parasitologiques classiques, la techniqgue PCR révele I’estimation réelle des infections
trypanosomiennes méme si ces resultats restent a postériori car émanant de tests non
applicables en routine. La faible sensibilité de la technique parasitologique comparée a la
PCR mono-spécifique serait liée a plusieurs facteurs : Il y a d’abord la charge parasitaire de
I’animal infecté. En effet, lorsque les parasitémies dans le sang sont faibles et largement
inférieures au seuil de détection des techniques parasitologiques BCT/mAECT, les
trypanosomes échappent a des observations microscopiques. Ces techniques parasitologiques
seraient donc adaptées pour un diagnostic rapide de routine pour des animaux fortement
infectés par les trypanosomes (Uilenberg, 1998) mais sous-estimeraient la réelle prévalence
d’infection. A cet effet, les travaux de Simukoko et al. (2007) ont montré qu’une proportion
non négligeable de bovins (20 %), de porcs (3,3 %) et de caprins (5,6 %) négatifs a I’examen
parasitologique se sont révélés positifs par PCR. Ensuite, la capacité de détection des
trypanosomes en parasitologie serait liee au temps mis depuis le prélévement de 1’animal
jusqu’a la réalisation de ’examen diagnostic. En effet, cette periode peut étre plus ou moins
longue en fonction du nombre d’animaux prélevés. Ainsi, elle pourrait étre susceptible
d’abaisser considérablement la charge parasitaire du fait de I’inamovibilité des trypanosomes

morts.

Bien que trés sensible, la technique PCR est malheureusement trop lourde et onéreuse pour
étre appliquée en routine (Truc et al., 1999 ; Jamonneau et al., 2001 ; Becker et al., 2004 ;
Claes et al., 2007). Pour pallier ce facteur limitant, une équipe de chercheur a récemment
utilisé la technique NASBA (nucleic acid sequence-based amplification) couplée a une
technique d’oligochromatographie afin d’amplifier et de détecter I’ARN du parasite. Cette
technique avec un seuil de détection de 10 parasites/mL de sang avait été suggérée comme

une alternative intéressante sur le terrain (Mugasa et al., 2009 et 2012).

Les résultats de cette étude ont confirmé la forte prévalence de T. brucei s.l. chez toutes les
especes animales testées, suggérant 1’existence de contacts multiples entre les animaux

domestiques des foyers du Centre-Ouest et la glossine, vectrice de ce trypanosome. Ces
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résultats sont conformes a ceux de Simo et al. (2006) qui ont montré que dans le foyer de
maladie du sommeil de Fontem au Cameroun, un plus grand nombre des infections aux
trypanosomes est dd a I’espéce T. brucei s.1. Par contre, les travaux de Simukoko et al. (2007)
ont montré que la majorité des infections aux trypanosomes détectées chez les animaux
domestiques (bovin, caprin et porc) des districts de Katete et Petauke en Zambie est due a T.

congolense.

Les prévalences d’infection & T. brucei s.l. obtenues chez les porcs ont été de 36,50 % et de
33,33 % en 2013 et 2015 respectivement. Ces prévalences plus élevées chez 1’espéce porcine
montrent qu’il existe une grande sensibilité des porcs a I’espéce T. brucei s.l. et aussi, un
contact plus élevé entre les porcs et Glossina palpalis palpalis (G. p. palpalis), 1’espéce
vectrice présente dans les zones d’étude. Ce contact pourrait s’expliquer par le fait que les
porcs sont le plus souvent en divagation dans les zones humides, ombrageuses et les points
d’eaux favorables aux glossines en périphérie des villages. lls deviennent de ce fait les hotes
préférentiels de G. p. palpalis. En effet, des auteurs ayant travaillé sur I'analyse des repas de
sang ont montré que G. p. palpalis se nourrit préférentiellement de sang de porcs (Laveissiére
et al., 1985 ; Simo et al., 2008 ; Njitchouang et al., 2011). De ce fait, la présence de porcs
réduirait le risque de la transmission a ’homme. La prédilection des glossines pour les porcs
en divagation dans les villages a retenu 1’attention depuis fort longtemps. Toujours en liberté
du matin au soir, les porcs vont et viennent sans cesse du village aux bas-fonds et foréts

sacrées.

La prévalence élevée d’infection a T. brucei s.l. chez les bovins comparés aux caprins et aux
ovins pourrait s’expliquer par le fait que les bovins parcourent de longues distances pour leur
alimentation, s’exposant davantage aux mouches tsétsé. Quant aux ovins et caprins, ils errent
librement parmi les habitations ou ils sont en partie nourris par les villageois, limitant ainsi

leur présence avec la périphérie du village et le contact avec les mouches tsétsé.

Le test d’immuno-trypanolyse est une technique immunologique qui permet au sein de
I’espece T. brucei s.l. de faire la différence entre les signatures antigéniques des sous especes
T. b. brucei et T. b. gambiense indistinguables au niveau de leur morphologie (Van Meirvenne
et al., 1995 ; Jamonneau et al., 2010). Dans cette étude, les quatre espéces animales ont été

testées fortement positives au variant antigénique Litat 1.6. Cela suggere que les animaux ont
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été en contact avec la sous-espéce T. b. brucei qui est en principe sans danger pour les
hommes. Les porcs et les bovins ont été les seules espéces animales testées positives aux
variants LiTat 1.3 et LiTat 1.5, deux variants exprimés par T. b. gambiense. Ce résultat
confirme non seulement le role des porcs en tant que réservoirs potentiels de T. b. gambiense
(Njiokou et al., 2010 ; Simo et al. 2006 et 2012) mais suggere que d’autres espéces animales
notamment les bovins pourraient jouer le réle de réservoir de T. b. gambiense (Njiokou et al.,
2010). Le taux d’animaux domestiques positifs au LiTat 1.3 et LiTat 1.5 suggérent une
circulation de T. b. gambiense dans les foyers du Centre-Ouest alors que seuls quelques cas de

THA y sont dépistés par an ces derniéres années (Koffi et al., 2016).

La comparaison des résultats microscopiques a montré que les animaux domestiques testés en
2013 étaient plus infectés que ceux de 2015. Les mémes résultats ont été observeés avec le
variant LiTat 1.3 de la trypanolyse. En effet, ce test a révélé que les animaux domestiques
examinés au cours de la période de 2015 auraient été moins en contact avec T. b. gambiense.
Ces résultats pourraient résulter de la réduction de la transmission en raison de la surveillance
médicale active et passive organisée dans les foyers endémiques de Bonon et de Sinfra.
Parallelement, la lutte antivectorielle basée sur I’utilisation de tiny targets (Rayaissé et al.,
2011) a réduit considérablement les densités de glossines dans ces foyers actifs (Coulibaly et
al., 2018). En outre, ces résultats pourraient s’expliquer par le fait qu’aprés les enquétes de
2013, certains propriétaires, ayant été informés de 1’existence de la THA et des obstacles
majeurs que pourrait causer la TAA sur leurs élevages, ont commencé a traiter eux-mémes
leurs animaux (principalement les bovins) avec des trypanocides ou par des services

vétérinaires (Mungube, 2010).

L’espéce T. brucei s.l. a été plus présente chez les animaux domestiques échantillonnés en
2015 que chez ceux de 2013. Cette relative différence pourrait étre due a I’effectif de porcs
examinés. En effet, I’effectif de porcs testés en 2015 (246 porcs) est largement supérieur a
celui de 2013 (137 porcs). Du fait que les porcs sont bien connus pour étre les hétes
préférentiels de T. brucei s.I, I’inégalité entre les effectifs des échantillons de cette espéce

animale pourrait biaiser les résultats de la comparaison.

Les résultats du diagnostic moléculaire de T. b. gambiense ont montré I’absence du géne
TgsGP dans tous les échantillons biologiques et les souches isolées provenant des foyers
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endémiques de Bonon et Sinfra. Cependant, ce géne TgsGP, spécifique de T. b. gambiense a
pu étre détecté dans quatre des souches isolées (8 %) de porcs provenant du foyer hypo-
endémique de Vavoua. Ce résultat suggére un contact actif entre ces porcs et T. b. gambiense.
De ce fait, cette espéce animale pourrait étre un réservoir potentiel de T. b. gambiense et
contribuer au maintien de la THA dans cette zone. En effet, des études utilisant des méthodes
de biologie moléculaire (PCR), ont mis en évidence la présence de I’ADN de T. b. gambiense
du groupe pathogeéne a I’homme chez des porcs provenant du foyer de Fontem au Cameroun
suggerant ainsi que les porcs peuvent étre des réservoirs potentiels de T. b. gambiense et
contribuer au maintien de la THA (NKinin et al., 2002; Simo et al., 2006). Comparativement
aux résultats de la présente étude, T. b gambiense a été identifié chez les caprins et les ovins
examineés dans les foyers de Bipindi, Campo et de Fontem au Cameroun (Njiokou et al., 2010
; Simo et al., 2006 et 2010). La prévalence (8 %) d’infection a T. b. gambiense obtenue dans
le cadre de cette étude est supérieure aux taux de 0,32 % et 3,08 % rapportés respectivement
par Simo et al. (2010) et par Njiokou et al. (2010). Par contre, les prévalences de 8,8% et
12,1% obtenues, respectivement dans les foyers de Rio Campo et de Mbini en Guinée
Equatoriale par Cordon-Obras et al. (2015) sont nettement supérieures a celle enregistrée dans
le cadre de la présente étude.

Les résultats de la PCR spécifique a T. b. gambiense suscitent des interrogations puisque
selon les données d’archives du PRCT, depuis ces cing derniéres années, les cas de THA qui
ont été dépistés proviennent essentiellement des foyers endémiques de Bonon et Sinfra.
Aujourd’hui considérée comme un ancien foyer de THA, Vavoua demeure toujours une zone
d’importante culture de rente (Cacao, café, hévéa etc.) favorisant ainsi une mobilité accrue de
migrants agricoles. En outre, I’intensification de 1’élevage d’animaux domestiques dans cette
zone augmente le risque de la TAA qui partage le méme vecteur avec la THA. Les
populations vivantes dans ce foyer hypo-endémique de la THA, toujours en contact avec les
mouches tsétsé sont exposees au risque de la maladie. Toutefois, les porcs pourraient
constituer pour I’homme un écran protecteur contre les pigdres de glossines (Van Hoof et al.,
1937).

L’absence du géne TgsGP dans les échantillons de sang des animaux domestiques testés
positifs a la PCR avec les amorces spécifiques de T. brucei s.I pourrait s’expliquer par la

faible quantité d’ADN de T. b. gambiense dans ce type d’échantillon. En effet, la PCR
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utilisant les amorces spécifiques de T. brucei s.I. ciblent une séquence répétée et est donc
beaucoup plus sensible que les amorces TgsGP qui amplifient une séquence unique dans le
génome de T. b. gambiense (Berberof et al., 2001). Compte tenu de la faible parasitémie
généralement observée chez les infections a T. b. gambiense (Deborggraeve & Bischer,

2012), il est donc possible que le géne TgsGP ne puisse pas étre détecteé par les amorces.

Dans les foyers actifs de Bonon et Sinfra, des résultats discordants ont déja été observés entre
la technique immunologique et la technique de biologie moléculaire utilisées dans cette étude.
Les résultats de la trypanolyse ont indiqué la présence de T. b. gambiense chez les animaux
domestiques dans ces foyers actifs de THA, tandis que les résultats de la PCR TgsGP et du
génotypage ont suggéré que cette sous-espéce ne circulerait pas chez ces animaux. Cela
pourrait s’expliquer une fois encore par le manque de sensibilité des amorces TgsGP, comme
expliqué ci-dessus.

La souche de référence P26F précédemment identifiée comme T. b. gambiense dans plusieurs
études (Godfrey et al., 1990 ; Simo et al., 2005 ; Koffi et al., 2007 ; Simo et al., 2008) s’est
révélée négative a la PCR TgsGP spécifique a ce trypanosome. Cette souche isolée chez le
porc a été utilisée pour démontrer I'existence de réservoir animal de T. b. gambiense (Truc et
al., 1991; Simo et al., 2008).

Les analyses génétiques effectuées dans cette étude ont révélé une importante diversité
génétique au sein des populations de T. brucei s.l. circulant chez les animaux domestiques des
foyers endémiques de Bonon et Sinfra et hypo-endémique de Vavoua. Tous les marqueurs
microsatellites utilisés ont été polymorphes, se caractérisant par un nombre total d’all¢les
variant de 3 pour le marqueur TBG21 a 20 pour le marqueur Misatg9. Par ailleurs, les travaux
de Takezaki & Nei. (1996) ont suggéré un nombre d’alléles par locus d’au moins quatre (4)
pour réduire I’erreur standard commise dans I’estimation des distances genétiques entre
populations. Ainsi, en se basant sur cette hypothése, a I’exception du locus TBG21 avec trois
(3) alléles, tous les autres marqueurs microsatellites utilisés dans cette etude sont informatifs.

Le nombre moyen d’alleles dans la population totale est de 9,11 et varie entre les différentes
sous-populations étudiées. Ceci indique une richesse allélique importante dans la population
échantillonnée. Ces résultats révelent I’intérét de ces loci microsatellites pour une meilleure

analyse de la diversité géenétique de la population de T. brucei s.1.
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Une forte proportion d’échecs d’amplifications a été observée dans cette étude. Ceci est
particulierement important pour les échantillons biologiques (Kaboré et al., 2011). Ce résultat
indique que pour une meilleure analyse de la génétique des populations des trypanosomes du
complexe T. brucei s.l., il faut davantage de souches isolées. Le phénoméne de dropouts
alléliques ou d’alléles nuls pourrait étre la cause des échecs d’amplifications (Séré et al.,
2014) observés. Ceci peut étre la conséquence du fait que les amorces choisies ne
correspondent pas parfaitement aux séquences cibles. C’est souvent le cas lorsque les amorces
ont été congues a partir d’espéces proches ou d’autres populations. 1l est important de noter
que ces phénomeénes pourraient engendrer des genotypes manquants (Wang et al., 2012)
comme ce fut le cas dans ce travail. Le fait que certains marqueurs n'aient pas réussi a
amplifier certains échantillons confirme les résultats d'autres études réalisees avec des
échantillons de terrain sans isolement des parasites (Koffi et al., 2007 ; Morrison et al., 2009).
La faible quantité d’ADN de certains génotypes de T. brucei s.l. peut également favoriser les
échecs d'amplifications et peut expliquer I'absence de certains génotypes en raison de la
présence d'alleles ininterprétables. Par ailleurs, les échecs d'amplification pourraient expliquer
pourquoi les souches d'animaux domestiques se sont rangées en un dendrogramme moins

résolutif avec des nceuds courts et de trés longues feuilles.

Les résultats des analyses génétiques ont montré que le complexe T. brucei s.I. est clonale et
fortement subdivisé (De Meels & Balloux., 2005 ; Koffi et al., 2009). En outre, 1l existe une
bonne correspondance entre la matrice de distance génétique construite avec des loci définis a
partir de T. brucei s.l. et la matrice construite avec des loci définis a partir de T. b. gambiense
groupe 1. Une forte corrélation entre deux ensembles de marqueurs génétiques peut constituer

une preuve solide d'un mode de propagation principalement clonal.

L’analyse de 1’association allélique indique une forte proportion de paires de loci en
déséquilibre de liaison. Ce résultat confirme la structure clonale du complexe T. brucei s.l.
Ces résultats sont similaires a ceux de Koffi et al. (2009) qui ont montré qu’il existe un fort
déséquilibre liaison entre paires de loci (18 tests significatifs sur 21) méme aprés correction

des probabilités par la procédure de Bonferroni, 12 tests sont restés significatifs.
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Discussion

Les valeurs du Fis calculées sur I’ensemble des loci et par sous-population sont inférieures a
zéro, traduisant un exces en hétérozygotes au sein du complexe T. brucei s.I. Ceci montre que
la population étudiée ne répond pas aux attentes de Hardy-Weinberg. Des résultats similaires
ont été obtenus par Koffi et al. (2009). En effet, les travaux de ces auteurs ont révélé un fort
exces d’hétérozygote par rapport aux attentes de Hardy-Weinberg, avec une petite variance a
travers les loci (Fis = -0,62). La valeur moyenne du Fis obtenue pour les foyers (Fis = -0,069)
est plus élevée que celle des villages (Fis = -0,128). Ce qui se traduit par le fait que 1’unité des
sous-populations correspond davantage a des villages qu’a des foyers ou un effet Wahlund
évident augmente artificiellement les valeurs des Fis a tous les loci.

La variation entre les loci a été beaucoup plus faible dans les données de cette étude que dans
d'autres ensembles de données publiées, tandis que la diversité génétique semblait beaucoup
plus petite (Capewell et al., 2013) ou méme tres faible (Echodu et al., 2015) comparativement
a ce qui a été observé avec les 18 loci microsatellites utilisés.

L'isolement par distance peut structurer cette population de trypanosomes. Cependant, la taille
des sous-populations, la faible connectivité entre elles, la propagation clonale qui tend a
biaiser le Fst vers des valeurs inférieures, ainsi que la petite taille des sous-échantillons

peuvent expliquer 1’absence de 1’isolement par distance observée dans cette étude.

Les données obtenues indiquent une proportion importante de génotypes ininterprétables avec
les marqueurs de brucei et gambiense, suggérant que de nouvelles séries d’amorces qui
amplifieraient la plupart des souches sont nécessaires pour les études de la génétique des
populations de T. brucei s.I. A T’issue de cette étude, la question de I’existence de T. b.
gambiense pathogéne pour I’homme chez les animaux domestiques reste toujours d’actualité
puisque des resultats discordants ont été observés entre la trypanolyse, PCR TgsGP et le
génotypage de microsatellites. En effet, les résultats de la trypanolyse et de la PCR TgsGP ont
indiqué la présence de T. b. gambiense chez les animaux domestiques dans les foyers THA de
Bonon, Sinfra et Vavoua, tandis que le génotypage a 1’aide des marqueurs microsatellites a
suggéré que le trypanosome pathogéne pour I’homme ne circule pas chez ces animaux

domestiques.
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Tout au long de I’étude expérimentale, aucun animal n’a été infecté accidentellement. Ceci
s’est traduit par les résultats négatifs observés chez le porc (P6) qui a été pris comme témoin.
Aucune transmission mere-enfant (transmission verticale) n’a été révélée par cette étude
expérimentale. En effet, la transmission des trypanosomes a un hote sain, nécessite la
présence de vecteur mécanique (tabanide et stomoxe) ou biologique (mouche tsé-tsé). La
plupart des rapports de transmission congénitale datent de 1970 et 1980 (Lindner et al., 2010).
Selon Triolo et al (1985), il semble que la transmission verticale de la THA se produise plus

souvent que prévu.

La proportion de 26,25 % de glossines disséquées est inférieure a celle de 59,2 % rapportée
par Simo et al. (2014). Les travaux de ces auteurs ont montré que sur les 2695 glossines
capturées, 1596 ont pu étre disséquées. Contrairement a la présente étude expérimentale ou
seulement 258 glossines ont été disséquées sur les 983 concernées.

Les résultats du xénodiagnostic ont montré que 1’intestin moyen de la glossine est le premier
organe d’hébergement des trypanosomes dans leur cycle de vie chez le vecteur biologique
(Frezil, 1971 ; Wombou et al.,, 2011). Durant cette expérimentation animale, des
trypanosomes ont été détectés dans I’intestin moyen des glossines tandis qu’aucune infection
n’a été observée dans le proboscis et les glandes salivaires de celles-ci. Des trypanosomes ont
été observés dans I’intestin moyen des glossines nourries sur le porcelet P5, tandis que ce
dernier a été négatif en parasitologie. Ce résultat confirme la grande sensibilité du
xenodiagnostic (Frezil, 1971 ; Wombou et al., 2011) déja décrite par des études antérieures
qui ont montré que cette méthode est plus sensible que le diagnostic parasitologique classique
(Molina et al., 2012 ; Maribel et al., 2014 ; Sadlova et al., 2015 et 2019). Des études
antérieures ont montré que des glossines (Glossina morsitans submorsitans) étaient capables
de s’infecter chez des porcs ou des bovins ayant de faibles parasitémies de T. b. gambiense ou
de T. congolense, suggéerant ainsi que le xénodiagnostic demeure positif méme a de trés

faibles parasitémies (Wombou Toukam et al., 2011).

Le xénodiagnostic a montré que les glossines peuvent étre infectées au moment ou la
parasitémie sanguine ne peut étre détectée par un test microscopique (Van den Bossche et al.,
2005). La détection des trypanosomes par les glossines & des parasitémies trés faibles

pourraient s’expliquer par la présence du parasite dans des tissus autres que les liquides
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biologiques, notamment dans les tissus intradermiques ou sous cutanés (Caljon et al., 2016 ;
Capewell et al., 2016). En effet, les glossines pourraient s’infecter au niveau de la peau de
leur hote (Aslan et al., 2016 ; Lima et al., 2013), faisant de cet organe un réservoir important
de parasites. Si les mouches tsé-tsé sont capables de détecter les trypanosomes la ou les
techniques de diagnostic parasitologique les plus sensibles échouent, il convient ainsi de
s’inquiéter de la présence d’individus séropositifs sans confirmation parasitologique (Ahouty
et al., 2017) et vivant dans le méme environnement que les personnes saines. Etant donné que
la mouche tsé-tsé est capable de s’infecter sur un individu a charge parasitaire tres faible, la
présence de personnes séropositives sur le long terme, représente un canal de maintien et/ou

de résurgence de la maladie.

L’absence des trypanosomes dans le proboscis des glossines, suggeére que ces parasites sont
¢liminés dans D’intestin moyen probablement par le syst¢tme immunitaire de la mouche
(Gibson & Bailey, 2003 ; Haines et al., 2010). De plus, la majorité des glossines meurt avant
que les trypanosomes atteignent le proboscis ou avant leur dissection, quinze jours (J15) apres
le repas de sang. Cette mortalité pourrait s’expliquer par le refus de certaines glossines a se
nourrir lors du repas de sang. Elle pourrait &tre due aussi au fait que les glossines ne sont pas
dans leur environnement naturel. Aucune glande salivaire n’a été testée positive car du fait
des mortalités, aucun glossine n’a pu étre disséquée au trentiéme jour post-infection (J30). Le
maintien en vie des glossines trente jours aprés leur repas sanguin n’a pu étre possible, ce qui

n'a pas permis de réaliser le cycle de T. brucei s.l. jusqu’a la maturité.
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CONCLUSION GENERALE

Cette étude a permis de montrer que les animaux domestiques des zones endémiques de
trypanosomose humaine, notamment les foyers de Bonon et Sinfra et du foyer hypo-
endémique de Vavoua sont de potentiels réservoirs de trypanosomes.

Les techniques moléculaires ont révelé la présence des especes T. brucei s.l., T. congolense
type forét et T. vivax chez les animaux domestiques des zones d'étude. L’espéce T. brucei a
été la plus répandue et les porcs ont été les plus infectés par ce trypanosome. Les prévalences
générées par les tests de diagnostic de T. b. gambiense (PCR TgsGP et trypanolyse) montrent
que les porcs seraient susceptibles d’étre de potentiels réservoirs de cette sous-espece de T.
brucei s.l. Les résultats obtenus dans cette étude ne confirment pas 1’implication des animaux
domestiques, notamment les porcs dans le maintien et la circulation de T. b. gambiense
pathogéne pour ’homme. Néanmoins, dans le cadre de la lutte contre les trypanosomoses
selon le concept One Health, il est nécessaire de prendre en compte les porcs comme

réservoirs importants de trypanosomes.

Les analyses génétiques effectuées a 1’aide des marqueurs microsatellites ont permis de mieux
comprendre la distribution des génotypes du complexe T. brucei s.l. circulant chez les
animaux domestiques des sites d’étude. Ces analyses ont montré une importante diversité
génétique complexe T. brucei s.I. au sein des animaux domestiques. Cette diversité se
caractérise par le polymorphisme observé a tous les loci et le nombre important d’alléle relevé
par locus. Cette étude sur la diversité génétique des populations de 1’espece T. brucei s.l. a
montré qu’il existe un déséquilibre de liaison global sur I’ensemble du génome de ce
trypanosome. Aussi, I’analyse de I’hétérozygotie montre qu’au sein de la population de T.
brucei s.l., les individus sont extrémement hétérozygotes. La présente étude confirme la
reproduction clonale et la sous-structuration de T. brucei s.1 en fonction des sites d’études.

L’étude de la structuration génétique des différentes sous-populations du complexe T. brucei
a montré que les trypanosomes des animaux domestiques des sites d’études sont

génétiquement éloignés de ceux du groupe 1 de T. b. gambiense, le pathogéne humain.

Le xénodiagnostic a montré que les glossines peuvent s’infecter lors de leur repas sanguin sur
des hotes chez lesquels les trypanosomes restent indétectables par les méthodes
parasitologiques conventionnelles. Ces hotes sans confirmation parasitologique, peuvent étre
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considérés comme de potentiels réservoirs de parasites. Cette étude a montré que le
xénodiagnostic peut contribuer grandement a mieux caractériser 1’état parasitologique des
hotes ne présentant aucun signe clinique. Dans tous les cas, lutter efficacement contre la THA
passe par le diagnostic de T. b. gambiense pathogéne pour I’homme. Dans le contexte de
I'élimination de la THA, il est crucial de développer de meilleurs outils pour étudier le réle

épidémiologique du réservoir animal potentiel de T. b. gambiense pathogéne pour I’homme.
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PERSPECTIVES

Pour mieux comprendre I’implication épidémiologique des animaux domestiques dans la

transmission de la THA :

- il est important de développer de meilleurs outils pour le diagnostic de T. b. gambiense

pathogéne pour I’homme ;

- de nouvelles d'amorces qui peuvent amplifier la plupart des échantillons doivent étre

concgues ;

- des infections expérimentales contr6lées pourraient étre nécessaires pour évaluer la

spécificité et la sensibilité des outils de diagnostic actuellement disponibles.
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RECOMMANDATIONS

La Santé en genéral, celle des populations les plus vulnérables en particulier, contribuant a
leur bien-étre, fait partie intégrante du développement d’une nation. Afin que les maladies
dites négligées ne freinent pas les objectifs du développement agricole, I’¢limination de la
THA doit étre soutenue de maniere forte et multisectorielle. Au regard des résultats de cette

thése, nous recommandons :

» Aux autorités sanitaires et vétérinaires, d’unir leur force dans le sens d’une santé

unique, encore appelée concept OneHealth ;

» Au Programme National de Lutte contre la THA :

v' de mener une sensibilisation exhaustive des éleveurs sur les obstacles que
pourraient engendrer les trypanosomoses animales afin que ceux-ci s’intéressent
davantage aux activités de dépistage ;

v de mener des campagnes de lutte antivectorielle pour faire baisser la densité des
glossines sans toutefois oublier la nécessité de suivre les personnes séropositives
sans confirmation parasitologiques afin d’assainir davantage le réservoir humain de

la maladie.
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Annexe | : Questionnaires épidémiologiques et cliniques

Centre de prospection ...............c.eeeennnn.. Date .....ooovvviiiiiiiin

Etat civil

NOm & o

Prénom: ...l

Age:........ Sexe: ......... Ethnie: ................oil. Profession : ..........ccooiiiiiiinl.

Info socio-sanitaire

Avez-vous déja participé a une séance de dépistage dela THA ?.............. Quand ?...............
Lieu: ..ooooviiiiiiinnin, Résultat: .....................

Liendeparenté : ........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieenn,
Leur lieu de réSidence : .....ovveeeenneeiee e,
Autre remarques

Questionnaires épidémiologiques sur I’animal

Code identifiant I’animal (premiére lettre de la localité B/S ; chiffre correspondant au rang du propriétaire, premiére lettre de 1’espéce, numéro d’ordre
des animaux (01, 02, ...)

Espece

Etat général de la santé :

» Bon état général

> Passable
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» Mal en point

Ganglion (présence/absence)

Lieu de paturage :

P SaISON SECHE ..o

P SaiSON hUMIAE ..ot

Suivi sanitaire :
»  Traitement recu

» Fréquence

Test parasitologiques
BCT - + Nombre de trypanosomes : .........................
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Annexe |1 : Caractéristiques des souches de référence utilisées pour le génotypage

Souches Hote Origine Année d’isolement Espéece Références

P26F Porc Cameroun 1998 Thgl NKinin et al. (2002)
D12k Mouton Congo 1980 Thgl Godfrey et al. (1990)
SW94.87 Porc RDC 1987 Thb Truc et al. (1991)

DC8 Porc Cote d’Ivoire 2001 Thbb Jamonneau et al. (2004)
DC9 Porc Cote d’Ivoire 2001 Thb Jamonneau et al. (2004)
EATRO1125 Antilope Ouganda 1966 Thb Gibson et al.(1980)
P11F Porc Cameroun 1998 Thb Simo et al. (2005)
P17F Porc Cameroun 1998 Thb NKinin et al. (2002)
GAOUAS89 Zébu Burkina-Faso 1989 Tbb Simo et al. (2005)

FEO Humain Togo 1961 Thb ait et al. (1984)

STIB 215 Lion Tanzanie 1971 Thb Gibson et al. (1980)
107.4 Humain Cote d’Ivoire 1997 Thgl Jamonneau et al (2000)
BAT62 Humain RCA 1999 Thgl Njokou et al. (2004)
BIPO1 Humain Cameroun 1999 Thgl Njokou et al. (2004)
B4.K5 Humain Cote d’Ivoire 2004 Thgl Non publiee

B4.Y221 Humain Cote d’Ivoire 2004 Tbgl Non publiée

B4C191 Humain Cote d’Ivoire 2004 Thgl Non publiee

B4F303 Humain Cote d’Ivoire 2004 Thgl Koffi et al.(2007)
B4.U163 Humain Cote d’Ivoire 2004 Thgl Koffi et al.(2007)

JUA Humain Cameroun 1979 Thgl Stevens et al. (1992)
A005 Humain Cameroun 1988 Thgl Stevens et al.(1992)
OK/ITMAP Humain Congo 1974 Thgl Stevens et al. (1992)
BOLEKO1132 Humain Congo 1996 Thgl Njokou et al. (2004)
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Souches Hote Origine Année d’isolement Espéece Références

DIBBY EUG Humain Cote d’Ivoire 1998 Thgl Jamonneau et al. (2000)
TSW65 Porc Cote d’Ivoire 1982 Thb Stevens et al.(1992)
TSW53 Porc Cote d’Ivoire 1982 Thb Stevens et al.(1992)
ABBA Humain Cote d’Ivoire 1983 Thg2 Hide et al. (1990)
MURAZ03 Humain Cote d’Ivoire 1979 Thg2 Godfrey et al. (1987)
TH2 Humain Cote d’Ivoire 1978 Thg2 Mehlitz et al. (1982)
L3000 Beeuf Kenya 1966 Tcs Gibson et al. (2012)
L1180 Lion Tanzanie 1971 Tcs Gibson et al. (2012

RDC: République démocratie du Congo, RCA: République de la Centre Afrique, Thgl: Trypanosoma brucei gambiense group 1, Thg2:

Trypanosoma brucei gambiense group 2, Thb: Trypanosoma brucei brucei, T.b s.l: Trypanosoma brucei s.1., Tcs: Trypanosoma congolense

Savane
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Annexe Il : Quantité des produits chimiques pour la composition du milieu
Cunningham

1g/L 29g/L
CaCl2 2H20 0,150 0,300
DISSOUDRE DANS H20/L 0,050 0,100
Mg SO4 7H20 3,700 7,400
MgCL2 6H20 3,050 6,100
KCI 2,980 5,960
NaH2PO4 H20 0,550 1,100
Hépés 4,770 9,540
DISSOUDRE DANS H20/L 0,100 0,200
fumaric acid 0,580 1,160
A-ketoglutaric acid (+4°C) 0,440 0,880
succinic acid 0,590 1,180
L(-) malic acid 0,130 0,260
DISSOUDRE DANS H20/L 0,090 0,180
D(-) fructose 0,360 0,720
D(+) glucose 0,720 1,440
Sucrose 0,340 0,680
DISSOUDRE DANS H20/L 0,050 0,100
L-asparagine 0,050 0,100
L-aspartic acid 0,100 0,200
L-arginine (HCI) 0,050 0,100
DL-alanine 1,200 2,400
L-alanine 2,200 4,400
L-cystine (2HCI) 0,030 0,060
L-cystéine (HCI) 0,130 0,260
DL-glutamic acid 0,020 0,040
Glycine 0,200 0,400
L-glutamine 1,460 2,920
L-histidine (HCI) 0,010 0,020
DL-isoleucine 0,180 0,360
L-phénylalanine 0,100 0,200
L-lysine (HCI) 0,100 0,200
L-leucine 0,180 0,360
DL-méthionine 0,100 0,200
L-proline (*) 1,500 3,000
DL-sérine 0,050 0,100
DL-thréonine 0,010 0,020
L-tyrosine 0,200 0,400
Taurine 0,200 0,400
L-tryptophan 0,130 0,260
DL-valine 0,050 0,100
DISSOUDRE DANS H20/L 0,650 1,300

0,940 1,880
Vitamines (BME*100) /ML 2,000 4,000
rouge de phénol 0,020 0,040
Milieu sans glutamine , rajouter
L-Glutamine stabilisée (+4°C) 50 ml
Filtrer / 0,2u
nb. Flacons 11 /800 ml 1 2
nb. Flacons 0,51 / 400 ml 1
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nb. Flacons 0,25 /200 ml
Stocker /-20°C
Gentamycine (50 mg/ml) /ML 0,200 0,400

Pour dissoudre la L-Proline, descendre a pH3 avec HCI et réequilibrer avec NaOH a pH 7,2

Annexe IV : Protocole du Kit d’extraction QIAGEN

Dans des tubes de 1,5 mL, recueillir 500 pL de sang, puis ajouter 500 pL d’eau pure.

Vortexer 10 secondes pendant 10 min et centrifuger les tubes a 6000 rpm pendant 3 min.
Virer le surnageant et resuspendre le culot en vortexant rapidement.

Ajouter 20 uL de protéine K puis compléter le volume par ajout de 150 puL de PBS pour un
volume total de 200 L.

Vortexer et centrifuger 10 secondes pour faire tomber le liquide.
Ajouter 200 pL de tampon AL dans les tubes.

Vortexer vigoureusement et incuber a 56°C pendant 20 min au maximum. Apres

I’incubation, centrifuger pour faire tomber le liquide.

Ajouter 200 pL d’éthanol 100 %, vortexer et centrifuger pour faire tomber le liquide.
Transférer a ’aide des pipettes le contenu des tubes dans des colonnes numérotés.
Centrifuger la totalité a 13000 rpm, 1 min.

Jeter les collecteurs et récupérer les colonnes dans de nouveaux collecteurs.

Ajouter 500 pL de tampon AWL1 et centrifuger a 13000 rpm, 1min.

Récupérer a niveau les colonnes sur des nouveaux collecteurs.

Ajouter 500 pL de tampon AW?2 et centrifuger a 14000 rpm pendant 3 min.

Vider les collecteurs, replacer les colonnes et centrifuger a 14000 rpm pendant 1min.
Les colonnes sont maintenant posées sur les tubes dans lesquels sera élué I’ADN.

Ajouter 100 pL de tampon AE et laisser incuber 5 min & température ambiante.
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18- Centrifuger a 14000 rpm pendant 1min puis remettre 100 uL de tampon AE dans les

colonnes, incuber 5 min a température ambiante.
19- Centrifuger a 14000 rpm pendant 1min.

20- Récolter 200 pL d’éluat a la fin de la manipulation.
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Annexe V : REA 1 de la plaqgue ADN n° A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 89
2 10 18 26 34 42 50 58 66 74 82 90
3 11 19 27 35 43 51 59 67 75 83 91
4 12 20 28 36 44 52 60 68 76 84 92
5 13 21 29 37 45 53 61 69 77 85 93
6 14 22 30 38 46 54 62 70 78 86 94
7 15 23 31 39 47 55 63 71 79 87 95
8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 TH20
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Annexe VI: Conditions d’amplification PCR de I’ADN

Phases Températures Durée
Dénaturation 95°C 3 minutes
initiale
Dénaturation 95°C 30 secondes
60°C
Ajustement 59°C 30 secondes
10 cycles 58°C
72°C 1 minute
Dénaturation 95°C 30 secondes
55°C
Amplification 54°C 30 secondes
30 cycles 53°C
72°C 1 minute
Elongation 72°C 5 minutes
finale
Maintien 14°C Fin
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Annexe VII : Panel de trois et de quatre marqueurs microsatellites

1uL de PCR Misatg4

97uL de H20
REA2

2,5uL de PCR TBGO03 NED

22uL de H20
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Abstract

Background

Important control efforts have led 1o a significant reduction of the prevalence of human Afri-
can trypanosomiasis (HAT) in Cdte d'lvoire, but the disease Is still present in several focl.
The existence of an animal reservolr of Trypanosama brucel gambiense may explain dis-
ease persistence in these foci where animal breaeding is an important source of income but
where the pravalence of animal Afncan trypanosomiasis (AAT) is unknown, The aim of this
study was to identity the trypanosome species circulating In domestic animals in both Bonon
and Sinfra HAT endemic foci,

Methodology/Principal findings

552 domestic animals (goats, pigs, cattle and sheep) were included. Blood samples were
tested for trypanosomes by microscopic obsarvation, species-specific PCR for T. bruceisl,
T. congolense, T. vivax and subspecies-specific PCR for 7. b. gambiense and T. b. gam-
biense mmune trypanolysis (TL). Infection rates varied significantly between animal species
and were by far the highest in pigs (30%). T. bruces's.| was the most prevalen! Irypanosome
species (13.7%) followed by T. congalense. No T, b. gambiense was identified by PCR
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while high TL positivity rates were observed using T. b, gambiense specific variants (up to
27.6% for pigs in the Bonon focus).

Conclusion

This study shows that domestic animals are highly infected by trypanosomes in the studied
foci, This was particularty true for pigs, possibly due 10 a higher exposure of these animals to
tsetse flies. Whereas T. brucei s.|. was the most prevalent species, discordant results were
obtained between PCR and TL regarding T. b. gambiense identification. It is therefore cru-
cial to develop better tools 1o study the epidemiological role of potential armal reservoir for
T. b. gambiense. Our study lllustrates the importance of “one health” approaches to reach
HAT elimination and contribute to AAT control in the studied foci.

Author summary

In Africa, significant efforts to control human African trypanosomiasis (HAT) over the
past three decades have drastically reduced the prevalence of the disease and elimination
seems today an achievable goal. However, potential animal reservoirs of Trypanosoma
brucei gambiense may compromise this ambitious objective, In the Bonon and Sinfra
HAT endemic focl in Cdte d'Ivoire, no recent data are available about the prevalence of
animal African trypanosomiasis (AAT). The aim of this study was to identify trypano-
somes circulating in domestic animals in these two HAT foci using serological, parasito-
logical and molecular tools. We showed that 7', brucei s1. and T congolense were the mast
prevalent trypanosome species and that pigs and cattle were the most infected animals.
Discordant results were observed between the T. b. gambiense specific molecular and sero-
logical tools and the presence of an animal reservoir for T b. gambiense remains unclear.
Nevertheless, improved control strategies can be proposed based on this study to reach
HAT climination and contribute to AAT control in the study arcas.

Introduction

Human African trypancsomiasis (HAT) or sleeping sickness is a vector borne parasitic disease
caused by Tryp briicei gambiense (T. b, gambiense) in West and Central Africa and T.
b, rhodesiense in East Africa. T. b. gambiense is responsible for 98% of all HAT cases reported
in the st decade and remains an important public health concern in sub-Saharan Africa [1],
However, with bess than 3000 cases reported in 2015 [ 2], HAT elimination seems an achievable
goal [3]. A similar situation occurred in the 1960s but, after an early sense of victory, the dis-
case reemerged. Gambicnse HAT s generally considered as an anthroponotic disease, but the
absence of animal reservoirs has never been d d. The existence of an animal reser-
voir for T, b, gambiense could be one of the factors that causes reemergence of the disease after
successful control campaigns [4].

In Cote d'lvoire, significant efforts to control the disease over the past three decades have
been made and drastically reduced the prevalence of HAT [3). The last epidemic was con-
tained in the Sinfra and Bonon foci at the early2000s [6~3], Despite continuous contrel efforts,
few HAT cases are still passively diagnosed from these two foci as well as from historical foci of
the Western-Centre part of the country [7-9]. Transmission persistence may be due to the
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of a residual chronic h d/or animal reservoir of 1. b. gambriense in these areas
where tsetse flies are still present [10-13].

Several studses have highlighted the importance of wild and domestic animals in the trans-
mission cycle of T b. rhodesiense [14.15], but this is still under debate for T. b. gambi
Noteworthy, the p e of T b. gambiense in domestic and wild animals have been reported
in Cameroun [16] and Equatorial Guinea [17-19]. In Cite &'Ivoire, such studies are scarce
and the kast report dates from the carly 20005 in which the authors investigated the presence of
trypanosomes in pigs in the Bonon HAT focus. High prevalence of 7. brucei s.1. was observed

but the p e of T. b. gambriense in this animal species remained unclear [20]. 1t is crucial to
increase the efforts in studying the existence of an animal reservoir of T. b. gambiense as this
could ¢ ise HA'T elimination.

% ¢

No data are available regarding the prevalence of 7. b. brucei, T. congolense and T. vivax ani-

nnlA&hnuypmomlms(MT) in the Bonon and Sinfra foci, despite that animal breed-
an inc g of food and income in these areas with high human
pthnmd:nﬂhe.

In the context of the one health approach that was recently suggested for HAT and AAT con-
trol [21], the aim of the present study was to characterize trypanosomes circulating in domestic
animals in the HAT foci of Bonon and Sinfra in Cote d'Ivoire. We used Trypamosoma species-
specific PCR assays, microsatellite genotyping and immune trypanolysis (TL) with three variant
antigenic types (VAT) of which two are specific for 1. b. gambiense [22]. We show that T brucei
sl and T. congolense were the most prevalent trypanosome species in the two foci and that pigs
and cattle were the most infected animals, with 7. brucei <1 and T. congolense respectively. Dis-
cordant results were observed b the T_ b, gambiense specific PCR and TL tests and the
existence of an animal reservoir of T. b. gambiense thus remains unclear.

Materials and methods

Study area
The stidy was carried out in September/October 2013 in the Sinfra and Bonon areas, which are
located in the western-central part of Cote d'Ivoire (Lig 1). In recent decades, the mesophyle
hﬁhubunpmyﬁnvdyr:phcdbyuﬁm(mlymmdmﬁ.bmﬂmhmm
cassava, rice and yam) leading toa 2 bl d for HAT develop in
these areas [23). ﬂ!cvdnmdMTptzv:lmam(mﬂvonuwdldocmwdmdz
1950s. The number of cases diagnosed from 2000 to 2010 (Lig 13) shows that these two foci
were the most endemic during this period. Control efforts conducted from 1995 till present
[Z]. Based on the last 10 HAT cases who were diagnosed from 2011 to 2013, we identified 8 and
10 stusdy sites in the Sinfra and Bonon foci, respectively (L 16). These 18 study sites (less than
lokmfmmdzhnddeddeATasu)mexpecwdmbedmuwburmmmnnil
active and where we had the highest chance to detect T. b. gambiense in d

We focused our study on cattle (Zebu), goats, sheep and pigs since they are the most com-
mon domestic animals in the study areas. They are mainly bred in the periphery of villages or
along the small rivers crossing the villages, where tsetse flies are often abundant [10,12,24-26].
Generally, sheep, goats and cattle freely graze during the day and are kept in enclosures at

night while pigs freely roam day and night.
Sample collection and parasitological investigation in the field
For each animal, 5ml of blood was taken from the jugular vein. Parasitological diagnosis was

performed in the field by microscopic examination using the buffy coat technique (BCT) [27).
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BCT was considered positive when tryy could be visually detected regardless of the
species. In addition, 1 ml of plasma and 1 ml of blood were aliquoted and immediately frozen
at -20°C during tra and sub tly at -80°C in the lab for PCR and immune trypano-
lysis testing.

v

PCR analysis
DNA from 500 uL of blood was extracted using the DNeasy Tissue kit (Qiagen, Valencia, CA,
USA) as described previously [25] and subjected to diagnostic PCR assays using Trypanosoma
species specific primers for T. brucei s1. (TBR1-2) [22], T. congolense forest type (TCF1-2) [30],
T. congolense savannah type (TCS1-2) [31] T. vivax (TVW1-2) [30]. Positives samples for T.
brrucei s.| were tested for 7. bgmnbmm;prmwuumglhcl’p(i?g:u[ﬂ AllPCR

reactions were carried out using 5 ul of DNA templateina lume of 50 L 1xPCR
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reaction buffer comprising 0.2 mM of ANTP, 0.2 uM of each primer and 2.5 U of Tag polymer-
ase. A positive control was added to the corresponding PCR and distilled water was used as
negative control. The PCR products were visualized by electrophoresis in 2 2% agarose gel
stained with GelRed and illuminated with UV light.

Microsatellite genotyping

Samples positive in the T. brucei £1. specific TBR PCR were further characterized by seven
microsatellite markers Ch1/18, Ch1/D2/7 [33], M6C8 [34]. Michg5, Micbgé, Misatgd, Misalg®
[35], 2s previously described [36]. Reference stocks of T. b. gambiense (n = 18), 1. b. gambiense
youpl(n-S) T. b. brucei (n = 1) and T. b. rhodesiense (n = 1) were included. A neighbor-

joining tree was computed under multiple sequence alignment (MSA) [32] with Mega 5 [28]
nua(‘avalb-Shrnmd Edward’s chord distance matrix [19] as recommended by Takezaki

etal. (4],
Trypanolysis test

Plsma samples were analyzed with the & trypanolysis test (TL) using cloned popula-
tions of T. b. gambiense variant antigen type (VATs) LiTat 1.3, LiTat 1.5and LiTat 1.6 as previ-
ously described [22.41]. LiTat 1.3 and LiTat 1.5 VAT's are reported to be specific for T b.
gambiense, while LiTat 1.6 VAT can both be exp din T. b. gambiense and 7. b. brucei [22].
Statistical analysis

All statistical analyses were done with [MP11 (SAS Institute). Proportions of positive animals
for BCT, PCR and TL were compared regarding foci and host species using the Chi-square

analysis.
Ethics statement
Sample collection was conducted within the framework of epidemiological surveillance activi-

ms mpervmd by the HAT National Elimination Program (HAT NEP). No ethical statement
whhdam&ywmmmywwwhhdmpﬁqmdm&x
animals, with the authorization of the owner, as it is perfc | during prophylaxis or di

7

tic campaign. Mmplaoﬂﬂlhmlhmfntmumemnganddn‘mm

were collected. Breeders gave their for animal sampling after explaining the objectives
of the study. For animal care, pling was performed by a veterinary of the Labora-
toire National d’Appui au Développement Rural (Ministry of Agriculture). A deworming
ummcm(BokmmLhwwa)wu, ided free to all animal pled and those pasitive
with BCT were d for tryp i

Results

In total, 552 animals were sampled of which 251 from Bonon and 301 from Sinfra as presented
inTable ]

Parasitology

Out of the 552 animals sampled, 57 tryp infections (10.3%) were detected by BCT

(Lable 2). Highest prevalence was observed in pigs (p<0.0001) with a prevalence of almost
30%. No significant differences were observed between the two foci in the infection rates (Lig
24).
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Table 1. Number of domestic animals sampled by species and focl.

8Bonon Sinfra Total
Canle 35 52 ar

Goats 47 a3 136
Sheep 92 100 12
Pigs 77 @0 137
Total 251 301 582
i i 001 137 foaenal oot QORI K

Molecular diagnosis

No animals were positive with the TCS specific primers. In total, 109 trypanosome infections
(19.7%) were detected with at least one PCR (TBR, TCF or TVW) with the highest prevalence
observed in pigs (41.6%, Lablc 2). T bucei sl was the most prevalent trypanosome species
(13.5%) followed by 7. congolense farest type (8.5%) and T. vinax (2.4%). No T. vivax infection
was detected in pigs. Mixed infections with positive results in at Jeast two different PCR assays
were observed in 29 animals. Most were mixed infections with 7. bucei s.1. / 7. congolense forest
type and mainly observed in pigs (59%).

TBR, TCF and TVW PCR results for the different hosts in both foci are presented in [ig 25
2C and 2D. Pigs and cattle showed higher TBR and TCF-PCR positivity rates compared to
sheep and goats. No significant differences were observed between the two foci except for TER
PCR positivity rates in cattle. The highest PCR positivity rate was observed in pigs in Sinfra
(43.3%). All 76 DNA samples positive in the TER PCR were further analyzed with the 7. b.
gambiense specific TgsGP PCR and all were negative,

Microsatellite genotyping
Amang the 76 DNA samples positive in the TBR PCR, only 10 showed amplification in the
microsatellite genotyping assays. The NfTree presented in Fig 3 presents a classical shape (e g-

[42])) with one monophyletic lineage that gathers all . b. gasmibi ference stocks and rake
for other subspecies. No tryp genotypes from the d i animals sampled in
Bonon and Sinfra foci are members of this 7. b. gambiense lineage.

Trypanolysis

Trypanolysis results for the three VAT types per host in the two foci are presented in Fig 4. No
TL positive results were observed in goats and sheep with 1iTat 1.3and 1.5 VAT in both fod
and only two goats and two sheep were positive with the LiTat 1.6 VAT. The LiTat 1.6 TL
assay showed high positivity rates (more than 35%) in pigs in both foci and in cattle (more
than 40%) in the Bonon focus, confirming the PCR-TER results. We observed the same pat-
tem, but with lower positivity rates, in the 7. b. gambiense-specific LiTat 1.3 and 1.5 TL assays
(0% for both 1.3 and 1.5 in cattle in Sinfra, 17.6 and 5.9% for 1.3 and 15 respectively in cattle

Table 2. BCT and PCR results per host = 9 givenin )

Host BCT TER.TCF«TVW PCR TBRPCR TCF PCR TVWPCR
Cattle 5({5.75) 22 (25.28) 15(17.2¢) 9(10.34) 3(3.45)

Goats 2(1.47) 9(851) 3(2.21) 5 (3.68) 10073

Sheep 9(4.68) 21(10.43) 8(a.17) 8 (4.69) 2 (4.65)

Pigs 41 (29.53) 57 (41.5) 50 (36.50) 24 (17.52) ai0)

Total 57(10.33) 108(19.74) 76(13.70 47 (8.51) 13(2.35)
Inftoscitdel prg/i(0 2 371 fnurna aoks 0S990 002
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in Bonon and between 15.8 and 27.6% for both 1.3 and 1.5 in pigs in the two foci). The differ-
ence observed in cattle between Bonon and Sinfra is significant for Litat 1.3

The distribution of LiTat 1.3 and/or LiTat 1.5 TL positive results in cattle (7 individu-
als = 8%) and pigs (39 individuals = 28 5%) is given in Table 3. Out of the seven cattle which
tested positive to either LiTat 1.3 or LiTat 1.5, only one was positive to both variants (13.3%).
This proportion was much higher in pigs with 21 of 39 (53.9%) positive animals tested positive
to both variants. From these 21 pigs, 15 (10.9%) were also positive to LiTat 1.6 and thus posi-
tive to the three VAT types. Animals testing positive to LiTat L6 only were also observed for
all domestic animal species but with higher proportion in cattle (13.8%) and pigs (22.6%).
Nineteen of the 46 samples (43.3%) testing positive to Litat]l.3 and/or 1.5 were negative in all
species specific PCR assays (TBR, TCF and TVW). Positivity to Litat] 3 and/or 1.5 was the
highest in animals testing positive to the TBR PCR (30.6%), it was zero in animals positive

only to TVW PCR, but positive in 4/23 {17.4%) animals that were uniquely positive to TCF

PCR (Hg3)-

Discussion

In this study, we showed that d ic animals are important carriers of trypanosomes in the
Sinfra and Bonon HAT foci. T brucei s.L. infections were highest in pigs in Sinfra and both in
pigs and cattle in B The Il prevalence recorded by PCR was approximately twice the

one ohserved with the parasitological BCT technique. This was expected due to the known
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Fig3. Whm gy Jaining tree (NJTree), based on Cavali-Slorza and Ewards Chord
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higher sensitivity of PCR [28.43]. Infection rates were higher in pigs and cattle than in sheep
and goats. This may be refated 1o differences in the host-vectar contacts associated with differ-
ent breeding practices and/or to differential host ptibility to tryp infection.
Sheep rather graze in the vicinity of the houses where they are partly nourished by the villagers,
limiﬁnglhecmh:!withMxﬁic.(hsmbmin'&ulyﬂmﬂumaﬁoninlhe
periphery of villages and may be more exposed to tsetse flies. Ny low tryp
inﬁamruahwahudyhmdmﬁdhm:ndthumuuﬂmudpuﬂymlhe&l
that goats are ) to exp dividual defensive behavior against the bites of tsetse flies
[43.34]. (.a!ﬂcﬂoﬂ;caamlang toreach p and are thus potentially more
npondm&m&aﬂm.mt&ﬁuhbcnlheumamdbyaﬂkhudsmm:
ularly anthropized with lower tsetse fly i jons. In¢ in B the forest was more
recently exploited and cattle are still in contact with tsetse populations [10]. This probably
explains why cattle infection rates in Bonon are much higher than in Sinfra. Pigs roam freely
in the more humid and shady areas around the villages or along the small rivers and are highly
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Table 3. Distribution of the LiTat 1.3 andfor LiTat 1.5 trypanclysis positive results in cattie and pigs.

TL profiles (LiTat 1.3/LiTat1 S/LITat 6)
Animal sp (Jede) (LA (ohie) (el (o/ats) Total
Cattle n 1 2 3 o 1 7
% poshwe 1.15 230 345 o 1.15 805
Pigs n 2 B 12 6 15 )
%% positve 1.45 292 8.7 438 10.95 28.47
hittpeci¥oind 010 Y37 Agural sotd 0005960 1003
exposed to tsetse fies. M , pigs have already been described as a preferential feeds
bost for Glassina palpalis palpalis [26,15], d!onlyu:uspecapmlmlh:slﬂedm
[25]-

In the Sinfra and Bonon areas, the forest was progressively replaced by cocoa, coffee,
banana plantations and food crops offering potential favorable conditions to the introduction
of T_ congolense savannah type from the north of the country where prevalence of this species
is high [16]. However we did not detect this tryp which is idered as the most
paﬂ\o'gmcqumxlnn[u mllt&amlnfﬂuuudy The prevalence of T. vivax was
also Jow with only 13 i d in sheep. N« rthy, no 7. vivax imfections
wmdemdhmemaﬁmhglhﬂlhhbmupwnﬂymﬁmywlhsmmew
cies [48]. 7. congolense forest type was found in all host animals as previously observed in
other forest areas [19] and mainly detected i pigs. T. brucei s.L. was the predominant species
detected in our study areas, which is in line with studies conducted in other HAT forest foci
from C and Eg ial Guinea [17,50].

as
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25
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Fig 5. Reactivity to the Litat 1.3, 1.5 and 1.6 VAT according to the different PCR profiies. PCH profies are given as follow: PCH
TER resulfPCR TCF result/PCH TVW result. n = number of animals with the corresponding profile. Numbers on the op are the numbers
of i positves with Litat 1.3 andfor 1.5 TL or with LiTat 1.6 only.
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Among the 7. brucei s1. infections, 1. b. gambiense could not be detected by the TgsGP
PCanbymmrmulﬁumuypm&Atﬁrﬁnﬂmlhu:mﬂdmdmednubehumpﬂho-

genic tryy is not circulating in d imals in the HAT foci of Bonon and Sinfra.
Similar results were reported in northwest Uganda where authors concluded an apparent
b ofd ic animal reservoir for T_ b. gambiense [31]. However, we observed high pos-

itivity rates (up to 28%) with both the T. b. gambiense specific LiTat 1.3 and LiTat 1.5 TL assays.
Positivity to more than one T. b. gambiense variant is an indicator that the host was infected

for a sufficient amount of time to allow VSG switching. Together, the high prevalence of LiTat
1.3 and/or 15 positivity observed in pigs and the fact that more than half of the animal tested
positive to both variants, are thus pointing out that pigs could be potential reservoirs of T b.

guenbicnse in the study area.

Since very few HAT cases have been identified in these foci in the last years (g 1), the TL
results may suggest an active circulation of 7. b. gmmbiense in pigs and/or cattle in the Sinfra
and Bonon foci, but with little “w'it!nL In most studies describing the presence
of T. b. gambiense in wild and & ic ani lence in animals is often higher than in
hmlmmumhmybcuphamdbyahdumdpukmofmﬂu
for animals and by the fact that human are less exposed to tsetse flies in these areas. This is con-
sistent with previous observations describing the protective role of pigs living at the periphery
of villages since pigs are the preferential host of tsetse flies [24-26.53].

The TL results obtained in our study are consistent with recent population genetics data
which showed that natural populations of 7° b. gumbiense are more imp than those evi-
denced by the classical medical survey, suggesting hidden reservoirs of these parasites [12,54].
In the same way, a recent modding study with animal and human data from a Cameroon
focus showed that ission of 7. b. gambiense could not be maintained by humans as the
only reservoir [55]. The existence of a domestic animal reservoir for 7. b. gambiense could be

ponsible for the sporadic cases diagnosed in most of the Ivorian forest foci, sometimes a
long time after the last epidemic HAT episode [Z).

We observed a high discordance between the T. b. gambiense PCR and TL results. The T_b.
gambiense specific TgsGP PCR targets a single copy gene [36] and may not be sensitive enough
to exclude p e of T b. gambiense in case of negative result, given the low parasitiemia
wmlyohcrvmemekcum[“&l lnaddllwn.!hmxmﬂdu:gmo
typing assays are known to lack sensitivity [39]. It is thus possible that T. b. gambi
Mhmbmmﬂhhemm&odslnaﬂnm&e*mmddhmw
anatomical reservoir of T. b. gambiense 25 was recently demonstrated in experimentally
infected mice [60-62]. We can thus not exclude that animals with negative PCR results on
bbodhwuypmmmmdhabodymmmmnxhuﬂzml!uahpw&
that the presence of LiTat 1.3 andfor LiTat 1.5 specific antibodies i ap t
infection. In addition, cross reactions of Litat 1.3 and L5 with other trypanasome species can-
not be excluded. Bromidge et al. showed in 1993 that a PCR targeting the LiTat 1.3 gene
showed a positive result in two stocks described as T. briecei brucei isolated from pigs in Cote
d'Ivoare [63]. We thus cannot exclude that T_ b. brucei strains circulating in our study areas are
expressing the LiTat 1.3 VAT resulting in TL positive results.

In the context of HAT elimination, it will be crucial to improve the sensitivity of the 7. b.
gwﬁtnxnkmmdumdnmdmmmhd@dmpbofmmkm&amd

Further studi malso ded to validate the specificity of LiTat 1.3and 1.5 TL assays

-ul 2 ' r | P b inj 2 2 1. mnk A l'ﬂll!lll!‘u“’y
w:hﬂt&eq)mﬁdymdmnﬁynﬂh:nmﬂynnﬂkmkmdcvﬂmklhenmdd
ness in research on the role of animals in the wssion of 1. b. gambi
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Our data suggest the existence of a p al & ic animal reservoir for 1. b. gambiense
HAT and provides indications for areas where the transmission may occur in the Sinfra and
Bonon foci: the small wet and shady areas around the villages and the forest relics. Vector con-
trol using tiny targets [64.65] which are particularly favorable to disrupt the contact between
domestic animals and tsetse flies may have a considerable impact on tsetse fly densities and
trypanosome transmission in these areas. The concomitant treatment of pigs in the Sinfra
focus and both pigs and cattle in the Bonon focus would furthermore help dlearing out the
potential reservoir of 7. b. gambiense but also would contribute to animal trypanosomiasis
control. This clearly iflustrates the usefulness of applying 2 one health strategy for both HAT
and AAT control.

However, these control measures have to be adapted to the study area and epidemiological
context. In the endemic focus of Boffa [66] and in the historical focus of Loos Islands [67] in
Guinea, domestic animals seem not to play a role in the epidemiology of HAT. In Cameroun
[19.50, .g_](mgo[ﬁ]md!iqmlonalGnm[__-_]lhc ofh and animal
infecting tryp ind wild animals could be evidenced, but important
differences between study areas were highlighted regarding prevalence in hosts and their geo-
graphical distribution. We thus suggest, in low prevalence foci where HAT elimination seems

chable, to conduct animal surveys to define the most appropriate control tobe
implemented.
Conclusion
We have investigated the distribution of animal trypa and the possible exi ofa
domestic animal reservoir of T. b. gambiense in two b demic HAT foci in Cote d'Ivoire.
Ounesuhsimmelmmd.andl wqolaw‘muﬂypecumhemlheﬁudyamumd
mainly infect pigs and cattle. Discord were obtained on the p e of . b. gam-

biense, between PCR and TL. methods. PCR did not detect T. b, gambiense while high
llcncemobm:meLlndnmn(deA'l dnmmman.nmnbeaucnlhﬁmhn
X discordance and to develop better toals and strategies to fully characterize the

danuﬂogdmkd:nammﬂmwabm
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lted in drastic reductions of de prevalk m Cote d'Ivoire. In this context, the costly and laborsintensive
mrmzmgmmsmlmcmhnﬂnmblmmd«hwpﬂm\rmnlhmm
being mmpl d in this lowspr our aim was to develop an d active

strategy. hmllwm\ednlnmpeddou\w-dwr(TDD)nmvﬁtuedonthmnedllcwcmunffm
HAT paticnts detected in the HAT focus of Bonon and compared the results to those obtained during classical active
mm(%)wmdﬁmm»mumhmemﬂumb&nwuhal'nendl:c
enviromment, i b to participate and gain of the di ds d significantly more HAT
cases than the \M&Th:umﬂsﬂgmlhlhTDDsucﬁumlndmﬁﬂmgymlnﬂ-pwmlmcemqs
where very localized transmission cycles may persist and, in combination with passive surveillance, could help in
climinating HAT.

Key words: Human African tryp pasis, Trvp Bruces gambi Diagnosis, Elimination strategy, Céte
d’Ivoire, Medical survey.

Résumé — Stratégic médicale ciblée en porte-d-porte pour ka détection de la tryp iase humaine africaine
dans des régions de faible prévalence em Céte d'Ivoire. Dmnportants efforts powr contréler [a trypanosomiase
hmnuuﬁlaumM)ucmdesmdumudmnup:mmeumwdu
prévalences en Cote d'Ivoire. Dans ce les les cha de masse ne sont plus
adaptées en termes de cotitsefficacite. Enph-&hdoppamqnmdemﬂhmmvphsmﬂb&hﬁ
ce contexte, notre but était de soutenir I'élimmation de la THA en élaborant une stratégic active alternative basée
wmcdéteﬂmciblu&c&DuskfmtdeBomnmamsmmzoummdhumuhakcn
Wuﬂamk isimagy i i cas de THA et comparé les résultats 3 coux des
prospects k iques de masse é mmaml"dluhmemem- La stratégie ciblée en
P porte, qui ib nn:lneﬂhumbtlmmdamm:&mspﬁnmmﬂmdem
de THA que la prospecti Je clssique de masse. Ceci montre que la stratégie ciblée en portesdeporte est
unc stratégic cfficace dans les contextes de fasbles prévalences of des cycles de tmnsmission trés localisés
P persi qui est complé ire 3 Ia surweillance passive pour atteindre Mobjectif d'élimination de la
i iase b PG T
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Introduction

Human African trypanosomiasis (HAT), commonly known
as sleeping sickness, is a debilitating and deadly disease that
affects people in sub-Ssharan Africa, mainly in rural areas
[2, 7). There is no vaccine and no chemoprophylaxis available.
Significant efforts to control the disease over the past three
decades have drastically reduced the prevalence of HAT in
recent years [22]. The elimnation of the dsease as a public
Isealth problem by 2020 is now regarded as an achievable goal
and has been included in the WHO roadnap on neglected
tropical diseases [8, 22, 26]. However, one condition of success
is the use of the most sensitive and specific diagnostic tools
and the most costeffective strategies, taking into account
local epademiological contexts and the current decrease in
pltvaicnce[&Zb].

The chronic form of HAT is assumed to be mainly an
anthropoaasis dee to Ty brucei gambi today
mmingmueﬂun%%ofullmledminmmd
Central Africa [7]. Control 15 mainly based on active case
detection and treatment of the human reservoir of the parasites
[26]. Such active case detection, mainly based on the Card
Agglutination Test for Trypanosomiasis (CATT) serological
test [19] followed by parasitological investigation, s usually
done by mobile teams that move from village to village to
examinse the entire population in the HAT foci aiming to detect
and treat cases as early as possible. Although it is recognized
that this active mass screening (AMS) strategy has saved
thowsands of lives [2, K], it 15 also recognized that in low-
prevalence contexts, such a costly and labor-intensive strategy
ﬂu&&aswfmws.umhmcfﬂcmmva,mm
de disease preval the population no longer
mHATaaﬂmmdMsmhmmemmﬂ
repeated AMS, leading 1o a decrease in participation rates
[14, 21] This was clearly the case in the Bonon focus where
the last epidemic situation observed in Cdie d'lvoire was
contained at the beginning of the 2000s [13, 22, 24]
No HAT cases were detected in 2012 during an AMS; never-
theless, several HAT cases are still regulardy diagnosed
passively, most of them in the second stage of the disease [15].

In such a context, it is imponant to reinforce passve
surverllance strategies integrating HAT control activities into
the general healthcare system and focusing on patients self-
presenting for consultation [7, 20, 23, 26]. However, ustegra-
tion of this strategy encounters political and sechnical
challenges partly due to difficulties in diagnosing the disease
as well as the capacity of bealth fucilities to cover the populs-
tion at risk, generally living in remote rural areas far from the
main bealth structures [12, 20). Moceover, case detection in
passive surveillance is first based on clinical symptoens leading
to the detection essentially of late stage cases that were
probably parasite reservoirs for years before diagnosis and
treatment was made [15].

With the objective of reaching HAT elimination in the
Bonon focus and based on the hypothesis that subjects living
close to HAT patients, and sharing the same environment at
nisk, have a higher probability of being bitten by infected tsetse
flies [9], we implemented a dooe-to-door strategy i 2012
focused on the immediate vicinities of former HAT patients

previously detected in the focus. In this paper, we describe this
targeted door-to~door (TDD) strategy and compare the results
with those of AMS performsed from 2000 1o 2012

Methods
Ethics statement

All samples were collected within the framework of
ised by the HAT National Control Program (HAT
NCP). No samples other than those for routine screening and
informed of the objective of the study in their own language
and signed an mformed consent form. This study is part of 2
larger project aimed at impeoving HAT control by assessing
the role of the human reservoir i the emergence andlor
re-emergence of HAT, for which approval was obtsined from
the Ivorian National Ethics Committee, No. 0308/MSLS/
ONER-E, January 30, 2012,

Study site and epidemiological context

The Bonon HAT focus is located in the mesophyll forest in
the western-central part of Cdte d'Tvorre. The disease has long
been endemsc and the first cases were detected in 1956 [6].
The evolution of the number of HAT cases reported in this
focus since the 1950s & well documented based on data
supplied by the HAT NCP and partners (see Figure 1). Due
1o cash crop interests (coffee, cocoa, bananas, ete.) and the
associated human sestlements, HAT found ideal geographic
conditons foe its developeent and Bonon became the most
active focus in Cote d'Ivoire at the end of the 1990s [24].
Coatrol efforts conducted between 2000 and 2006 by HAT
NCP in collsboration with Institut Pierre Richet (IPR). Institut
de Recherche pour le Développement (IRD), and Projet de
Recherche Clinique sur la Trypanosomiase (PRCT) managed
to contain the epademic. Since 2007, the disease is hypoen-
demic with only very few cases passively diagnosed yearly
(six cases between 2010 and 2011) [lS].Tbesecaaesm
dizgnosed passively (all in an ady d newrologscal stage of
the diseasz) at the PRCT, the only HAT treatment center in
Cdte d'lvoire, located in Daloa, 80 km east of Bonon,

Classical active mass screening strategy

Specialized mobile teams conducted screening
of all populations considered at nsk. Targeted commumities
then consisted of entire villages or urban neighborhoods.
The population at risk was tested using CATT performed on
blood (CATT-B) collected by finger prick. For CATT-B-
positive persons, blood was collected in heparinized tubes
and a twofold plasma dilution serses in CATT buoffer was tested
to assess the end titer, i.e., the highest dilution still posstive on
plasma (CATFP). All CATEP > 1M underwent parasitolog:-
cal examinations by direct examination of a lymph node
aspirate and/or mini-anion exchange centrifugation technique
(mAECT) [I8] in blood. From the remaining blood of all
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CATT-P > 1M, S00 pL of plasma was collected and kept at
=20 °C for subsequent trypanolysis testng in 2012. AMS
was performed eight times from 2000 1o 2012 (2000, 2002,
2003, 2004, 2007, 2008, 2009, and 2012).

Targeted door-to-door strategy

Using the datsbase of HAT NCP, IPR, IRD, and PRCT, 109
former HAT cases (FHAT) actively and passively diagnased
since 2000 were referenced. In 2012, two monils after the last
AMS, a mobile team visited the focus to localize mhabitants
and inform them about the amm of the sudy. The close
neighbothood of each localized FHAT, v.e., all subjects living
in the same house and subjects living in immedsate vicinities
and shanng the same daily activities, was then also informed
and sensitized about our targeted door-to-door (TDD) strategy.
For the subjects who gave their agreement fo participate,
the same diagnostic procedure as described above was applied.
Becawse most FHAT patients did not participate in post-
therapeutic we investigated ponble trnlment
fuslures by clinical, serological, and
meﬂnemamngbloodofdlCAﬂ-P>ll4ijec&
S00 pl. of plasma was collected and kept at —20°C for
subsequent trypanolysis analysis.

New parasitologically coafirmed HAT cases (AMS oe
TDD) were called NHAT and mew seropostive cases
{CATT-B positive, CATT-P > 14 but negative by parasitolog-
ical tests) were called NSERO.

Immune trypanolysis test

Plasma samples collected in the field from all NHAT
and NSERO individuals were sent to the Centre International
d¢  Recherche-Développement sur I'Elevage en Zones
Subhumides (CIRDES, Bobo-Dioulasso, Burkina Faso) 1o be
tested by the immune trypanolysis test (TL), highly specific
for T b gambiense, which constitutes a routine surveillance
test used nowadays [11] The TL was performed on plasma
as previously described [25] with LiTat 13, LS, and 16
variable antigen types (VAT).

Statistical analysis

The prevalence (mumber of NHATAotal population
surveyed) and seroprevalence (number of NSEROotal
WW)MMAMSMTDDM
compared wsing a chi-square test. A Fisher’s exact test was
pedomoduhmlheupmdnmnbuins&ldmss.m
level of significance was set at (.03,

Results

The number of persons surveyed, as well as prevalence and
seroprevalence of AMS and TDD performed i Bonon from
2000 10 2012, is given in Table 1. While the fist AMS
performed in 2000 took into account the whole Bonon area,
programs progressively focused on at-risk localities, explaining
the variations of the population screened mn each survey. Smce
2004, the population considered the most at risk (regarding the
geographsc distribution of previous HAT cases) and surveyed
by AMS and TDD is the same. Using AMS, 123 NHAT cases
were detected from 2000 to 2004, with prevalence varying
from 0.48 10 0.15%. From 2007 to 2009, only six NHAT cases
were detected with prevalence less than 0.05%. In 2012, no
NHAT cases were detected. Using the TDD i 2012, two
months after the last AMS, 1058 udividials were tested in
the neighborhood of 72 FHAT cases that were successfully
localized and four NHAT cases were detected with 0.4%
prevalence, significantly higher (p = 0.002) than the AMS

the same year (Table [).

Fram 2003 o 2012, the seroprevalence observed in AMS
progressively decreased from nearly 2% to 0.25%, while
seroprevalence was 0.94% in 2012 using the TDD. Considering
the highly specific TL test now used 1o differentiate false-
seropositive (TL—) and true seropositive (TL+) isdrvidisals
[8, 9], significantly more SERO TL+ ndividuals (0.66%) were
detected by the TDD i 2012, as comypared with AMS (0.12%;
p < 0.001)

The 72 FHAT cases were tested and no parasites were
detected by parasitological inwvestigations.  Moreover, no
neurological disorder was observed in clinical investigations.
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Table ). Results of medical surveys in the Bonon focus from 2000 to 2012

Strategy and year Total popelation surveyed NSERO Seroprevalence (%) NHAT Prevalence (%)
*AMS 2000 15,289 170 L1 74 0.48
*AMS2002 £284 9% L6 3 0.4
*AMS2003 1369 25 183 2 0.15
AMS2004 6289 40 0.64 14 0.22
AMS 2007 6738 29 0.43 3 0.4
AMS 2008 3276 17 0.52 1 0.03
AMS 2009 4537 28 0.62 2 0.04
AMS 2012 3919 10 (5TL+4) 0.25 (0.12)" 0 o
TDD 2012 1058 10 (TTL4) 0.94 (0.66)" 4 04"
¥ =957, p =000l
** Fisher's exact test, p = 0.001.
* Data already published in [11].

AMS: Active mass screenimg, TDD: Targeted doomto-door, NSERO: New HAT seropositive individuals, NHAT: New HAT cases, TL+:

Positive to the immune trypanolysss test.

Sixty FHATs were still positive on the TL (at least one VAT)
and only six remzined with CATT-P > 1M,

Discussion

In 2012, HAT was included in the WHO' roadmap on
neglected tropical diseases with a 2020 target date for elimina-
ton as a public health problem, and a 2030 target date for the
imterruption of disease transmission [8, 22 26]. It therefore
appears more than ever a paiority for those working in the field
to find the best strategies to achieve this goal. In Bonon, we
confirmed that the prevalence of disease has become very
low over the past few years and that AMS are no longer effi-
cient to detect mfected individuals, even though HAT patients
are still occassonally diagnosed passively [15], indicating that
tramsmission of T b gumbiense may still be occurrng.

This study describes an altemative active screening
strategy consisting of visiting former patients at their home
and testing the people living in thear close neighborhood using
a targeted dooe-to~door strategy (TDD), and compares it with
classical active mass screening (AMS) in the same area. While
zero patients were detected by AMS in 2012, four patients

asymptomatic individuals able to control their infection over
sometimes very long periods [1, 10]. Therefore, a number of
mfected individuals are either asymptomatic or pawcisymp-
tomatic [16] and are not interesied in spending time participat-
ing i repeated and restrictive medical surveys. Other reasons
could be social (attitudes toward the disease and the mobile
team, fear of being ill, etc.) and economic (o tme 1o attend
the screening because of daily activities). These results also
suggest and confirm the lack of inerest of the at-risk populs-
tion regarding repeated AMS in a given area [21]. In contrast,
TDD that targets the close neighbothood of FHAT patients isa
home-based approach and provides a friendlier environment,
mviting inhabitants to participate and gain awareness of the
disease. Furthermore, the presence of an FHAT case in the
direct neighborhood generally prompts others to accept testing.

The fact that the prevalence of mfection is increased in the
immediate neighborhood of HAT patients as compared 10 the
general population also peovides important information on
I! b gambiense wransmission in this disease focus. Although
the prevalence of disease has been markedly reduced by the
control measures implemented since the beginning of the
outbreak in 2000, our data suggest that very localized transmis-
sion cycles may persist in the enviroament of FHAT patients.

were detected by TDD 2 months later with fewer peop
screened. In addition, TDD also emsbled the detection of
significantly more NSERO TL+ cases that are believed to be
asymptomatic carriers of parasites [3, 12). The four NHAT
patents detected by TDD were clinically bealthy and refused
o go to the treatment center where lumbar puncture is
performed for stagng. Although we do not have CSF results,
the patients were likely in stage 1 since they had no newrolog-
ical symptoms. Interestingly, three of them could be tested
again in 2015 and they were negative by parasitology and still
asymptomatic, but remained positive by serology (data not
shown). Such infection processes have already been described
previously u this area [12]

One of the reasons why I b gambi infected individy
als are missed by AMS is related to the chronic mature of the
disease, with severe clinical symptoms usually appeaning late
duning the infection course, and w0 the exsience of

It is imp 10 note here that all FHAT patients were
successfully cured and therefore probably dad not contribute
for a loag tme to the maintenance of transmission in their
environment. Interestingly, the NHAT cases were diagnosed
i the mmediate neighborhood of FHAT cases detected in
2000 when most cases were diagnosed. This suggests that such
localized transmission areas can last for long periods of tme.
Such hypotheses wete already proposed to explain the fact that
HAT cases often cluster in particular families [9, [7). It is also
possible that the NHAT cases were mfected a Jong time ago
and were not detected by AMS for the reasons described
above. In this context, targeted vector control measures, such
as the deployment of insecticide-impeegnated targets where
FHAT or NHAT individuals are exposed to tsetse flies, could
sngmﬂnnﬂymdmedumkofmhrymmmaﬂhlp
interrupt transmission. Reducing human-tsetse contacts with
unpregnated targets was recently shown to be efficient in
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reducing new infections in the active HAT focus of Boffa in
Guinea [4]).

Cdte d'Ivoire is currently a country where fewer than 10
HAT cases have been detected yearly smce 2009 [7]. although
it is difficult 10 estimate the true number of cases present
because of kack of medical investigation in older HAT foci.
In this low-prevalence context, the mass screening approach
appears unrealistic 10 maintain because of low efficiency in
detecting the last infected individuals. In such setings, the
current strategy is 10 switch to a passive detection system inte-
grated into the national health structures [22, 26]. An important
drawback of the passive approach, however, is that, becauwse it
is based on the willingness of HAT patients to present
themselves to the local health facilities, these HAT patients

Leno M, Lehane MJ, Torr S4, Salano P, Jamonneau V, Bucheton

B. 2015. Reducing h tsetse nplﬁumlycnhlwu
the efficacy of sleeping sick active ng paigns: 3
pmngmh-ﬂ!e of elmmi PLoS Neglected

Tropical Discases, %(8), 0003727,

. Courtin F, Jamonneau V, Camara M, Camara O, Coulibaly B,

Diarra A, Solano P. Bucheton B. 2010, A geographical

wum&dmmdmml
ical Medicine and International

llalh.lS(SLSBI-BS‘).

Courtin F, Jamonneau V, Oke E, Coulibaly B, Oswald Y,

[hlpuns ClnyG.meJPSohoPZMS Towards
fab of Human Afnican

Twmlfmd'('ntd'hwe'lwmlym
of the pathogemic system. Intermattoral Journal of Health

are usually diagnosed in the late stage of the disease (i

Geographics, 4, 27.

ing the time during which they can act as reservoirs for tsetse
flies). The door-to-door approach described here therefoee
appears 10 be a useful complementary alternative to maintain
targeted active screening across the population. It is therefore
very impoetant to carefully geo-localize HAT and SERO TL+
individuals diagnosed during medical surveys andfor by the
passive detection system that is likely to be scaled up in the
coming years, in order to construct databases on which TDD
implementation can rely. In Cote d'Ivosre, we propose the
following reactive active case-finding survey strategy, as
suggested by WHO [8]: once a HAT case or a SERO TL+ s
detected. a small mobile team is sent to screen the immediate
at reducing buman tsetse contacts in their nsk environment,
as was suggested by [£] in the Forecanah focus (Guinea), we
believe that such measures may greatly speed up and ensure
a more sustaimable elimination process, especially in areas
where the disease prevalence is becoming low.
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RESUME

La Trypanosomose Humaine Africaine (THA) ou maladie du sommmeil est une maladie tropicale néglizés domt
l'agent pathogéne, le trypanosome, est transmis 4 'homme par la glossine ou mouche tsé-tsé. En Cote d'lvoire,
Zrace aux efforts des differentes structures da contrdle et de racherche agissant dans les foyers de Ia THA, moins
de 10 cas sont dépistés par an ces derniéres anndes et il est possible de parler d"¢limination de la THA comme
souhaitde par I'OMS 4 'borizon 2020. Dans ce contexte, il apparsit indispensable de recenser et d'étudier toutes
les composantes du complexe pathogéne pouvant faire obstacle au projet d'élimination de la THA. Les animaux
domestiquas en comtact avec le vecteur de TypanosOmes, pourraient jouer un role importanr dans le mamtien ot
la résurgence de la Maladie. C'est au vue de ce qui précéde que cette dude a été initide pour investiguer
I'importance épidémiolomgue des ammaux domestiques dans la chaine de la THA dans les foyers endémiques
en Cote d'lvoire. Pour ce faite, des échantlions de sang ot de plasma ont &8 prélevés sy 1462 animsux
domestiques comprenant 667 pores, 286 caprins, 342 ovins ef 167 Bovins ef analysés & I'side d'examens
mwmwamemmmmbmwmde
metre en évidence des wypanosomss chez 11,35 % des animaux échantillonnés. L analyse moléculaire par PCR,
plus sensible, a révélé I'ADN de 'espéce T bricer sl a laquelle sppartient la sous espece pathogsne pour
I"homme, chez 249 animaux sur 1462, soit ume prévalence d= 17.03 %6, Las porcs ont &té les animaux hebergeant
le plus de souches da T, brucer o). La PCR a partir des marquewrs TgsGP a détects la présence de I'ADN de T,
b. gambiense chez quatre animaux domestiques (porcs). La struchuration gépstique des populations a révelé que
les souches de rypanosomes emdises e retrouvaient dans le méme sroupe que I. b brucei et T, b. gambienze
groupe 2. Bien que ces souches n'appartiennent pas au groupe bomogene de I. b. gambienze groupe 1, elles
peavent bien étre infectantes pour 'homme & instar des souches de T. b. gambienze groupe 2. Dans cette émde,
Iz xénodiagnostic 3 montre que des porcs mfectss avec de faibles parasitémies de wypanosomes pouvaient
mmenn:lmfeumvnhsmombestsé—tséamrdexepﬁmﬁcm&mmmemtqueh
mm:hetse—tsépeuxéuem&cmSpmxrdbasmmmfétesamdadnrgupammuxﬂtmblupmles
methodes parasitologiques classiques. Ces hotes peuvent &tre consideres comme des réservoirs de parasites =t
mnmmhmnmdehmﬂaﬂ:eamm\mﬁible_ncmmdoudememenplxeunemgxde
surveillance en itégrant le concept One Health ou santé umique encore appelés sants Ecosystémique pour une
élimination durable de la THA en Cie d'Ivoire.

Mots Clés : Trypencsomes, réservoir animal, T. bruicer s.1. T, b. gambience, marqueurs microsatellites, genatique
des populations, épidémiologie.

ABSTRACT

Human Affican Trypanosomiasis (HAT). or sleepimz sickmess, is a neglected tropical disease which pathogen,
the mypanocsome, is transmitted to umans by the tserse flies. In Core dTvoire, less than 10 cases have been
desectad per year in recently and it is possible to talk about the elimination of HAT as desired by WHO for 2020.
Thus, it appears sssential to identfy and study all the components of the pathogenic complexity that could
hamper the project of eliminating HAT. Domestic animals in contact with the tsetse flies could play an important
role m maintaiming and resurging of the disease. With regard to above state, this smdywnsmmnedto
mrestizate the epidemiological importance of domestic animals in the HAT chain in endemic foci in Cote
dTvoire. To do this, blood and plasma samples were collectad from 1462 domestic animals inchuding 667 pigs,
286 goats, 342 sheeps and 167 camles and were analyzed by parasitological, mnmnological and molecular
biclogy tests. Parasitological examinations revezlad mypancsomss m 11.35% of the smimals sampled. More
sensitive, molecular analysis by PCR revealed the DNA of T. brucer 5.1, which the human pathogenic subspacies
belongs 1o m 249 amimals out of 1462, shoming prevalence of 17.03%. Pigs emergad as the animals harbormg
most of T. bruicer 5.1 strains. PCR from TgsGP markers detected I. 5. gambienze, DNA in four domestic animals
(pigs. goats). The genenc stucture of the populations revealad thar the strains of rypanosomss studied were in
the same group as I. & brucer and T b. gambienze group 2. Although these strains do not belong to the
hommgroupoffb gambienze group I, they may well be infective for human likce the stramms of T. 5.
gambienseé group 2. In this study, xenodiagnosis showed that pigs infected with low parasitaemuas of
mmwmscwﬁummfecmxusmﬁsﬁmm&cnmmﬂxAhhmghoﬂyamﬂmmbuof
flies have been dissected. this experiment proves that the tsetse fiy could be infectad from mammalian hosts with
parasite loads undetectsble by comvennonal parasitological methods. These hosts could be considersd as
reservolrs of parasites and keep the spread of the disease at low level It is therefors nacessary look for strategy
imtegrating the concept of One Health also called ecosystem health. for the sustainable elimination of HAT in
Cote dTvorre.

Kev words: Trypanosoms, ammal reservorr, I. brucer sl T b gombienss, macrosarallite markers, populanon
genetics. epidemiology.
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