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LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS ‘ LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

ANNEE ACADEMIQUE 2019/2020

(Par Département et par Grade)

DATE D’ACTUALISATION 03 Janvier 2020

ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences
VICE-DOYEN / DPSAA : DONGO Etienne, Professeur

VICE-DOYEN / DSSE : AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Professeur

VICE-DOYEN /DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Marie C. F., Maitre de Conférences

Chef Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche DAASR : MBAZE

MEVA’A Luc Léonard, Professeur

| 1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (38) |

N° | NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS

1 BIGOGA DIAGA Jude Professeur En poste

2 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste

3 | FOKOU Elie Professeur En poste

4 KANSCI Germain Professeur En poste

5 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste

6 | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département

7 NINTCHOM PENLAP V. épse BENG | Professeur En poste

8 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste

9 | ACHU Merci BIH Maitre de En poste
Conférences

10 | ATOGHO Barbara Mma Maitre de En poste
Conférences




11 | AZANTSA KINGUE Gabin Boris Maitre de En poste
Conférences

12 | BELINGA née NDOYE FOE M. C. F. | Maitre de Chef DAF/ FS
Conférences

13 | BOUDJEKO Thaddée Maitre de En poste
Conférences

14 | DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Maitre de En poste
Conférences

15 | EFFA NNOMO Pierre Maitre de En poste
Conférences

16 | NANA Louise épse WAKAM Maitre de En poste
Conférences

17 | NGONDI Judith Laure Maitre de En poste
Conférences

18 | NGUEFACK Julienne Maitre de En poste
Conférences

19 | NJAYOU Frédéric Nico Maitre de En poste
Conférences

20 | MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Inspecteur de
Conférences Service MINESUP

21 | TCHANA KOUATCHOUA Angele Maitre de En poste
Conférences

22 | AKINDEH MBUH NJI Chargée de Cours En poste
23 | BEBOY EDZENGUELE Sara N. Chargée de Cours En poste
24 | DAKOLE DABOY Charles Chargée de Cours En poste
25 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de Cours En poste
26 | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise | Chargé de Cours En poste
27 | EWANE Cécile Anne Chargée de Cours En poste
28 | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
29 | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
30 | KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste
31 | LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
32 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
33 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
34 | PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
35 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
36 | MBOUCHE FANMOE Marceline J. Assistante En poste
37 | OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste
38 | WILFRIED ANGIE Abia Assistante En poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (48)

|




1 | AJEAGAH Gideon AGHAINDUM | Professeur VICE-DOYEN / DSSE

2 | BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département

3 | DIMO Théophile Professeur En Poste

4 | DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste

5 | ESSOMBA née NTSAMA MBALA | Professeur Vice Doyen/FMSB/UYI

6 | FOMENA Abraham Professeur En Poste

7 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste

8 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste

9 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste

10 | NOLA Moise Professeur En poste

11 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste

12 | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert | Professeur Inspecteur de service

Coord.Progr./MINSANTE

13 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert | Professeur En poste

14 | BILANDA Danielle Claude Maitre de En poste
Conférences

15 | DJIOGUE Séfirin Maitre de En poste
Conférences

16 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Maitre de En poste
Conférences

17 | JATSA BOUKENG Hermine épse Maitre de En Poste

MEGAPTCHE Conférences

18 | KEKEUNOU Sévilor Maitre de En poste
Conférences

19 | MEGNEKOU Rosette Maitre de En poste
Conférences

20 | MONY Ruth épse NTONE Maitre de En Poste
Conférences

21 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de En poste
Conférences

22 | TOMBI Jeannette Maitre de En poste
Conférences

23 | ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste

26 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste

27 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste

28 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste

29 | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste

30 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste

31 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste

32 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Chargé de Cours En poste

33 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste

34 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste

35 | MOUNGANG Luciane Marlyse Chargée de Cours En poste




36 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste
37 | NGOUATEU KENFACK Omer Bébe | Chargé de Cours En poste
38 | NGUEMBOK Chargé de Cours En poste
39 | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. UBA
40 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
41 | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
42 | TAMSA ARFAO Antoine Chargé de Cours En poste
43 | YEDE Chargé de Cours En poste
44 | BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Assistant En poste
45 | ESSAMA MBIDA Désirée Sandrine Assistante En poste
46 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
47 | LEME BANOCK Lucie Assistante En poste
48 | YOUNOUSSA LAME Assistant En poste

| 3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (32) |

1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UY I

2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste

3 | DJOCGOUE Pierre Francois Professeur En poste

4 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste

5 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département

6 | ZAPFACK Louis Professeur En poste

7 | ANGONI Hyacinthe Maitre de En poste
Conférences

8 | BIYE Elvire Hortense Maitre de En poste
Conférences

9 | KENGNE NOUMSI Ives Magloire Maitre de En poste
Conférences

10 | MALA Armand William Maitre de En poste
Conférences

11 | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de CT/ MINESUP
Conférences

12 | MBOLO Marie Maitre de En poste
Conférences

13 | NDONGO BEKOLO Maitre de CE / MINRESI
Conférences

14 | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de En poste
Conférences

15 | TSOATA Esaie Maitre de En poste
Conférences

16 | TONFACK Libert Brice Maitre de En poste
Conférences




17 | DJEUANI Astride Carole Chargée de Cours En poste
18 | GOMANDJE Christelle Chargéee de Cours En poste
19 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargée de Cours En poste
20 | MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel | Chargé de Cours En poste
21 | NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste
22 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
23 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargée de Cours En poste
24 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargée de Cours En poste
25 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
26 | GODSWILL NTSOMBAH Assistant En poste
NTSEFONG
27 | KABELONG BANAHO Louis-Paul- | Assistant En poste
Roger
28 | KONO Léon Dieudonné Assistant En poste
29 | LIBALAH Moses BAKONCK Assistant En poste
30 | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Assistant En poste
31 | TAEDOUNG Evariste Hermann Assistant En poste
32 | TEMEGNE NONO Carine Assistante En poste

4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (35)

1 | AGWARA ONDOH Moise Professeur Vice-Recteur Univ.
Bamenda

2 | ELIMBI Antoine Professeur En poste

3 | Florence UFI CHINJE épouse MELO | Professeur Recteur Univ.
Ngaoundere

4 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Chargé de
Miss.PR

5 | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste

6 | NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI/Chef
de Departement

7 | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB

7 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen Univ.
Bamenda

8 | NENWA Justin Professeur En poste

9 | NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs

10 | BABALE née DJAM DOUDOU Maitre de Chargée Mission

Conférences P.R.
11 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maitre de En poste

Conférences




23 | EMADACK Alphonse Maitre de En poste
Conférences

12 | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de En poste
Conférences

13 | KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. | Maitre de En poste
Conférences

14 | KONG SAKEO Maitre de En poste
Conférences

15 | NDI NSAMI Julius Maitre de En poste
Conférences

17 | NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de En poste
Conférences

18 | NJOYA Dayirou Maitre de En poste
Conférences

19 | YOUNANG Elie Maitre de En poste
Conférences

20 | ACAYANKA Elie Chargé de Cours En poste

21 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua

22 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste

24 | KENNE DEDZO Gustave Chargé de Cours En poste

25 | KOUOTOU Daouda Chargé de Cours En poste

26 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste

27 | MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste

28 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste

29 | NEBA nee NDOSIRI Bridget NDOYE | Chargeée de Cours CT/ MINFEM

30 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste

31 | PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste

32 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Chargé de Cours En poste

33 | NJANKWA NJABONG N. Eric Assistant En poste

34 | PATOUOSSA ISSOFA Assistant En poste

35 | SIEWE Jean Mermoz Assistant En Poste

[ 5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (35)

1 | DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen / PSAA

2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDA

3 | NGOUELA Silvere Augustin Professeur Chef de Département
UDS

4 | NKENGFACK Augustin Ephrem Professeur Chef de Département

5 | NYASSE Barthélemy Professeur En poste

6 | PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Directeur/
MINESUP
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| 7 | WANDJI Jean | Professeur | En poste |
8 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de DEPE/ Rectorat/UYI
Conférences
Maitre de Chef Service
9 | EYONG Kenneth OBEN . Programme &
Conferences 4
Diplomes
10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de En poste
Conferences
11 | FOTSO WABO Ghislain Maitre de En poste
Conferences
12 | KEUMEDJIO Félix Maitre de En poste
Conferences
13 | KEUMOGNE Marguerite Malltre de En poste
Conferences
14 | KOUAM Jacques Mal,t re de En poste
Conferences
15 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de En poste
Conférences
16 | MKOUNGA Pierre Maitre de En poste
Conférences
. . Maitre de Chef
17 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Conférences Service/MINESUP
o Maitre de Sous/Direct.
18 | NGO MBING Josephine Conférences MINERESI
19 | NGONO BIKOBO Dominique Serge Maitre de En poste
Conférences
20 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de En poste
Conférences
21 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de En poste
Conférences
22 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Doyen /FS/ UY]
Conferences
23 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de En poste
Conferences
24 | YANKEP Emmanuel Maitre de En poste
Conferences
25 | AMBASSA Pantaléon Chargé de Cours En poste
26 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
27 | MVOT AKAK Carine Chargeée de Cours En poste
28 | NGNINTEDO Dominique Charge de Cours En poste
29 | NGOMO Orléans Chargeée de Cours En poste
30 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargeée de Cours En poste
31 | SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste
32 | TAGATSING FOTSING Maurice Chargé de Cours En poste
33 | ZONDENDEGOUMBA Ernestine Chargée de Cours En poste
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34 | MESSI Angeligue Nicolas Assistant En poste
35 | TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste
6- DEPARTEMENT D’ INFORMATIQUE (IN) (27)
1 | ATSAETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP
2 | FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur Chef Dpt ENS/Chef
IGA.MINESUP
3 | NDOUNDAM Réné Maitre de En poste
Conférences
4 | AMINOU Halidou Chargé de Cours En poste
5 | DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargée de Cours En Poste
6 | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste
7 | KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargé de Cours En poste
8 | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste
9 | MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste
10 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
11 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste
12 | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste
13 | OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours C/D Enset. Ebolowa
14 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste
15 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste
16 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste
17 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
18 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste
19 | EKODECK Stéphane Gaél Raymond | Assistant En poste
20 | HAMZA Adamou Assistant En poste
21 | JIOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
22 | MAKEMBE. S. Oswald Assistant En poste
23 | MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste
24 | MEYEMDOU Nadége Sylvianne Assistante En poste
25 | NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste
7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (30)
1 | EMVUDU WONO Yves S. Professeur CD Info/ Inspecteur

MINESUP
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2 | AYISSI Raoult Domingo Maitre de Chef de Département
Conférences

3 | NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de En poste
Conférences

4 | NOUNDJEU Pierre Maitre de En poste
Conférences

5 | MBEHOU Mohamed Maitre de En poste
Conférences

6 | TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Directeur/AIMS
Conférences Rwanda

7 | AGHOUKENG JIOFACK Jean Chargé de Cours Chef Cellule

Gérard MINPLAMAT

8 | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste

9 | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste

10 | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste

11 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste

12 | KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste

13 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste

14 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste

15 | MBANG Joseph Chargé de Cours En poste

16 | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Chargé de Cours En poste

17 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste

18 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste

19 | NIMPA PEFOUNKEU Romain Chargée de Cours En poste

20 | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste

21 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste

22 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste

23 | TCHOUNDJA Edgar Landry Chargé de Cours En poste

24 | TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargée de Cours En poste

25 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste

26 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste

27 | BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste

28 | MBATAKOQOU Salomon Joseph Assistant En poste

29 | MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste

30 | TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste

\ 8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (18) \
| 1 | ESSIA NGANG Jean Justin | Professeur | DRV/IMPM |

2 | BOYOMO ONANA Maitre de En poste

Conférences




3 | NWAGA Dieudonné M. Maitre de En poste
Conférences
4 | NYEGUE Maximilienne Ascension Maitre de En poste
Conférences
5 | RIWOM Sara Honorine Maitre de En poste
Conférences
6 | SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de En poste
Conférences
7 | ASSAM ASSAM Jean Paul Chargé de Cours En poste
8 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste
9 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
10 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste
11 | NJIKI BIKOT Jacky Chargée de Cours En poste
12 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
13 | ESSONO Damien Marie Assistante En poste
14 | LAMYE Glory MOH Assistant En poste
15 | MEYIN A EBONG Solange Assistante En poste
16 | NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste
17 | SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste
18 | TOBOLBAI Richard Assistant En poste
9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (42)
1 | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
2 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
3 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
4 | NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
5 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
6 | NOUAYOU Robert Professeur En poste
7 | NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur Sous Directeur/
MINRESI
8 | PEMHA Elkana Professeur En poste
9 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen Univ/Bda
10 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
11 | WOAFO Paul Professeur En poste
12 | BIYA MOTTO Frédéric Maitre de DG/HYDRO Mekin
Conférences
13 | BODO Bertrand Maitre de En poste
Conférences
14 | DJUIDJE KENMOE épse ALOYEM | Maitre de En poste
Conférences




15 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Maitre de Chef Division. UN
Conférences

16 | EYEBE FOUDA Jean Sire Maitre de En poste
Conférences

17 | FEWO Serge lbraid Maitre de En poste
Conférences

18 | HONA Jacques Maitre de En poste
Conférences

19 | MBANE BIOUELE César Maitre de En poste
Conférences

20 | NANA NBENDJO Blaise Maitre de En poste
Conférences

21 | NDOP Joseph Maitre de En poste
Conférences

22 | SAIDOU Maitre de MINERESI
Conférences

23 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de En poste
Conférences

24 | SIMO Elie Maitre de En poste
Conférences

25 | VONDOU Derbetini Appolinaire Maitre de En poste
Conférences

26 | WAKATA née BEYA Annie Maitre de Sous Directeur/
Conférences MINESUP

27 | ZEKENG Serge Sylvain Maitre de En poste
Conférences

28 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste

29 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste

30 | ENYEGUE A NYAM épse BELINGA | Chargée de Cours En poste

31 | FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cell.

MINADER

32 | MBINACK Clément Chargé de Cours En poste

33 | MBONO SAMBA Yves Christian U. | Chargé de Cours En poste

34 | MELI'I Joélle Larissa Chargée de Cours En poste

35 | MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste

38 | OBOUNOU Marecel Chargé de Cours DA/Univ Inter

Etat/Sangmalima

39 | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste

40 | AYISSI EYEBE Guy Francois Valérie | Assistant En poste

41 | CHAMANI Roméo Assistant En poste

42 | TEYOU NGOUPQOU Ariel Assistant En poste

10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)
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1 | BITOM Dieudonne Professeur Doyen / FASA / UDs

2 | FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste

3 | KAMGANG Pierre Professeur En poste

4 | NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département

5 | NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Professeur En poste

6 | NGOS Il Simon Professeur DAAC/Uma

7 | NKOUMBOU Charles Professeur En poste

8 | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste

9 | ABOSSOLO née ANGUE Monique Maitre de Vice-Doyen / DRC
Conférences

10 | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de CD/Uma
Conférences

11 | MOUNDI Amidou Maitre de CT/ MINIMDT
Conférences

12 | NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de CEA/MINRESI
Conférences

13 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de En poste
Conférences

14 | ONANA Vincent Laurent Maitre de En poste
Conférences

15 | BISSO Dieudonné Maitre de Directeur/Projet
Conférences Barrage Memveele

16 | EKOMANE Emile Maitre de En poste
Conférences

17 | GANNO Sylvestre Maitre de En poste
Conférences

18 | NYECK Bruno Maitre de En poste
Conférences

19 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de En poste
Conférences

20 | TEMDJIM Robert Maitre de En poste
Conférences

21 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Chef Div. IMINTP
Conférences

22 | ZO’0O ZAME Philémon Maitre de DG/ART
Conférences

23 | ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste

24 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste

25 | ELISE SABABA Chargé de Cours En poste

26 | ESSONO Jean Chargé de Cours En poste

27 | EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste

28 | FUH Calistus Gentry Charge de Cours Sec.

D’ Etat/MINMIDT
29 | LAMILEN BILLA Daniel Charge de Cours En poste
30 | MBESSE Cécile Olive Chargeée de Cours En poste
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31 | MBIDA YEM Charge de Cours En poste
32 | METANG Victor Chargeé de Cours En poste
33 | MINYEM Dieudonné-Lucien Charge de Cours CD/Uma
34 | NGO BELNOUN Rose Noél Chargée de Cours En poste
35 | NGO BIDJECK Louise Marie Chargée de Cours En poste
36 | NOMO NEGUE Emmanuel Chargeé de Cours En poste
37 | NTSAMA ATANGANA Chargée de Cours En poste
Jacqueline
38 | TCHAKOUNTE J. épse Chargée de Cours Chef.cell / MINRESI
NOUMBEM
39 | TCHAPTCHET TCHATO DeP. Charge de Cours En poste
40 | TEHNA Nathanaél Chargeé de Cours En poste
41 | TEMGA Jean Pierre Chargé de Cours En poste
42 | FEUMBA Roger Assistant En poste
43 | MBANGA NYOBE Jules Assistant En poste

Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de I’Université de

Yaoundé |

NOMBRE D’ENSEIGNANTS

DEPARTEMENT Professeurs Maitres de Chargés de Assistants Total
Conférences Cours

BCH 9(1) 13 (09) 14 (05) 3(2) 39 (16)
BPA 13 (1) 09 (06) 19 (05) 05 (2) 46 (13)
BPV 06 (0) 10 (02) 9 (04) 07 (01)  31(9)
Cl 10 (1) 10 (02) 12 (02) 03 (0) 35(5)
co 7(0) 17 (04) 09 (03) 03 (0) 35(7)
IN 2(0) 1(0) 13 (01) 10 (02) 26 (3)
MAT 1(0) 5 (0) 19 (01) 05 (01) 30 (2)
MIB 1(0) 5 (02) 06 (01) 06 (02) 17 (5)
PHY 11 (0) 16 (01) 10 (03) 03 (0) 40 (4)
ST 8 (1) 14 (01) 19 (04) 02 (0) 43(6)
Total 68 (4) 100 (27) 130 (29) 46 (10) 344 (70)
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Soit un total de

- Professeurs

- Maitres de Conférences
- Chargés de Cours

- Assistants

() = Nombre de Femmes

344 (70) dont :

68 (4)
100 (27)
131 (29)
46 (10)

70
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tt comme Moise élevaw le serbent dans le désert, b fout de méme que le Fils de
Vhomme soit élevé, afinv que quiconque croit enw lui ait lav vie éternelle.
(Jeaww 3 : 14-15)

Or, lov vie éternelle; cest quils te connaissent, toi, le seul viral Diew; et celui que
tw as evwoyé; Jésus-Christ.
(Jean 17 : 3)
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RESUME

La Trypanosomose Humaine Africaine demeure un probleme de santé publique. En
2018 I’OMS estimait a 65 million le nombre de personne exposé au risque de contracter la
maladie. Approfondir les connaissances en entomologie, en écologie et en genétique des
insectes vecteurs de parasites est indispensable pour mener a bien la lutte contre les maladies
causées par ces derniers. La maladie du sommeil n’échappe pas a cette logique : les
connaissances en entomologie et en écologie des espéces de glossines, vectrices des
trypanosomes, permettraient d’identifier les lieux et les périodes de I’année ou la probabilité de
la transmission du parasite est la plus élevée ; et donc les lieux ou devrait s’effectuer
prioritairement la lutte contre la maladie. La génétique des populations de glossine quant a elle
pourrait aider & évaluer le degré d’isolement des populations de ces vecteurs afin de proposer
des protocoles de lutte efficaces. L’indice de risque de transmission IRT (r) a été utilisé pour
déterminer les niveaux de risque de transmission du parasite (trypanosome) dans le foyer de la
maladie du sommeil de Bipindi au Cameroun, tout en évaluant I’influence des parameétres
spatio-temporels sur cette transmission. Pour cela, deux études comparatives ont été menées
pendant deux saisons différentes (juillet et mars). De plus, le flux génétique au sein et entre des
populations géographiquement séparées de Glossina palpalis palpalis du Cameroun, de la
République Démocratique du Congo (RDC) et de la Céte d'Ivoire a été estimé. L'histoire
démographique de ces populations a été déterminée, et les relations phylogénétiques entre les
individus de cette sous-espéce ont été évaluées. Ces paramétres sont importants dans
I'établissement des stratégies de lutte efficace contre la maladie du sommeil. Une densité
nettement plus élevée de Glossina palpalis palpalis a été observée en juillet, mais les taux
d'infection les plus élevés ont été observés en mars. Parmi les repas de sang identifiés avec
succes, 66,7% provenaient des humains et 33,3% des porcs. L'indice de risque de transmission
le plus élevé a été obtenu dans le village Lambi. L'évaluation de I’IRT au niveau des piéges a
montré que le risque était plus élevé en juillet et prés des sources d'eau pérennes. Les analyses
génétiques ont porté sur un total de 418 Glossina palpalis palpalis dont 258 échantillonnées au
Cameroun, précisément a Bipindi, Campo, Fontem et Bafia, 100 a Azaguié et Nagadoua en
Cote d'lvoire et 60 a Malanga en RDC. La variation a trois marqueurs mitochondriaux
concaténés a savoir COl, COII-TLII et 16S2 a été examinée. Trente-quatre haplotypes ont été
identifiés, parmi lesquels 30 étaient «rares», car présents chez moins de 5% du nombre total
d'individus. Aucun haplotype n'a été partagé entre les populations du Cameroun, de la Cote
d'lvoire et de la RDC. La valeur de la diversité haplotypique H en RDC était deux et trois fois
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supérieures a celles obtenues au Cameroun et en Cdéte d'lIvoire. La diversité nucléotidique 7n
était six fois plus petite en Cote d'lvoire qu'en RDC et au Cameroun. L'indice de fixation Fst
était de 0,88. Cette etude a indiqué qu'une grande distance génétique sépare les populations de
G. palpalis palpalis des trois pays, et est corrélée a la distance géographique entre les
populations. 1l a également été observé 1’existence d’un flux de genes substantiel entre les
glossines provenant des localités séparées par plus de 100 km au Cameroun et entre les
glossines provenant des localisés separées par plus de 200 km en Cote d'lvoire. Les parameétres
démographiques suggérent que les mouches tsé-tsé de Fontem (Cameroun) ont subi une
réduction de la taille de leur population. Les autres populations d'Afrique centrale sont
composées de grandes populations permanentes. En Coéte d'lvoire, des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre I'histoire démographique des
populations de glossine. Les analyses phylogénétiques ont confirmé que les Glossina palpalis
palpalis provenant de la République Démocratique du Congo difféerent génétiqguement des

glossines des deux autres pays tel que mentionnées dans de précedentes études.

Mots clés : Glossina palpalis palpalis, Trypanosomose Humaine Africaine, Indice de
Risque de Transmission, marqueurs d’ADN mitochondriaux, différentiation génétique,

phylogénie.
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ABSTRACT

Human African Trypanosomiasis remains a public health problem. In 2018 WHO
estimated that 65 million people were at risk of contracting the disease. Improving the
knowledge on entomology, ecology and genetics of insect that are vectors of parasites is
essential to successfully fight against the diseases caused by them. Sleeping sickness does not
escape this logic: the entomology and ecology knowledge of tsetse fly species, trypanosomes
vectors, would be used to identify places and period of the year when the probability of parasite
transmission is the highest; and therefore the places where the fight against the disease can be
carried out first. The genetics of tsetse populations could help to identify populations that are
isolated or not for their effective control. The transmission risk index TRI (r) of Laveissiere et
al. (1994), modified by Grébaut et al. (2004) was used to determine the risk levels of risk of
transmission of the parasite (trypanosome) in the sleeping sickness foci of Bipindi Cameroon,
while evaluating the influence of spatio-temporal parameters on this transmission. For this, two
comparative studies were conducted during two different seasons (July and March). The gene
flow within and between geographically separated populations of Glossina palpalis palpalis
from Cameroon, the Democratic Republic of Congo (DRC) and Cdte d'lvoire has also been
estimated. The demographic history of these populations has been determined, and the
phylogenetic relationships between individuals of this subspecies have been assessed. These
parameters being important in the establishment of effective control strategies for sleeping
sickness.The value of haplotype diversity H in DRC was two times greater than the value
obtained in Cameroon and three times the value observed in Ivory Coast. Nucleotide diversity
7o were six time smaller in Ivory Coast than in RDC and in Cameroon. A significantly higher
density of Glossina palpalis palpalis was observed in July, but the highest infection rates were
observed in March. Among the successfully identified blood meals, 66.7% came from humans
and 33.3% from pigs. The highest transmission risk index was observed in the Lambi village.
The assessment of the TRI shows that the risk was higher in July and near perennial water
sources. The genetic analyses involved a total of 418 Glossina palpalis palpalis, of which 258
were sampled in Cameroon, precisely in Bipindi, Campo, Fontem and Bafia, 100 in Azaguié
and Nagadoua in Ivory Coast and 60 from Malanga in the DRC. The variation at three
concatenated mitochondrial markers namely COI, COII-TLII and 16S2 was examined. Thirty-
four haplotypes were found, of which 30 were “rare”, since each was present in less than 5%
of the total number of individuals. No haplotype were shared among Cameroon, Ivory Coast
and DRC populations. The value of haplotype diversity H in DRC was two times greater than
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the value obtained in Cameroon and three times greater than that observed in Cote d'lvoire.
Nucleotide diversity z» were six times smaller in Ivory Coast than in the DRC and Cameroon.
The fixation index Fst of 0.88 showed a high genetic distance between Glossina palpalis
palpalis populations from the three countries. That genetic distance was correlated to the
geographic distance between populations. We also found that there is a substantial gene flow
between tsetse flies from locations separated by over 100 km in Cameroon and between tsetse
flies from locations separated by over 200 km in Ivory Coast. Demographic parameters suggest
that the tsetse flies of Fontem (Cameroon) had reduced in population size in the recent past.
Other Central African populations are made up of permanent large populations. In Ivory Coast
population more investigations are required in order to better understand the demographic
history of tsetse flies populations. Phylogenetic analysis confirms that Glossina palpalis
palpalis originating from the Democratic Republic of Congo is genetically divergent from the

two other countries as already published in previous studies.

Keywords: Glossina palpalis palpalis, Human African Trypanosomosis, Transmission Risk

Index, mitochondrial markers, genetic differentiation, phylogeny.
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INTRODUCTION



La Trypanosomose Humaine Africaine (THA), communément appelée maladie du
sommeil, a ét¢ I'une des maladies les plus meurtricres dans de nombreux pays d’Afrique
subsaharienne, au point de décimer des villages entiers en Afrique Centrale et Occidentale
(Martin et al., 1909 ; Steverding, 2008). La maladie est causée par des trypanosomes et est
transmise aux hommes par des mouches tsé-tsé, qui sont des insectes dipteres du genre Glossina
Wiedemann, 1830.

Au cours de ces derniéres décennies, des efforts considérables ont été déployés pour
lutter contre cette maladie. Il s’est agi entre autres des interventions basées sur la détection et
le traitement des malades, de la mise sur pied d’un traitement plus efficace que les précédents
et des interventions au niveau du vecteur et des réservoirs de parasites. Ces efforts ont fait passer
I’incidence annuelle de la THA de 45000 malades en 1999 (Cattand, 2001) a moins de 10000
cas en 2009 (Simarro et al., 2010). En 2015, seulement 2804 cas ont été recensés. On estime
cependant a 20000 le nombre réel de cas et a 65 millions le nombre de personnes exposées au
risque de transmission de la maladie du sommeil (OMS, 2017). Malgré la réduction
significative de I’incidence de la THA, la maladie demeure un probléme de santé publique
considérable.

Le succes de ce contrdle a néanmoins permis a 'OMS et aux pays dans lesquels cette
maladie est endémique d’envisager son élimination en 2020 en tant que probléme de santé
publique et en 2030 la réduction a zéro de la transmission du parasite (OMS, 2013). Cependant,
pour pouvoir atteindre ces objectifs, des efforts continus et innovants doivent étre consentis,
afin d’éviter la résurgence de la maladie dans la plupart des foyers endémiques ou des anciens
foyers.

Avec l'absence d'un vaccin contre la THA, la toxicité de certains médicaments utilisés
dans le traitement des malades, et I’existence d’un réservoir animal sauvage qui est
difficilement accessible, la lutte anti-vectorielle reste la pierre angulaire dans la protection des
humains contre l'acquisition de nouvelles infections (Solano et al., 2010a). Ainsi, une
connaissance approfondie de la biologie, de I'écologie et de la génétique des différentes especes
de glossines est importante pour le choix des meilleures stratégies de lutte anti-vectorielle. Les
connaissances en entomologie et en écologie des especes de glossines d’une localité
particuliére, grace au calcul de I’indice de risque de transmission, serviraient par exemple a
identifier les lieux et les périodes de 1’année ou la probabilité de la transmission du parasite est
la plus ¢levée. C’est dans de telles zones que pourra s’effectuer prioritairement la lutte contre
la maladie. De plus, la détermination de I'existence d'une structure génétique et I'évaluation du

degré d’échange génétique aideraient a choisir des stratégies efficaces de contréle des vecteurs
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(Solano et al., 2010b). Ici, deux stratégies de lutte anti-vectorielle intégrée ont été définies,
suivant le statut « isolé » ou non des populations de tsé-tsé : 1’ « éradication » pour des
populations completement isolées des autres et la « suppression » pour des populations recevant
des migrants (Solano et al., 2010a). Un exemple est I’ile Unguja du Zanzibar ou des populations
de glossines isolées ont été identifiées en raison de barriéres physiques, dans lesquelles une
éradication réussie des glossines a été effectuée (Vreysen et al., 2000). Sur le continent
cependant, les efforts pour éradiquer les glossines dans différents contextes ont généralement
été infructueux du fait de leur grande capacité de dispersion, ce qui aurait facilité la
recolonisation des zones traitées par les glossines des zones voisines ou par les glossines
survivantes, suggeérant la «suppression» comme meilleure stratégie de lutte anti-vectorielle dans
ces localités (Solano et al., 2010b).

Des études de génétiqgue des populations de glossines utilisant des marqueurs
moléculaires et principalement les microsatellites ont montré une structuration des populations
continentales a 1’échelle macro-géographique (Krafsur, 2002 ; Ouma et al., 2005), et méme a
Iéchelle micro-geographique (Solano et al., 2000 ; Ravel et al., 2007 ; Bouyer et al., 2010 ;
Mélachio et al., 2015), mettant ainsi en évidence la présence dans une localité de plusieurs sous
populations dans lesquelles les flux migratoires sont plus ou moins prononcés.

L'ADN mitochondrial (ADNmt) est depuis longtemps considéré comme un outil pour
les études de génétique de la population (Castro et al., 1998) et en particulier pour la
phylogénétique (Avise, 1987 ; 2000) et les études des événements démographiques
(Harpending, 1994 ; Avise, 1994). Bien que leur efficacité actuelle dans les études génétiques
des populations soit controversée (Gerber et al., 2001 ; Bazin et al., 2006 ; Galtier et al., 2009;
Teske et al., 2018), les marqueurs mitochondriaux sont toujours utilisés comme outil normalisé
pour des études de taxonomie moléculaire et d’identification des espéces (Ratnasingham &
Hebert, 2007). De plus, le polymorphisme des loci d’ADNmt peut étre évalué par la technique
du polymorphisme de conformation du simple brin (SSCP), qui est peu codteuse et simple a
réaliser (Bailey, 1995 ; Black & DuTeau, 1996 ; Sunnucks et al., 2000). Les marqueurs
mitochondriaux ont été largement utilisés pour étudier la diversité génétique, la différenciation
des populations ou le flux génétique de différentes espéces de glossines en Afrique Orientale,
Occidentale et Australe, y compris Glossina palpalis gambiensis (Marquez et al., 2004),
Glossina morsitans s.l. (Wohlford et al., 1999 ; Krafsur et al., 2001 ; Nakamura, 2019),
Glossina pallidipes (Krafsur & Wohlford, 1999 ; Ouma et al., 2011) et Glossina fuscipes
fuscipes (Krafsur et al., 2008 ; Beadell et al., 2010 ; Kato et al., 2015). A notre connaissance,

aucune étude regroupant plusieurs sous-régions africaines, incluant I’ Afrique Centrale n’a été
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réalisée a l'aide de ces marqueurs. Pour combler cette lacune importante, des loci
mitochondriaux ont été selectionnés pour étudier la diversité génétique, la différenciation
génétique, le flux génétique, I'histoire démographique et les relations phylogénétiques chez
Glossina palpalis palpalis du Cameroun, de la RDC (Afrique Centrale), et de la Céte d'lvoire
(Afrique de I'Ouest), afin d'améliorer les connaissances épidémiologiques et le contrdle des

maladies a transmission vectorielle.

L’objectif général de ce travail est de caractériser génétiquement des populations de
Glossina palpalis palpalis en vue d’améliorer les stratégies de lutte contre la maladie du
sommeil.

Les objectifs spécifiques sont:

v de déterminer I’indice de risque de transmission du parasite dans un foyer de la maladie du
sommeil, et les associations a différents génotypes de Glossina palpalis palpalis ;

v d’analyser la structure génétique de ces populations de glossines et leurs flux migratoires ;

v’ de déterminer les relations phylogénétiques entre les glossines des différentes populations

ainsi que leur I’histoire démographique.



CHAPITRE I :
GENERALITES SUR LA
MALADIE DU SOMMEIL



I-1. Glossine
I-1-1. Description

La glossine ou mouche tse-tsé est un insecte responsable de la transmission des
trypanosomes, causant la mort de nombreuses personnes et la perte de plusieurs animaux. La
maladie est appelée chez I’homme la Trypanosomose Humaine Africaine (ou maladie du
sommeil) et chez les animaux, elle prend le nom de Trypanosomose Animale Africaine. Les
mouches tsé-tsé ont une couleur qui varie du brun au gris brun. Elles se reconnaissent aisément
au repos par leurs ailes croisées sur le dos (figure 1) -ce qui les différencie rapidement des autres
muscidés-, et leur trompe proéminente située horizontalement dans le prolongement de la téte.
Sans la trompe, elles ont de 6 a 16 mm de longueur. Le male est généralement plus petit que la
femelle, et contrairement aux moustiques, ils se nourrissent tous deux du sang des vertébrés et

sont donc des vecteurs.

Figure 1: Une glossine
(Source : Umr-intertryp.cirad.fr)

I-1-2. Taxonomie
Les glossines sont des insectes dipteres cyclorraphes, appartenant a la famille des

Glossinidae qui ne comporte qu’un seul genre, le genre Glossina Wiedemann, 1830 et une
trentaine d’espéces et de sous-especes. Seules quelques-unes transmettent effectivement le
parasite responsable de la maladie chez I’homme (figure 2). Les espéces du genre Glossina sont
aussi regroupées en trois sous-genres. Cette classification est justifiée par des caractéristiques
communes dues a des analogies morphologiques, bioécologiques et méme génétiques. On
distingue ainsi :

m le sous-genre Nemorhina Robineau-Desvoidy, 1830 (groupe palpalis) ;

m le sous-genre Glossina s. str. (sensu stricto) Zumpt, 1935 (groupe morsitans) ;

m le sous-genre Austenina Townsend, 1921 (groupe fusca).
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Figure 2 : Classification des glossines ( Brunhes, 1998).



Des auteurs ont évoqué ’existence possible d’especes cryptiques et proposé d’élever
des sous-espéces au rang d’especes, notamment en ce qui concerne G. palpalis s.I. (sensu lato)
et G. fuscipes s.1., sur la base de différences morphologiques, génétiques et géographiques ou
encore de la capacité vectorielle et d’une certaine stérilité chez les hybrides entre sous-especes.
Par exemple, I’espéce G. palpalis comporte les sous-especes G. palpalis palpalis, et G. palpalis
gambiensis (voir figure 2 : Classification des glossines a la page 7). Ces deux sous-especes sont
allopatriques, et aux fronticres de leurs aires de répartition, elles s’hybrident sur une bande
d’une dizaine de kilométres (Van der Planck, 1949 ; Challier et al., 1982). La F1
hétérogametique (male) étant totalement stérile (Gooding, 1997 ; Orr, 1997), ce qui selon
Bouyer (2006) devrait en faire deux espéces vraies, que 1’on devrait appeler G. palpalis et G.
gambiensis. Il est possible que sous les phénotypes « gambiensis » et « palpalis » se cachent
encore d’autres espeéces cryptiques, difficilement différentiables morphologiquement. Cette
hypothése est d’autant plus forte que des essais de croisement entre populations de G. palpalis
palpalis originaires du bas-Zaire (RDC) et du Nigeria ont également donné une descendance
male stérile (Gooding et al., 2004). De plus, des différences morphologiques au niveau de la
téte ont eété démontrées entre des souches de G. palpalis palpalis de Cote d’Ivoire et du Congo
(Gouteux & Dagnogo, 1985).

Puisque les équipes de recherche qui s’intéressent a cette question sont peu nombreuses,
il y a peu de chances que de grands changements interviennent dans les prochaines années, a
moins que des outils novateurs fassent leur apparition et permettent de voir sous un jour

nouveau les relations entre les espéces de tsé-tse (OMS, 2013).

I-1-3. Distribution géographique

L’aire de répartition des glossines, qui couvre environ 10 millions de km?, se limite a
I’ Afrique subsaharienne, au nord des déserts de la Namibie et du Kalahari. Elles sont absentes
des iles situées a 1’est du continent africain, sauf sur I’ile d’Unguja au Zanzibar, ou Glossina
austeni Newstead, 1912 était présente mais a été éradiquée (Vreysen et al., 2000). Quelques
spécimens de G. morsitans Wiedemann, 1850 et G. fuscipes Newstead, 1911 ont été également
dénombrés dans le sud-ouest de 1’ Arabie saoudite (Elsen et al., 1990) (figure 3 a).

On retrouve les glossines entre les latitudes 15° nord et 29° sud (Penchenier &
Laveissiere, 2000), ceci du fait de leurs exigences en matiere de température et d’humidité. En
effet, des températures élevées s'ajoutant a la sécheresse et a I'absence de couverture vegétale,

rendent le nord inhospitalier pour la tsé-tsé. Au sud, les températures moyennes annuelles



inferieures a 20°C ne permettent pas leur installation. 1l est a noter que leur répartition n’est pas
uniforme au sein de 1’aire d’extension, en effet, les glossines se concentrent dans des zones de
particularités écologiques distinctes. On les trouve principalement dans la végétation au bord
des cours d’eau et des lacs, des foréts et des vastes étendues de savane arbustive. Lorsque la
température moyenne est trop élevée, les glossines se réfugient dans des zones localement plus
fraiches ou elles peuvent survivre, par exemple le long des berges fluviales que recouvrent les
galeries forestieres (figure 3 b). On ne les retrouve habituellement pas au-dela de 1200 metres
d’altitude.

l50°

l20°

r2o®

Lz0°

20° 10° U 10° 20° 30° 40° an°

D Etendue approximative de la répartition des glossines
. Zone de distribution des glossines * o Zone de forét ombrophile
o »  Zone de forét humide
“., Limite de la savane séche

Figure 3 : (a) Distribution géographique des glossines en Afrique. (b) Distribution
géographique des glossines intégrant le couvert végétal
(Source : http://www.fao.org/docrep/009/p5178f/P5178F06.htm . Consulté le 16-11-2017)

I-1-4. Biologie et cycle de développement

En général, les femelles vivent plus longtemps que les males. On a enregistré des survies
de 12 mois au laboratoire, mais dans le milieu naturel, les glossines vivent rarement plus de 5
a 7 mois. La longévité varie en fonction de la saison : elle est optimale pendant la saison des
pluies (4 a 5 mois), elle diminue lorsqu’il fait froid (3 @ 4 mois) et elle est particuliérement
bréve en période de forte chaleur (1 a 2 mois). Les jeunes mouches tsé-tsé sont plus sensibles

que les adultes aux effets nocifs de la rudesse des conditions climatiques et malgré une sex ratio

9


http://www.fao.org/docrep/009/p5178f/P5178F06.htm%20.%20Consulté%20le%2016-11-2017

proche de 1 a la naissance, les femelles sont généralement plus nombreuses dans les populations
en raison de leur plus grande longévité. La densité apparente des populations de glossine dépend
de facteurs environnementaux biotiques et abiotiques ; elle varie beaucoup d’un lieu a 1’autre
et elle est principalement liée au taux d’éclosion des pupes et a la longévité des imagos, facteurs

qui dépendent eux-mémes des conditions climatiques et de la disponibilité des hotes.

Les mouches tsé-tse sont limitées aux vols courts (<5 min) et ne volent environ que 15
a 30 min par jour. Une population qui habite la savane peut avancer dans un habitat convenable
a environ 7 km par an. Toutes les mouches tsé-tsé se reproduisent par la viviparite. Cette
méthode de reproduction limite séverement la fécondité des mouches tsé-tsé, et bien que les
mouches femelles aient une limite supérieure d'environ 20 descendants, les femelles ne

produisent que 6 a 8 progénitures dans une colonie de laboratoire bien gérée.

L’accouplement se déroule vers le cinquieéme jour aprés émergence de 1’imago. Les
males peuvent s’accoupler environ 10 fois si les accouplements sont suffisamment espacés.
L’accouplement est long (0,5 a 3 h) car pendant ce temps le male forme un spermatophore (une
masse globuleuse et gélatineuse d’environ 500 um contenant les spermatozoides) qu’il dépose
au fond de I’utérus de la femelle. Une insémination est généralement suffisante pour permettre
a celle-ci de produire des larves pendant plusieurs mois ; les spermatozoides pouvant survivre
pres de 200 jours dans les spermathéques. La femelle vivipare, pond vers le 18e jour, puis,
presque tous les 11 jours aprées, une larve de troisieme stade (L3) qui s’enfouit dans le sol et se
transforme en pupe (figure 4). La pupaison peut durer 20 & 80 jours suivant I’espece de glossine,
la température et I’humidité du sol. Apres ce temps, I’imago émerge par une déchirure circulaire
du purparium et s’envole a la recherche d’un hote nourricier. Avant la prise du premier repas
de sang, la glossine possede un corps mou parce que sa cuticule et ses muscles thoraciques ne
sont pas encore solidifiés : elle est alors qualifiée de ténérale. Les jeunes mouches tsé-tsé qui
viennent d’éclore n’ont guére de ressources a leur disposition. L’énergie qu’elles utilisent a ce
moment provient des réserves lipidiques qu’elles possedent depuis le stade larvaire et elles ont
par conséquent tendance a se montrer moins sélectives quant au choix de 1’hote pour la prise de
leur premier repas de sang que lors des repas ultérieurs. Un male prend en moyenne un repas
de sang tous les 3 jours, a intervalles variables. La femelle prend généralement trois repas de
sang importants pendant la gestation : un premier repas immediatement avant la mue intra-
utérine entre le deuxiéme et le troisiéme stade larvaire, un deuxiéme a un moment variable au
cours de la gestation et un troisieme immédiatement aprés la larviposition. Quel que soit son

sexe, une glossine qui vient juste d’éclore prend son premier repas 12 a 24 h plus tard. De
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récentes observations confirment que, contrairement a une hypothese émise de longue date, les
glossines peuvent étre infectées a n’importe quel moment de leur vie par des trypanosomes si
elles sont affamées (OMS, 2013).

e
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- .
Ty o 10]
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s o e
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Développement
larvaire 14 -24 jours

Figure 4 : Cycle de reproduction des glossines
(Cuisance, 1989)

I-2. Trypanosome
I-2-1. Historique
La maladie du sommeil fut signalée pour la premiere fois en 1374 a I’occasion de la
mort du sultan du Mali, suite a une longue maladie se terminant par un état de sommeil continu.
C’est a partir de 1901 que le parasite responsable de la maladie est identifi¢ dans le sang d’un
patient en Gambie. Ce parasite est décrit et nommé Trypanosoma gambiense. Par la suite
Castellani en 1903, rapporte la présence du trypanosome dans le liquide céphalo-rachidien. La
méme année, suspectant les mouches tsé-tsé d’étre les vecteurs de cette maladie, David Bruce
fournit la preuve expérimentale en transmettant des trypanosomes aux animaux par
I’intermédiaire des glossines sauvages gorgées sur des « sommeilleux ». Les cas sévéres de
maladie du sommeil et d’évolution rapide vers la mort ont été signalés en Afrique de I’Est. En
1912, il est démontré que le trypanosome de cette forme dite « aigué », differe de Trypanosoma
11



gambiense et il est alors appelé Trypanosoma rhodesiense du fait de son origine, la Rhodésie

(Penchenier & Laveissiére, 2000).

I-2-2. Taxonomie

Les trypanosomes sont des protozoaires flagellés sanguicoles exo-érythrocytaires. On
les retrouve dans le sang, la lymphe ou le systéme nerveux central (Penchenier & Laveissiere,
2000). IIs appartiennent a la classe des Zoomastigophora Calkins, 1909, a I’ordre des
Kinetoplastida Honiberg, 1963, a la famille des Trypanosomatidae Ddéflein, 1901, au genre
Trypanosoma Griby, 1843 (figure 5). Les trypanosomes africains se rangent dans la section
Salivaria du genre Trypanosoma et sont injectés dans le sang des mammiferes par la piqlre de
la glossine (ou d’autres mouches piqueuses dans le cas d’espeéces de trypanosomes qui
n’infectent pas 1’espéce humaine). lls se distinguent en cela des membres de la section
Stercoraria a laquelle appartient le trypanosome ameéricain, T. cruzi Chagas, 1909, qui est
transmis dans les matieres fécales du réduve. 1l existe de nombreuses espéces de trypanosomes
africains; toutefois, seuls ceux qui appartiennent au groupe Trypanosoma brucei Plimmer &

Bradford, 1899 sont infectieux pour 1’étre humain.

L’espéce T. brucei comprend trois sous-especes :

e Trypanosoma brucei rhodesiense parasite de I’homme, responsable de la maladie du
sommeil a évolution aigué en Afrique Orientale et Australe. Il est transmis par des
mouches du groupe Glossina morsitans ;

e Trypanosoma brucei gambiense : parasite de I’lhomme, responsable de la maladie du
sommeil a évolution chronique en Afrique Occidentale, Centrale et Australe. Ce parasite
est transmis par des mouches du groupe Glossina palpalis ;

e Trypanosoma brucei brucei : responsable d’une maladie appelée « Nagana » chez les
animaux domestiques et sauvages, mais pas pathogéne pour I’homme. Il est transmis
par les mouches du groupe Glossina morsitans.

Les espéces T. vivax (sous-genre Duttonella), T. congolense et T. simiae (sous-genre
Nannomonas) sont également responsables de la trypanosomose animale. Ces espéces causent

d’importants dégats au sein du bétail.
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Figure 5 : Classification des trypanosomes

(Hoare, 1972), modifié.
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I-2-3. Description

Les trypanosomes africains ont une forme allongée, fusiforme, mesurant 20 a 30 um de
long sur 2 a 3 um de large. lls possédent outre les constituants cellulaires classiques (noyau,
cytoplasme, mitochondrie, ribosome), un organite particulier, le kinétoplaste, dont la fonction
est analogue a celle des mitochondries et d’ou part un flagelle. Ce flagelle sort de la cellule du
trypanosome par son extrémité postérieure et lui reste fixé par la membrane ondulante (figure
6).

Kinétoplaste //\\vﬁ

Vésicule endocytaire

____Poche flagellaire

Mitochondrie \
—_— \ —___ Lysosome

Noyau

___Glycosome

————___ Flagelle

Dessin : Caroline Morris

Figure 6 : Structure du trypanosome

On distingue plusieurs formes du parasite tant chez 1’insecte vecteur que chez I’hote

vertébré :

Chez le vecteur
Chez la mouche tsé-tsé, les trypanosomes se présentent sous la forme procyclique (a)
dans I’intestin moyen, épimastigote (b) dans le proventricule et trypomastigote métacyclique

(c) dans les glandes salivaires (figure 7).
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Figure 7 : Différentes formes de T. brucei s.l. chez la glossine
(Penchenier & Laveissiére, 2000)
La forme procyclique (a) ou le trypanosome, allongé et a kinétoplaste situé a mi-chemin

entre I’extrémité postérieure et le noyau, est dépourvu de son enveloppe glycoprotéique
de surface.

La forme épimastigote (b) ou le trypanosome possede un flagelle allongé, une
membrane ondulante courte, un kinétoplaste et un noyau juxtaposes.

La forme métacyclique (c) ou le trypanosome, sous forme infectante, possede un
kinétoplaste situé derriére le noyau, une enveloppe glycoprotéique de surface mais est

dépourvu de flagelle libre.

Chez I’hote vertébré

Dans le sang de mammiféres, les trypanosomes peuvent se présenter sous une forme

gréle (a), intermédiaire (b) ou trapue (c) (figure 8).

Figure 8 : Différentes formes des trypanosomes du sous-genre Trypanozoon
(Penchenier & Laveissiére, 2000)

La forme gréle ou allongée ou « Slender » (a) dont la taille moyenne, de 23 a 30 um,
peut dépasser 40 um. Le trypanosome posséde un flagelle libre, une membrane
ondulante bien développée, un noyau et un kinétoplaste sub-terminal.

La forme intermédiaire (b) ou le trypanosome mesure 20 a 25 um. Il possede un flagelle
court, une extrémité postérieure plus arrondie et un kinétoplaste plus proche de
I’extrémité antérieure que chez les formes allongées. C’est une forme de passage entre

les formes allongeées et les formes courtes.
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e La forme trapue ou « Stumpy » (c) dont le trypanosome, court et massif, mesure 12 a
20 um. Dépourvu de flagelle, il a un kinétoplaste plus proche de I’extrémité postérieure
et un noyau arrondi.
I-2-4. Cycle evolutif
Le cycle évolutif commence par 1’inoculation, lors de la piqire d’une glossine, de
formes meétacycliques adaptées a la vie dans le courant sanguin (figure 9). Ces formes
métacycliques se différencient en donnant naissance a des formes sanguicoles prolifératives
longues et gréles, qui se multiplient activement par division binaire dans le sang et dans la
lymphe. Les trypanosomes sous cette forme « slender » sont recouverts d’un manteau de
glycoprotéines de surface variable, leur conférant une protection contre les anticorps de 1’hote.
L’infection évolue le plus souvent par une succession de vagues parasitémiques séparées par
des périodes de répit apparent, au cours desquelles 1’organisme réduit plus ou moins totalement
les parasites de la circulation sanguine. Chaque vague se caractérise par I'expression d'une
glycoprotéine de surface variable différente a la surface membranaire des trypanosomes, leur
permettant de déjouer régulicrement le systetme immunitaire de I’hote infecté. C’est cette
stratégie de variation antigénique qui rend difficile la mise sur pied d’un vaccin contre la
maladie du sommeil. 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 ingérées lors d’un repas de sang. Apres un
certain temps d'évolution, et par des mécanismes encore mal connus, certains trypanosomes
traversent la barriére hémato-encéphalique pour envahir le systéme nerveux central, conduisant
au deuxiéme stade de la maladie. Si une glossine se nourrit sur un individu porteur de
trypanosomes, ceux-ci vont subir dans son intestin une série de transformations complexes
nécessaires a I’adaptation a leur nouvel environnement. En effet, dans les 2-4 h qui suivent la
prise du repas infectant, les trypanosomes se transforment en trypomastigotes procycliques
exprimant a leur surface un nouveau manteau de glycoprotéines invariables, la procycline. Ces
formes proliférent et colonisent I’intestin : c’est la phase d’établissement de I’ infection. Au bout
d’un certain temps, les formes procycliques arrétent de se diviser et donnent d’autres formes

qui vont aboutir finalement aux formes métacycliques dans les glandes salivaires.
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Figure 9 : Cycle évolutif des trypanosomes

(Source : http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/TrypanosomiasisAfrican.htm. Consulté le 20-
09-2018)

I-3. La Trypanosomose Humaine Africaine (THA)
I-3-1. Distribution de la maladie

La figure 10 représente la distribution des deux formes de la maladie :

> La forme dite aigué, due a Trypanosoma brucei rhodesiense, se retrouve dans 13 pays
d'Afrique Orientale et d'Afrique Australe. Aujourd’hui, cette forme représente moins de
3% des cas notifiés. Les premiers signes et symptomes s’observent au bout de quelques
mois ou quelques semaines aprés I’infection. La maladie évolue rapidement et le
parasite envahit le systeme nerveux central.

» La forme dite chronique, due a T. brucei gambiense, se retrouve dans 24 pays d'Afrique
de I’Ouest et d'Afrique Centrale. Cette forme représente actuellement plus de 97% des
cas notifiés de maladie du sommeil. Une personne peut étre infectée pendant des mois,

voire des années sans présenter de signes ou de symptdmes importants de la maladie.
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Quand les symptomes surviennent, la maladie est souvent déja a un stade avance et le
systéme nerveux central est atteint.

Les deux formes coexistent en Angola, au Kenya, en République Démocratique
du Congo, en Ethiopie, au Soudan et en Ouganda, leur séparation se fait de part et
d’autre de la vallée du Rift (Mulligan, 1970).

”””” Zone d'endémieéT,gamﬂ ¢

1000km

Zone d'endémie a T. rhodesiense

Figure 10 : Répartition des deux formes de trypanosomose humaine africaine
(Gilles & Ricossé, 1982)

I-3-2. Situation épidémiologique de la THA
I-3-2-1. Les grandes épidémies humaines

L’ Afrique a connu au siecle dernier plusieurs grandes épidémies:

. la premiére a eu lieu entre 1896 et 1906, principalement en Ouganda et dans le
bassin du Congo;

. la deuxieme a touché en 1920 plusieurs pays africains;

. et I’épidémie la plus récente est survenue en 1970 et a duré jusqu’a la fin des
années 1990.

L’épidémie de 1920 a été combattue par des équipes mobiles qui ont organisé le

dépistage chez des millions de personnes a risque. Vers le milieu des années 1960, la maladie
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était sous controle avec moins de 5000 cas notifiés sur I’ensemble du continent. Aprés ce
succes, la surveillance s’est relachée et, en 1970, on a assisté a une résurgence de la maladie
d’envergure épidémique dans plusieurs régions.

Les efforts conjugués de I’OMS, des programmes nationaux de lutte contre la maladie,
de la coopération bilatérale et des ONG dans les années 1990 et au début du XXle siécle ont

permis d’inverser la tendance.

I-3-2-2. Situation actuelle dans les pays d’endémie

Avec les efforts faits par les programmes de lutte contre les trypanosomoses, 1’incidence
annuelle de la THA est passée de 45000 malades en 1999 (Cattand, 2001) @ moins de 10000
cas en 2009 (Simarro et al., 2010). Entre 2010 et 2011, 6631 cas ont été notifiés (Simarro et al.,
2013) et en 2015, 2804 cas. Mais ce nombre ne refléte pas la réalité du fait de I’absence ou de
I’insuffisance de dépistage dans de nombreux foyers. On estime cependant a 20 000 le nombre
réel de cas et a 65 millions le nombre de personnes exposées au risque de transmission du
parasite (OMS, 2017). Comme le nombre des nouveaux cas de trypanosomiase humaine
africaine notifiés entre 2000 et 2012 a baissé de 73%, la feuille de route de I'OMS pour les
maladies tropicales négligées prévoit de parvenir a éliminer cette maladie en tant que probléme
de santé publique d’ici 2020 (OMS, 2013).

Il est & noter que la maladie touche les pays de fagon hétérogéne : les foyers sont
généralement dispersés et le niveau d’endémicité peut varier considérablement d’un foyer a
I’autre, et méme au sein d’un foyer, d’une zone a ’autre. On distingue les foyers résiduels ou
le nombre de cas reste faible et constant pendant de longues périodes (situation endémique) et
les foyers en activité ou le nombre de cas augmente de facon considérable (situation
épidémique). Dans I’espace géographique appelé Afrique Centrale, on compte quatre pays dans
lesquels la THA est un probleme majeur (Soudan, Ouganda, Angola et République
Démocratique du Congo qui a elle seule a concentré 84% des cas signalés en 2015) et six pays
(Cameroun, République Centrafricaine, Guinée Equatoriale, République populaire du Congo,
Gabon et Tchad) ou la situation est de type hypo ou méso-endémique. Si de nombreux foyers
historiques semblent actuellement « éteints » dans quelques pays (Sénégal, Togo, Burkina-
Faso) d’ Afrique Occidentale, quelques cas ont été répertoriés au Benin et au Mali, et deux sont
considérés comme les plus atteints par I’endémie : la Cote d’Ivoire et la Guinée Conakry.

Au Cameroun, il existait au début du 20° siécle plusieurs foyers actifs de la THA regroupés
dans 4 grandes régions géographiques : les foyers de 1’Ouest (Fontem, Mamf¢ et Plaine des
Mbos), les foyers cotiers (Douala et Campo), les foyers de I’Est (Bafia et le bassin du Nyong ;
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Doumé, Abong-Bang, Lomié,) et les foyers du Nord (Logone et Chari). Actuellement les

principaux foyers sont ceux de Campo, Bipindi, Fontem, Doumé et Mamfé.

I-3-3. Transmission de la maladie et facteurs de risque d’infection

Bien que le mode de transmission prédominant soit vectoriel, il existe des cas de
transmission congénitale de Trypanosoma brucei gambiense. Celui-ci pouvant franchir la
barri¢re placentaire et infecter le feetus (Lindner & Priotto, 2010). La transmission mécanique
par d’autres insectes hématophages est possible. Toutefois, il est difficile d’évaluer I’impact
épidémiologique de cette transmission. Des infections se sont produites en laboratoire par
piqlre accidentelle avec des aiguilles contaminées. La transmission du parasite par contact

sexuel a également éte reportée (Rocha et al., 2004).

Dans le cas de la transmission vectorielle, ¢’est chez les glossines nouvellement écloses
prenant leur premier repas de sang -les glossines dites ténérales- que le risque d’étre infectées
est maximal (Welburn & Maudlin, 1992). Une fois infectée, une glossine le reste pour toute sa
vie. Les trypanosomes sont transmis a des sujets humains par la piglre de ces mouches
infectées. Toute personne vivant, travaillant ou circulant dans une zone a risque est susceptible
d’étre infectée, une seule piqlire d’une glossine infectée suffit. Cependant nombre de facteurs
influent sur le taux de transmission. En ce qui concerne la glossine, ce sont notamment la
compétence vectorielle, la proportion de repas de sang pris sur des sujets humains, la longévité,
la dispersion. En ce qui concerne 1’étre humain, ce sont le lieu de résidence, les caractéristiques
environnementales, et les types d’activités professionnelles. Comme des animaux sauvages et
domestiques constituent un réservoir pour le parasite, le fait pour I’homme de se trouver a
proximité d’habitats qui sont communs a ces animaux et aux glossines constitue un facteur de
risque. En zone de savane les sites a risque sont surtout des galeries forestiéres, principalement
les points fréquentés en permanence par les populations humaines. On peut citer entre autres,
les zones de baignades, les points utilisés par les femmes pour leurs activités ménageres, les
endroits ou les pécheurs accostent leurs pirogues et réparent leurs filets. 1l y a aussi les points
de passage tels que les gués et les ponts. En zone de forét, on peut considérer de maniere
générale que la transmission peut se faire partout, a I’exception de la grande forét ombrophile
que les glossines d’intérét médical n’ont pas colonisée. La forét dégradée n’est en fait qu’un
immense gite a mouches tsé-tsé, comme 1’homme y circule, y cultive, y vit, le contact entre lui

et le vecteur peut avoir lieu partout.

20



I-3-4. Manifestations cliniques

La THA non traitée, aboutit inéluctablement a la mort dans des délais variables selon
qu’elle est due a Trypanosoma brucei gambiense ou a T. b. rhodesiense. Les symptomes de la
maladie varient selon 1’évolution du parasite dans 1’organisme :
- Inoculation

La présence des trypanosomes au point de pigdre provogue un chancre dit « chancre
d’inoculation » ou « trypanome ». C’est une sorte de furoncle douloureux qui ne dure que
quelques jours, puis les parasites passent dans le sang et la lymphe. En pratique, du fait des
nombreuses agressions cutanées auxquelles sont soumises les populations africaines, ce chancre
passe le plus souvent inapercu.
- Phase lymphatico-sanguine

Encore appelée phase de généralisation ou premiere période, elle correspond a une
multiplication active des trypanosomes dans le sang et le systeme lymphatico-sanguin. Elle se
manifeste par des accés de fiévre, des céphalées, la présence des ganglions palpables
(adénopathies), une hypertrophie de la rate et du foie (spléno-hépatomégalie), et des signes
cutanés (trypanides et cedémes).
- Phase méningo-encéphalitique

C’est la phase de polarisation cérébrale ou deuxieme période. Elle correspond au
passage des trypanosomes dans le liquide céphalo-rachidien. Cette phase est caractérisée par
une inflammation du cerveau appelée encéphalite, des troubles généraux du systéme nerveux
(troubles psychiques, sensitifs, neuroendocriniens) et des troubles du sommeil (somnolence
diurne, insomnie nocturne). L’évolution en absence de traitement conduit a la cachexie dite
sommeilleuse, a I’origine du nom de la maladie ; le malade s’affaiblit, maigrit, sombre dans le

coma et meurt.

I-3-5. Lutte contre la maladie

La lutte contre la maladie du sommeil a pour objectif général de réduire la morbidité et
la mortalité liées a I’affection. Elle doit permettre, par le recensement et le traitement des
malades, d’éviter la propagation de la THA aux régions voisines ou aux pays voisins, et par la
lutte contre le vecteur, empécher la transmission des trypanosomes a ’homme et aux animaux

(Penchenier & Laveissiére, 2000).
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I-3-5-1. Dépistage de la maladie du sommeil

Il constitue une phase importante dans 1’assainissement du réservoir humain de la
maladie. 1l permet de présélectionner les personnes suspectes sur lesquelles sera réalise le
diagnostic de certitude. Jadis basé uniquement sur les signes cliniques malheureusement
atypiques et non constants (Eyckmans, 1989), il est actuellement complété par des tests
immunologiques qui permettent de mettre en évidence soit des antigénes solubles du parasite,
soit des anticorps dirigés contre les antigénes de surface des trypanosomes. En ce qui concerne
la forme aiglie de la maladie, I’évolution est trés rapide et la parasitémie est généralement treés
élevée, ce qui facilite la mise en évidence du parasite par examen direct sans la réalisation
préalable des tests de dépistage. Concernant la forme chronique, de nombreux tests de détection
d’antigénes circulants ont été mis au point : il s’agit par exemple du test ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay), et du test indirect d’agglutination sur carte ou CIATT. A cause de la
faible sensibilité de ces méthodes, des méthodes de détection d’anticorps spécifiques comme
I’immunofluorescence indirecte (IFI), 'ELISA indirecte, le test d’agglutination sur carte
(CATT) et ses variantes (CATT-Latex et micro-CATT) ont été mis sur pied (Magnus et al.,
1978). Le test CATT représente la technique la plus utilisée pour le dépistage de masse de la
maladie du sommeil. Il permet de mettre en évidence les anticorps anti-Trypanosoma brucei
gambiense présents dans différents liquides biologiques de I’homme. 1l se fait généralement a
partir du sang total, mais peut aussi se faire a partir du sérum, de la lymphe ou du liquide
cephalo-rachidien (LCR). Il connait néanmoins des problémes de sensibilité liés a 1’absence du
variant antigénique Litat-1.3 chez certaines souches de Trypanosoma brucei gambiense et de
spécificité liés a la présence de ce variant chez quelques trypanosomes d’animaux (Noireau et

al., 1986 ; Asonganyi & Ade, 1994).

I-3-5-2. Diagnostic de certitude

Il n’est effectué que chez les suspects positifs en sérologie et permet de mettre en
évidence le parasite. Il peut se faire a partir du sang total, du suc ganglionnaire en cas
d’adénopathies ou du liquide céphalorachidien (LCR). L’examen du LCR permet de déterminer
la phase de la maladie.

En cas d’adénopathies cervicales, la recherche des trypanosomes dans la lymphe se fait
par examen direct de ce liquide entre lame et lamelle au microscope optique et au grossissement

400X. La sensibilité de cette technique est de 10000 trypanosomes/ml.
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La recherche des trypanosomes dans le sang se fait par examen au microscope du frottis
sanguin ou de la goutte épaisse. La sensibilité de détection est de 5000 trypanosomes/ml pour
la goutte épaisse et 8000 trypanosomes/ml pour le frottis (OMS, 1986).

Dans la forme chronique de la maladie du sommeil, les techniques d’observation sur
lame se sont avérées peu efficaces, étant donné que la parasitémie est généralement trés faible
chez les patients. Pour faire face a ce probléme, plusieurs techniques de concentration des
parasites ont été développées afin d’optimiser leur identification. On a principalement : la
centrifugation en tubes capillaires (CTC) (Woo, 1970), la filtration sur colonne échangeuse
d’ions (mini-Anion Exchange Centrifugation Technique”, mAECT) (Lanham & Godfrey,
1970 ; Lumsden et al., 1979) et le Quantitative Buffy Coat (QBC) (Bailey & Smith, 1992). Des
techniques de culture « in vivo » sur des rongeurs ou « in vitro » (Kit for In Vitro Isolation,
KiVI) (Aerts et al., 1992) sont aussi utilisées en diagnostic, ces techniques d’inoculation
permettent aussi 1’isolement des souches de trypanosomes. Des techniques de diagnostic
moléculaire indirectes basées sur la détection d’ADN spécifique du trypanosome ont été par la
suite développées (Kabiri et al., 1999 ; Penchenier & Laveissiere, 2000). Ces techniques sont
difficiles a réaliser, onéreuses pour les laboratoires peu équipés et en méme temps, non
réalisables sur le terrain. En plus, apres leur réalisation au laboratoire, il y a la contrainte de
retourner sur le terrain, rechercher les personnes dont les résultats ont été positifs, afin de leur
administrer le traitement requis.

Lors du dépistage de masse sur le terrain, la rapidité du test et la facilité d’emploi sont
des facteurs importants a prendre en compte. Parmi les méthodes de concentration, la technique
la plus utilisée pour le diagnostic de masse de la THA a Trypanosoma brucei gambiense est la
centrifugation du sang dans un tube capillaire (CTC). Cette technique utilise le gradient de
densité des cellules sanguines pour concentrer les trypanosomes au niveau de l’interface
plasma/hématies ou « buffy coat » (région ou les parasites sont les plus abondants). Elle est
utilisée en routine par les programmes nationaux de lutte contre la THA et exige un personnel
qualifié et expérimenté.

Au laboratoire et dans les conditions de terrain, la mAECT semble offrir de meilleurs
résultats en termes de sensibilité (Dukes et al., 1984 ; Truc et al., 1998), mais cette technique

est plus laborieuse que la CTC.

I-3-5-3. Diagnostic de phase et traitement de la THA
Il permet de déterminer a quelle période de la maladie se trouve un patient et donc quel
traitement administrer a ce dernier. Un malade est en premiére période lorsque les trypanosomes
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sont présents dans son systeme lymphatico-sanguin et sont absents du LCR. Dans le cas
contraire, il est en deuxieme période. Le diagnostic de phase consiste donc a rechercher des
trypanosomes dans le LCR aprés une ponction lombaire, a 1’aide des techniques de la
microscopie. Si le parasite ne peut y étre décelé, la décision thérapeutique peut étre prise sur la
base des éléments indirects comme le taux d'albumine (protéinorachie) ou le nombre de cellules
dans le LCR (cytorachie). D’aprés I’OMS (1998), les critéres qui caractérisent la deuxiéme
période sont une cytorachie supérieure a 5 éléments/ul et/ou une protéinorachie supérieure a 37
mg/100ml. L’obtention d’un résultat supérieur ou égal a ces valeurs seuils, avec ou sans mise
en évidence de trypanosomes, indique que le malade se trouve en deuxiéme période.

Les médicaments utilisés au cours de la premiere phase étant moins toxiques et plus
faciles a administrer, plus le diagnostic est précoce, plus les perspectives de guérison sont
bonnes. Le succés du traitement au cours de la seconde phase dépend de I’utilisation d’un
médicament capable de franchir la barriere hémato-encéphalique pour atteindre le parasite. De
tels produits sont toxiques et plus délicats a administrer. Aucun vaccin efficace n’a encore été
officiellement mis au point jusqu’a nos jours a cause du mécanisme de variation antigénique
qui permet au trypanosome de détourner le syst¢eme immunitaire de [’héte.

Cinq médicaments sont homologués par I’OMS pour le traitement de la maladie :

e Lapentamidine (Lomidine®), découverte en 1941, elle est utilisée pour le traitement des
sujets en premiere période de la trypanosomiase a T. b. gambiense. Ce médicament est
administré par voie intramusculaire. Il peut aussi étre utilisé en deuxiéme période
précoce. Malgré quelques effets indésirables, ce produit est généralement bien toléré.

e La suramine, découverte en 1921, est utilisée pour le traitement des malades de la
premiere phase de la trypanosomiase a T. b. rhodesiense. Elle est responsable de
quelques effets indésirables et allergies au niveau des voies urinaires.

e Le mélarsoprol (Arsobal®), découvert en 1949, est un traitement de deuxiéme période
utilisé contre les cas de maladie provoqués par T .b. rhodesiense et T. b. gambiense. Il
s’agit d’un dérivé arsenical, qui a de nombreux effets indésirables. Le plus grave est
I’encéphalopathie réactive qui est mortelle dans 3 a 10% des cas. On observe une
résistance accrue a ce médicament dans plusieurs foyers, notamment en Afrique
Centrale.

e L’alpha difluoro-méthyl-ornithine(DFMO) (Eflornithine®), homologué en 1990,
représente une alternative au traitement par le mélarsoprol, mais uniquement pour T. b.

gambiense. Cependant, son schéma d’administration est strict et difficile a appliquer.
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e Un traitement associ¢ de nifurtimox et d’éflornithine a récemment été introduit (2009).
Son administration est plus simple que [’éflornithine en monothérapie, mais
malheureusement, il n’est pas efficace contre la trypanosomiase a T. b. rhodesiense. Le
nifurtimox est homologué pour le traitement de la trypanosomiase américaine mais non
pour la trypanosomiase humaine africaine. Néanmoins, apres 1’obtention par des essais
cliniques de données relatives a I’innocuité et a 1’efficacité, son utilisation en association
avec I’éflornithine a été acceptée et figure désormais sur la liste OMS des médicaments
essentiels.

Des travaux expérimentaux sont réalisés dans la recherche des molécules qui pourraient
efficacement traiter les patients. Le stérol 14-alpha-demethylase (CYP51) des trypanosomes est
une cible potentielle pour le posaconazole. Ce dernier médicament a donné des résultats
encourageants sur les souris infectées au laboratoire par Trypanosoma brucei brucei (Dauchy
etal., 2016).

I-3-5-4. Méthodes de lutte contre les glossines

La lutte anti-vectorielle est une méthode alternative de lutte contre la maladie du
sommeil, elle constitue pour I’instant I’un des meilleurs moyens d’interrompre la transmission
des parasites entre les différents hotes vertébrés. L’objectif étant soit d’éliminer toutes les
glossines de la zone concernée (1’ « éradication »), soit de diminuer la densité des glossines en
deg¢a d’un certain seuil, qui minimise le risque de transmission du parasite a I’homme (la
« suppression ») (Solano et al., 2010b). L’éradication ne peut étre envisagée que lorsque la
population de glossines est completement isolée des autres populations environnantes et ne
présente aucun risque de rétablissement par ré-invasion. Si la population de glossines concernée
n’est pas isolée et recoit régulierement des migrants venant des populations voisines, alors ce
flux migratoire entrant est capable de rétablir la densité initiale des glossines aprés un certain

temps. Dans ce cas, la stratégie de lutte anti-vectorielle a mettre sur pied est la « suppression ».

Plusieurs outils de lutte contre les glossines ont été développés au fil du temps,
cependant les points essentiels a prendre en compte lors du choix d’une méthode de lutte sont :

sa validité technique, son co(t et son impact sur I’environnement.

v' Destruction de la végétation
Roubaud propose en 1909 les éclaircissements forestiers. Cette idée est reprise par Nash
et visait a débroussailler et déboiser afin de détruire I’environnement du vecteur. Les feux de
brousse ont méme été utilisés. Toutes ces techniques seront abandonnées, car non seulement la
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prévention de la repousse de la végétation necessite des efforts continus, mais aussi, le
déboisement de la végétation est devenu un probléme environnemental puisqu’il favorise
I’augmentation de la quantit¢ de CO. dans I'atmosphére qui conduit au réchauffement

climatique.

v Elimination des hotes sauvages

Une technique antérieure impliquait I'abattage de tous les animaux sauvages sur lesquels
la tsé-tse se nourrissait (Hocking et al., 1963 ; Jordan, 1986). Par exemple, I'lle de Principé au
large de la cOte ouest de I'Afrique a été entierement débarrasseée de porcs sauvages dans les
annees 1930 ce qui a conduit a la disparition de la glossine. Dans les années 1950, la mouche
tsé-tsé a été réinvestie, mais cette nouvelle population de tse-tsé était indemne de parasite.
Cependant, méme si I'élimination des animaux sauvages est limitée aux espéces hotes, cela n'est
pas facile a réaliser, d’autant plus que la mouche tsé-tsé ne dépend pas rigoureusement d'espéces
animales spécifiques : lorsque les hétes préférés disparaissent, elle peut se nourrir sur d'autres
especes. En outre, en raison de la préoccupation croissante pour la protection de la faune
sauvage, le contrdle de la mouche tsé-tsé par I'élimination sélective des animaux sauvages n'est

plus recommande.

v' Utilisation des pesticides

Les pesticides ont été utilisés pour lutter contre les mouches tsé-tse, par pulvérisation de
leurs sites de repos. Au début du vingtieme siécle, les efforts étaient localisés en utilisant les
pesticides inorganiques a base de métaux. La technique s'est développée apres la seconde guerre
mondiale en campagnes aériennes et terrestres massives utilisant les premiers pesticides
organiques tels que le DDT (Dichloro-Diphényl-Trichloréthane). Les pesticides ont largement
été utilisés pour contenir les populations de glossines dans de nombreux pays comme le
Botswana, le Kenya, le Nigéria, la Somalie, la Zambie et le Zimbabwe. Au Nigeria, entre 1955
et 1978, environ 200 000 km? de territoire ont été débarrassés des glossines par I’épandage au
sol de 570 tonnes de DDT, de 176 tonnes de dieldrine et de 77 tonnes d’endosulfan (Jordan,
1986). Ce secteur est resté par la suite exempt de mouches tseé-ts¢, toutefois, il y a eu ré-invasion
des zones nettoyées. Si la pulvérisation d’insecticides est facile par voie aérienne en zone de
savane avec |’utilisation d’aéronefs ou d’hélicoptéres, il n’en est pas de méme pour la zone
forestiére; une pulvérisation au sol est requise dans ce cas, ce qui nécessite d’énormes moyens
humains. De plus, les insecticides ne sont pas spécifiques a une espece et peuvent donc affecter

d'autres arthropodes non pathogénes.
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v Piégeage

Le piégeage a débuté avec le port par des hommes des écrans de Maldonado, qui sont
des dossards noirs enduits de glu. Plus tard, I’utilisation des piéges fixes est proposée, le premier
modele est concu par Harris en 1930. Cette technique de lutte a été abandonnée au profit des
insecticides tels que le DDT. En 1978, la lutte par piégeage est remise a jour, en raison des
inquiétudes que le traitement par DDT suscitait pour I’environnement. On s’est donc tourné
vers des techniques plus simples, moins codteuses et moins dommageables pour combattre les
mouches tsé-tsé. Si ces techniques ont suscité de 1’intérét, ¢’est aussi parce qu’on a observé que
la pose de quelques piéges par kilomeétre carré suffisait pour réduire considérablement les
densités des populations de glossines, en raison de leur faible taux de reproduction. Plusieurs
modeles de piéges sont proposés et utilisés, notamment les écrans et les piéges biconiques
(Challier & Laveissiére, 1973), les pieges pyramidaux (Gouteux & Lancien, 1986), les pieges
Vavoua (Laveissiere & Grebaut, 1990), et les pieges Lancien (Lancien, 1981).

Les pieges sont des enceintes en tissu, composées de couleurs attractives (bleu et noir)
et favorisant la pénétration des tsé-tsé par des ouvertures basses ou latérales. Une fois au contact
du piége, les insectes sont guidés vers la partie haute laissant passer la lumiére et munie d’un
dispositif anti-retour. lls se retrouvent donc emprisonnés au sommet dans une poche de collecte
appelée « manchon ». Cette cage est obsoléte dans le cas des pi¢ges imprégnés d’insecticides
(Challier & Laveissiere, 1973 ; Laveissiére & Couret, 1980 ; Laveissiére & Grébaut 1990).

Les écrans sont constitués d’un simple pan de tissu imprégné d’insecticide qui tue les
glossines, une fois qu'elles se posent dessus (Céné et al., 2005). Une version plus économique
de ces écrans a été récemment mise au point, les « tiny targets » (Rayaisse et al., 2011 ;
Esterhuizen et al., 2011). Les écrans sont plus faciles a utiliser car ils sont plus facilement
transportés et imprégnés d'insecticides, et sont donc mieux utilisables dans la lutte contre la
mouche tsé-tsé au sein de la population locale, tandis que les piéges sont plus efficaces pour
capturer les glossines, en particulier pour les études épidémiologiques.

L'utilisation de produits chimiques comme attractifs pour attirer la mouche tsé-tsé aux
piéges a fait I'objet d'études approfondies a la fin du XXe siécle. Les attractifs étudiés ont été
ceux que la tsé-tsé pourrait utiliser pour trouver de la nourriture, comme le dioxyde de carbone,
I'octénol et I'acétone - qui sont rejetés dans I'haleine des animaux. Les versions synthétiques de

ces produits chimiques peuvent créer des odeurs artificielles. Une approche moins colteuse
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consiste a placer I'urine de bétail pres du piege. Pour de grands efforts de piégeage, les pieges

supplémentaires sont généralement moins chers que les attractifs artificiels colteux.

Outre leur role dans 1’élimination des glossines, les pieges peuvent permettre le suivi
des densités de ces dernicres, parametre fondamental de 1’étude de leur distribution et de leur
¢cologie, mais aussi de I’impact de la lutte anti-vectorielle. Leur principal défaut c’est qu’ils
sont immobiles et donc capables d’attirer une partie seulement de la population, méme si ce fait

est modéré par la dispersion des glossines.

v Appats vivants

Des animaux sur lesquels on a pulveérisé un insecticide peuvent constituer des appats
mobiles sur lesquels les mouches tsé-tsé vont venir s’imprégner de 1’insecticide. L’insecticide
peut étre appliqué sur 1I’animal en versant le produit sur son dos ou ses flancs en formant une
mince bande. Ce dernier type de traitement cutané est efficace mais seulement si 1’on traite un
nombre suffisant de bestiaux pour supprimer suffisamment de mouches tsé-tsé, sinon, le taux
de destruction risque d’étre trop faible. Cette méthode est colteuse et financierement hors de
portée de la plupart des agriculteurs pauvres. Par ailleurs, sa généralisation pourrait favoriser

I’apparition d’une résistance aux insecticides.

v’ Lutte biologique
La lutte biologique, qui consiste a utiliser un organisme pour en tuer un autre, n’est pas
adaptée a la réduction des populations de glossines car on ne connait pas de prédateurs ou de

parasites propres aux imagos ou aux pupes.

v' Technique du lacher d’insectes stériles

La technique des insectes stériles (SIT = Sterile Insect Technique) peut étre a la rigueur
considérée comme une méthode biologique de lutte contre la mouche tsé-tsé. Il s’agit la d’une
méthode de lutte trés spécifique qui consiste a lacher des males stérilisés par irradiation gamma
au milieu d’une population de glossines sauvages. Les femelles qui sont ins€éminées par ces
males stériles n’auront aucune descendance viable, ce qui conduira au déclin de la population
sauvage. La méthode repose sur le fait que seul le premier accouplement est fécond. La
libération continue de méles stériles en quantités (environ 10 males pour 1 femelle) et au cours
du temps de I'espéce cible réduit sa capacite reproductrice et donc la population reproductrice.
Cette technique, contrairement aux insecticides, a I’avantage de toucher uniquement 1’espéce
de glossine ciblée, sans aucune autre modification sur le reste de la faune et sur

I’environnement. En plus, contrairement aux piéges qui sont immobiles, les glossines stériles

28



sont capables de se disperser, a la recherche de femelles sauvages. Cependant les males libéres
doivent dépasser les males sauvages pour que la population ciblée s'effondre. Par ailleurs, il
faut commencer par réduire la population de glossines de plus de 95 % par d’autres méthodes,
comme les pieges, les écrans, les appats vivants ou des pulvérisations d’insecticides avant de
lacher les males stérilisés. La technique fonctionne mieux lorsque la population d'une région
est isolée sinon elle sera rapidement ré-envahie. Cette technique a été utilisée avec succes pour
éradiquer Glossina austeni dans 1’ile d’Unguja au Zanzibar (Vreysen et al., 2000 ; Hendrichs
et al., 2005) aprés réduction initiale de la population par la pose d’écrans adhésifs et
imprégnation du bétail avec des insecticides (Vreysen, 1996). Toutefois, la production des
insectes stériles et la logistique des lachers sont complexes, la technique est colteuse et sa mise
en ceuvre difficile. En outre, il est douteux qu’elle soit réalisable dans les zones infestées par de

multiples especes de glossines.

v" Apport du systeme d'information géographique

Des outils modernes de gestion de I'information spatiale, en particulier les systéemes
d'information géographique (SIG), permettent de nouvelles explorations pour comprendre
I’épidémiologie - tres souvent complexe - des maladies. Les SIG sont des outils puissants,
souvent utilisés uniqguement dans un but cartographique. La simple projection géographique des
informations géoréférencées en provenance du terrain est certes déja tres riche pour visualiser
des tendances et comprendre des relations, mais les SIG offrent également d'importantes
potentialités pour confronter plusieurs informations de natures et origines différentes, tester des
hypotheses et des corrélations, ou encore modéliser les fonctionnements dans un but
previsionnel (De la Rocque et al., 2001). En effet, ce systéme facilite I’intégration, ’analyse,
et la restitution de différentes variables sous forme de cartographies, classant les régions
étudiées en différents niveaux de risques dans la transmission des maladies. Le SIG a déja
apporté une assistance significative dans de nombreuses études épidémiologiques des maladies
a transmission vectorielle, notamment dans la lutte contre la bilharziose (Krou & Kouame,
2008), le paludisme (Machault et al., 2009), et la trypanosomiase (Lucas et al., 2001 ; Rutto &
Karuga, 2009). C’est un bon outil d’aide a la décision pour la surveillance et la lutte, en ce sens
qu’il facilite la localisation des zones les plus a risque dans la transmission du parasite
permettant ici de sélectionner les régions dangereuses ou s’effectueront prioritairement la lutte

anti-vectorielle.
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v Nouvelles avancées au niveau moléculaire

Des recherches récentes sur l'interaction vecteur-parasite au niveau moléculaire
montrent un potentiel pour le développement de nouvelles stratégies de contréle des interactions
visant a rendre les glossines inaptes a transmettre le trypanosome. L'une de ces approches, la
transgénese, consisterait a bloquer la capacité vectorielle de la mouche tsé-tsé en synthétisant
des molécules inhibitrices des trypanosomes par des bactéries. La génomique des bactéries
symbiontes des tse-tsé est intéressante car la longevité et la reproduction de ces mouches est
fortement compromise en 1’absence de leur flore intestinale (Geiger et al., 2013 ; Tsagmo
Ngouné et al., 2019). Il a eté montré que Sodalis glossinidius et Wigglesworthia glossinidia
pouvaient modifier la compétence vectorielle de leur héte et que Wolbachia, pouvait entrainer
la stérilité¢ des accouplements. Des glossines réfractaires para-transgéniques de ce genre
pourraient étre lachées au milieu de populations naturelles pour qu’elles se substituent a leurs

homologues sensibles et réduisent ainsi la transmission de la maladie.

v Contribution de la génétique des populations

La compréhension de I’épidémiologie d’une maladie infectieuse ou parasitaire,
I’évaluation des risques d’invasion ou d’épidémie, de méme que I’effet d’une stratégie de lutte
sur les populations cibles, ne peuvent se passer d’une connaissance minimale du
fonctionnement des populations concernées. Dans le cas des maladies a transmission
vectorielle, peu de travaux visant a connaitre leur fonctionnement (structuration, échange de
migrant...) ont été réalisés, ceci a cause des difficultés liées a leur petite taille pour la plupart,
leurs densités plus ou moins faibles et surtout leur environnement, qui rendent impossibles des
observations en conditions naturelles (McCoy, 2008). Les outils de la génétique des
populations, notamment les marqueurs biochimiques et moléculaires offrent a cet égard un
avantage que des méthodes basées sur I’observation ou la capture des organismes ne sauraient
apporter. L’utilisation de matériel héréditaire (transmissible) ouvre 1’acces a des événements
rares, passés et éventuellement a venir, ce qui est par définition peu ou pas accessibles a
I’observateur, méme au cours de campagnes intensives d’observations de terrain (Prugnolle &
De Meels, 2002 ; De Meeds et al., 2012). Les généticiens de la population vont encore plus
loin en développant des modeles mathématiques abstraits de la dynamique des fréquences des
génes, en essayant d'extraire les conclusions de ces modeles sur les modeles probables de
variation génétique dans les populations réelles et de tester les conclusions par rapport aux
données empiriques (cas des études de structure génétique des populations). Une présentation

plus large de la génétique des populations est détaillée dans les paragraphes suivants.
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I-4. Genéralités sur la génétique des populations

I-4-1. Quelques concepts clés

La génétique est une sous-discipline de la biologie (la science des étres vivants). Elle se
concentre sur I'étude des caracteres héréditaires, en d'autres termes, des caractéres transmis
d'une genération & une autre grace a la reproduction (De Mee(s, 2012). La génétique étudie
ainsi les genes, la fagcon dont ils s'expriment dans I'organisme, leur mode de transmission, etc.
Un gene est un segment d'ADN (Acide DésoxyriboNucléique) qui gouverne la synthése d’une
séquence d’acides aminés. Il détermine la transmission des caractéres héréditaires des étres
vivants et peut présenter plusieurs formes (états) appelées alléles.

Une population est un groupe d’individus appartenant a la méme espéce, qui & un moment,
ont vécu ou vivent sur un méme territoire et qui sont interféconds.

Une sous-population est une subdivision de la population.

La genétique des populations est 1’étude de la distribution des all¢les dans les populations et

leur évolution dans le temps et dans 1’espace, sous 1’effet des facteurs évolutifs.

I-4-2. Facteurs influencant la génétique des populations

Les facteurs qui peuvent entrainer un changement dans la composition génétique d'une
population sont entre autres : la sélection naturelle, la mutation, la dérive génétique aléatoire,
la migration, la recombinaison, la distance géographique entre les individus et le systeme de

reproduction. Nous présenterons les plus importants :

I-4-2-1. La selection naturelle
La sélection naturelle est le processus par lequel certains traits héréditaires qui rendent
plus probables la survie et la reproduction avec succés d’un organisme deviennent plus

fréquents dans une population au cours des générations successives.

1-4-2-2. Les mutations

Les mutations sont des changements dans la séquence d’ADN du génome d'une cellule
qui peuvent étre causées par des rayonnements, des virus, des transposons, des produits
chimiques mutagénes ainsi que des erreurs qui se produisent pendant la meiose ou la réplication
de I'ADN (Harry, 2001). Lorsque les changements se produisent naturellement sur I'ADN, les
cellules utilisent des mécanismes pour corriger les mésappariements et les ruptures. Néanmoins,
la réparation ne parvient parfois pas a ramener I'ADN a sa séquence originale. Ces erreurs créent

de grands changements structurels dans la sequence d’/ADN - duplication, inversion ou délétion
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de régions entiéres, ou I'échange accidentel de parties entieres entre différents chromosomes

(translocation).

I-4-2-3. La dérive génétique

C’est une force évolutive qui traduit un échantillonnage aléatoire des alléles d’une
population parentale qui seront représentés dans la descendance. Elle est directement liée a la
taille finie des populations naturelles: plus les populations seront de taille restreinte, plus
I’influence de la dérive génétique sera importante. Elle agit en faveur de 1’augmentation de la

différenciation entre populations.

1-4-2-4. Le flux de génes

Le flux genétique est I'échange de génes entre les populations qui sont habituellement
de laméme espece (Harry, 2001). Le flux génique peut également étre défini comme le transfert
d'alleles d'une population a une autre. La migration peut étre responsable d'un changement
marqué dans les fréquences alléliques. L'immigration peut entrainer I'ajout de nouvelles
variantes génétiques au pool génétique établi d'une espéce ou d'une population particuliére. A
I'inverse, I'émigration peut enlever le matériel génétique. Le flux génétique est entravé par les
chaines de montagnes, les océans et les déserts ou méme les structures artificielles. Le flux
génétique maintenu entre deux populations peut conduire a une combinaison des deux pools de
geénes, ce qui réduit la divergence génétique entre les deux groupes. C'est pour cette raison que
le flux génétique agit fortement contre la spécialisation.

I-4-3. Types de marqueurs utilisés en genetique des populations

Tous les organismes sont sujets a des mutations qui résultent d'opérations cellulaires
normales ou d'interactions avec l'environnement, et conduisent a une variation génétique
(polymorphisme). Conjointement a la sélection et a la dérive génétique, il existe une variation
génétique au sein des individus, des espéces et des groupes taxonomiques. Pour que cette
variation soit utile aux généticiens, elle doit étre héréditaire et discernable, soit comme une
variation phenotypique reconnaissable, soit comme une mutation génétique pouvant étre
distinguée par des techniques moléculaires.

Un marqueur génétique est simplement une portion de I’acide nucléique de 1’organisme
étudié, ou un sous-produit code par cet acide nucléique (comme une protéine). L’ADN est la
molécule porteuse de 1’hérédité chez tous les étres vivants. Il importe de toujours regarder ce

qui se passe sur cette méme portion d’ADN chez tous les individus analysés. Il est important
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que cette portion d’ADN reste la méme (méme localisation dans le génome, a la méme place
sur le méme chromosome) d’un individu a I’autre, d’ou le terme locus.

Dans le cas particulier de la trypanosomiase, divers types d’études utilisant les
marqueurs biochimiques et moléculaires ont éte réalisés, tant sur le parasite que sur le vecteur.
Sur le parasite, I’¢électrophorése d’isoenzymes a notamment permis d’améliorer la classification
des trypanosomes (Godfrey & Kilgour, 1976 ; Stevens et al., 1992), les marqueurs minisatellites
ont permis d’étudier leur structure génétique (Mac Leod et al., 2000), le RAPD (Random
Amplified Polymorphism DNA) et les microsatellites ont contribué a I’étude des relations entre
la diversité genotypique des trypanosomes et la diversité des formes cliniques de la maladie
(Jamonneau et al., 2002). Les marqueurs les plus couramment utilisés en génétique des
populations de mouches tsé-tsé sont les allozymes, les microsatellites et les marqueurs d’ADN

mitochondriaux.

1-4-3-1. Allozymes

Les allozymes sont des variantes alléliques de protéines produites par un locus de gene
unique. lls présentent un intérét en tant que marqueurs parce que le polymorphisme existe et
parce qu'ils représentent des produits protéiques de génes. Les différences d'acides aminés dans
les chaines polypeptidiques des différentes formes alléliques d'une enzyme reflétent des
changements dans la séquence d’ADN sous-jacente. Selon la nature des changements d'acides
aminés, les produits protéiques résultants peuvent migrer a des vitesses différentes (en raison
des différences de charge globale) lorsqu'ils sont passés a travers un gel d'amidon soumis a un
champ électrique. Les différences de présence / absence et de fréquence relative des alléles sont
utilisées pour quantifier la variation génétique et pour distinguer les unités génétiques au niveau
des populations, des espéces et des désignations taxonomiques plus élevées. Les inconvénients
associés aux allozymes comprennent les carences en hétérozygotes dues a des alléles nuls et la
quantité et la qualité des échantillons de tissus requis. On note aussi comme inconveénient un
faible niveau de polymorphisme : en effet, certains changements dans la séquence d’ADN ne
modifient pas le polypeptide codé (substitutions silencieuses), et certains changements de
polypeptide ne modifient pas la mobilit¢ de la protéine dans un gel électrophorétique

(substitutions synonymes) ce qui réduit le niveau de variation détectable.

I-4-3-2. Microsatellites
Cette technique a permis entre autre I’étude de la structure génétique des populations

des glossines du groupe palpalis (Solano et al., 1997 ; Luna et al., 2001 ; Mélachio et al., 2011)
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et du groupe morsitans (Baker & Krafsur, 2001 ; Ouma et al., 2007). Les microsatellites sont
constitués de copies multiples de répétitions de séquences simples disposées en tandem (SSR)
dont la taille varie de 1 & 6 paires de bases (par exemple ACA ou GATA) (Tautz, 1989). IIs ont
tendance a étre uniformément répartis dans le génome sur tous les chromosomes et toutes les
régions du chromosome. La plupart des loci microsatellites sont relativement petits, allant de 2
a 4 nucléotides répétés en tandem. La taille relativement petite des loci microsatellites est
importante pour le génotypage facilité par la PCR. Le polymorphisme microsatellite est base
sur des différences de taille dues au nombre variable d'unités répétées contenues par des alleles
a un locus donné. La force des marqueurs microsatellites est leur abondance, leur distribution
génomique, la petite taille du locus et le polymorphisme éleve. Cependant, I'utilisation de
marqueurs microsatellites implique une grande quantité d'investissement initial et d'effort.
Chaque locus microsatellite doit étre identifié et sa région flanquante séquencée pour la
conception des amorces PCR. Pour le développement des marqueurs les plus efficaces, des
banques d'’ADN génomique enrichies en microsatellites sont fabriquées (Ostrander et al., 1992;
Kijas et al., 1994). L'inconvénient de cette technique est principalement la présence d'alleles
nuls qui sous-estimeront le taux d’hétérozygotes. En outre, plusieurs loci doivent étre analysés

afin d'avoir une bonne couverture du génome du microorganisme.

I-4-3-3. Marqueurs d'ADN mitochondriaux

Développés par Simon et collaborateurs en 1994 sur la drosophile, ces marqueurs jouent
un role primordial dans I'étude génétique de la mouche tsé-tsé ainsi que dans la lutte contre la
THA et la TAA. Une grande variabilité a été observee dans les loci mitochondriaux chez les
glossines du groupe morsitans ( Krafsur & Wohlford, 1999 ; Wohlford et al., 1999 ; Krafsur et
al., 2000 ; Krafsur et al., 2001). On a trouvé moins de variations dans les populations de G.
palpalis gambiensis (Marquez et al., 2004). Si I’ADN est le support physique de I’information
génétique et constitue le génome, il convient de rappeler que plusieurs génomes sont distingués
au sein des cellules, car stockés dans des compartiments cellulaires différents : le génome
nucléaire stocké dans le noyau et le génome mitochondrial stocké dans les mitochondries
(figure 11). Chez les insectes, chaque molécule circulaire double brin d'ADN mitochondrial
(ADNmt) se compose d’environ 16 000 paires de bases. Les deux brins d'ADNmt sont
différenciés par leurs teneurs en nucléotides avec le brin riche en guanine appelé brin lourd et
le brin riche en cytosine appelé brin Iéger. Le brin lourd code pour 28 génes et le brin léger
code pour 9 genes pour un total de 37 genes. Des 37 génes, 13 sont pour 'ARN messager
(ARNmM), 22 sont pour I'ARN de transfert (ARNt) et deux (12S et 16S) sont pour les petites et
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grandes sous-unités d'’ARN ribosomique (ARNTr), respectivement. L'ARNmM code pour les
protéines impliquées principalement dans le transport d'électrons et la phosphorylation
oxydative des mitochondries telles que le cytochrome oxydase I, 11 et I11.

ADNmt Ribosomes

Matrice Membrane externe

.

Membrane interne

£1998 Encyclopaedia Britannica, Inc.

Figure 11 : Structure d’une mitochondrie

I-4-4. Importance de I’ADN mitochondrial en génétique des populations
Contrairement a I'ADN nucléaire, qui est hérité des deux parents et dans lequel les genes
sont réarrangés dans le processus de recombinaison, I’ADNmt est dit haploide car hérité
presque exclusivement maternellement, il n'y a donc habituellement aucun changement dans
I'ADNmt du parent a la progéniture. La quasi-absence de recombinaison génétique dans I'ADN
mitochondrial en fait une source d'information utile pour les scientifiques impliqués dans la
génétique des populations surtout dans la biologie évolutive. En effet, I'analyse des divergences
au sein de I'ADNmt peut étre utilisée pour révéler les relations matrilinéaires au sein des
populations. Il peut &tre aussi utilisé pour tracer des évenements historiques comme des goulots
d'étranglement ou pour analyser des zones d’individus hybrides. L’ADNmt peut donc étre tres
utile pour clarifier les relations phylogénétiques entre taxons étroitement liés (Moritz et al.,
1987) ; et méme entre especes difficilement distinguables sur le terrain (Phuc et al., 2003 ;
Saccaggi et al., 2008). Il permet d’étudier le déplacement dans le temps et dans 1’espace des
especes ou des populations (Hewitt, 2004). De plus, le nombre élevé de mitochondries par
cellule (entre 100 et plusieurs milliers) et le nombre de copies d’ADNmt compris dans chaque
mitochondrie (2 a 10) font que le génome mitochondrial est largement représenté dans une
cellule et lui vaut un autre avantage en biologie moléculaire : celui d’étre (en théorie) facilement
amplifiable puisque bien représenté dans la cellule. Enfin, un aspect non négligeable est
I’estimation de la structuration des populations. Les structures de population dérivées des

données de I'ADNmt peuvent ne pas refléter celles du génome nucléaire en raison de la
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transmission uniquement maternelle et donc, de I’absence d’hétérozygotie ; cependant des
programmes mathématiques ont été mis sur pied pour contourner la difficulté (Excoffier et al.,
2005). Quoique son efficacité dans les études empiriques de génétiques des populations soit
controversée (Gerber et al., 2001 ; Bazin et al., 2006 ; Teske et al., 2018), les marqueurs
mitochondriaux ont aidé a clarifier les relations systématiques entre les taxons de glossines et
ont fourni des données importantes sur le flux génétique parmi les populations naturelles
(Gooding & Krafsur, 2005). Krafsur (2002) a obtenu des résultats statistiquement plus proches
entre les marqueurs microsatellites et mitochondriaux, qu’ils ne I’étaient des allozymes.
L’analyse des marqueurs polymorphes permet d’étudier les différences génétiques entre les
individus ou les populations ; il s’agit en fait des distances génétiques. Ces données sont
visualisables sur un arbre phylogénétique. En effet, quand il existe plus d’un « alléle » pour un
gene, on peut calculer les proportions respectives dans les populations et obtenir ainsi une
représentation géographique des différentes variations génétiques. Si on étudie plusieurs genes
distincts, il est possible d’associer a un individu un ensemble de polymorphismes sur le méme
chromosome que 1’on nomme «haplotype». Les haplotypes les plus proches («haplogroupes»)
seront regroupés afin d’identifier les haplotypes ancestraux, de préciser le degré de filiation
entre les différentes populations et de dater les différentes branches de 1’arbre phylogénétique,
pour ainsi dater « la séparation » entre deux populations.

Voir I’encadré ci-dessous pour les définitions de certains termes.

Un locus est I’emplacement d’un géne sur un chromosome ou sur la chaine nucléotidique d’un
chromosome. Ce terme est aussi utilisé en génétique des populations pour désigner une
séquence d’ADN codante ou non, soumise a une étude (De Mee(s, 2012).

Un échantillon est un groupe d’individus prélevés au hasard dans une population ou dans une
sous-population.

Un génotype donne la composition allélique compléte d’un individu a un locus donné.

Un haplotype est un génotype multi locus issu d’un seul chromosome.

Un haploide caractérise un organisme ou une cellule avec un matériel génétique présent en un
seul exemplaire.

La distance génétique entre taxons est une sorte de moyenne des différences observées entre
les taxons comparés au niveau des alleles de tous les locus. Ainsi les taxons ayant les mémes
alleles a tous les locus étudiés mais montrant des différences de fréquences alléliques auront
des distances génétiques non nulles. Les distances génétiques calculées sont comprises entre 0

(aucun alléle commun) et 1(identité totale).
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CHAPITRE 11 :

CADRE GEOGRAPHIQUE,
MATERIEL

ET METHODES
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I1-1. Cadre géographique
I1-1-1. Raison du choix des localités

Notre étude a été réalisée dans sept foyers de la THA, dont quatre (Bipindi, Campo,
Fontem et Bafia) au Cameroun, un (Malanga) en République Démocratique du Congo et deux
(Azaguié et Nagadoua) en Cote d’Ivoire. Les sites d'échantillonnage du Cameroun sont a
environ 1500 km de ceux de la Cote d'lvoire et a environ 1000 km de celui de la RDC. Ces sites

sont indiqués a la figure 12.
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Figure 12 : Carte montrant la localisation géographique des sites d’études

Au Cameroun, cing localités Bipindi, Campo, Fontem, Manfé et Doumé sont des foyers
de THA suspectés d’étre encore actifs. Cependant depuis 2000, des malades ont été détectés
uniquement a Bipindi, Campo et Fontem (Programme National de Lutte contre la THA au
Cameroun -PNLTHA-, données non publiées). Dans ces foyers, le vecteur principal des
trypanosomes est Glossina palpalis palpalis, d’ou le choix de cette espéce pour notre étude.
Quant au foyer de Bafia choisi pour notre étude, il s’agit d’un ancien foyer de THA, qui
actuellement est considéré comme « éteint » du fait de I’absence de malades depuis plus de 25
ans, malgré la présence du vecteur G. palpalis palpalis, et des autres facteurs epidémiologiques

pouvant contribuer a la transmission des trypanosomes (Simo et al., 2015). Nous avons pensé
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qu’il pouvait étre intéressant de comparer les caractéristiques génétiques des glossines de ce
foyer a celles des foyers encore actifs du Cameroun.

Les foyers de la Cote d’Ivoire et de la RDC ont été choisis du fait des grandes distances
géographique qui les separe du Cameroun, de la présence de G. palpalis palpalis et de ce que
ces foyers sont caractérisés par des profils épidémiologiques variés.

Nous avons choisi le foyer de Bipindi (Cameroun) pour y réaliser des analyses plus
approfondies, notamment I’identification des trypanosomes chez les glossines, la détermination
des hotes nourriciers, 1’évaluation du risque de transmission du parasite, 1’analyse génétique au
niveau intra-populationnelle. Ce travail pionnier et particulierement important a été motive par
le désir d’évaluer une quelconque corrélation entre les génotypes de glossines et le niveau de

risque de transmission du parasite ; c’est pourquoi il n’a été réalisé que dans ce seul foyer.

11-1-2. Foyer de Bipindi

Le foyer de THA de Bipindi (3°2° N, 10°22’E), est localisé dans le département de
I’Océan, Région du Sud Cameroun, a 75 kilométres environ de la Cote. Le climat est équatorial,
avec une alternance de quatre saisons, dont deux saisons seches et deux saisons des pluies. La
température varie entre 22° C et 28° C avec une moyenne de 25° C (Suchel, 1988). La
pluviométrie est de 2500 a 3000 mm d’eau par an. Le paysage est marqué par la prédominance
de la forét dense équatoriale qui, autour des habitations et 1a ou 1’action de I’homme est visible,
se dégrade en forét secondaire, ou s’imbriquent des faciés tels que les bambous, les cultures
vivrieres, les plantations de cacaoyers et de caféiers. Le réseau hydrographique est dense avec
de nombreux cours d’eau (Lokoundjé, Mougué, Mbikiliki, Shoungou, Tchangué) (Olivry,
1986). La population humaine a pour activité I’agriculture, la chasse, la péche et la collecte des
produits forestiers. Bipindi est un foyer historique connu depuis le début du XXeme siecle sous
le nom du « foyer de Lolodorf ». De 1998 et 1999, 43 personnes atteintes de la THA y ont été
diagnostiquées dans 02 villages (Lambi et a Bidjouka). Ce foyer était alors considéré comme
étant le foyer de THA le plus actif du Cameroun (Grébaut et al., 2001). Entre 1998 et 2011, 83
cas cumulés de la maladie du sommeil y ont été reportés (Ebo’o Eyenga, données non publiées).
Notre étude a été réalisée dans trois villages (Lambi, Memel et Ebiminbang) situés sur les trois

principaux axes (figure 13).
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Figure 13 : Carte du foyer de trypanosomoses de Bipindi
(Extrait de la carte topographique inc, 1976).

11-1-3. Foyer de Fontem

Le foyer de THA de Fontem (5°40°N, 9°55°E) est situé dans la Région du Sud-Ouest
du Cameroun (figure 14). Il couvre le département du Lebialem et une partie des départements
de la Manyu et du Koupé-Manengouba. Le climat qui y régne est de type tropical humide. Le
relief est irrégulier avec de nombreuses collines et vallées. L’altitude moyenne est d’environ
230m dans le Nord, 750m dans le Centre et 980m dans le Sud. La région est parcourue par de
nombreux cours d’eau a courants rapides. Les paysans pratiquent 1’agriculture et 1’¢élevage du
petit bétail et de la volaille. Auparavant, le foyer de Fontem était parmi les foyers les plus actifs
du Cameroun (Asonganyi & Ade, 1992 ; Morlais et al., 1998). De 1998 a 2006, seuls 8 patients
ont eté détectés parmi 16000 habitants examinés (OCEAC : Organisation de Coordination pour
la lutte contre les Endémies en Afrique Centrale, données non publiées). Les travaux antérieurs
effectués sur le réservoir porcin ont montré une importante circulation de Trypanosoma brucei
gambiense chez les porcs dans les sous foyers du Nord et du Centre (Nkinin et al., 2002 ; Simo

etal., 2006). Par contre, les travaux de prospection médicale menés par les équipes de ’OCEAC
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et du Ministere de la santé publique du Cameroun ont permis de détecter durant au moins deux

décennies, les malades uniquement dans le sous foyer du Centre.

Légende
Département
% de Lebialem
Zone indemne de YhhnR
malade R ‘;‘_ FQ'ﬁQ‘f N
Foyer actuel <) MBechati ‘,3
de la maladie / SN
Sites d' échantillonage des N N (~\\:‘ ?\Ei\‘f
mouches N N

~~ Route

FONTEM
A
Menii

Dschang

| Y TR kel

100 200

Kilométre

Figure 14 : Carte du foyer de trypanosomoses de Fontem
(Extrait de la carte topographique INC, 1976).

11-1-4. Foyer de Campo

Le foyer de Campo (2°20°N, 9°52°E) est situé¢ a la fronticre Cameroun-Guinée
Equatoriale au bord de I’Océan Atlantique et a I’embouchure du fleuve Ntem (figure 15).
Campo constitue un bassin sédimentaire, avec un terrain accidenté, un sol ferralitique jaune,
hydromorphe et peu fertile. Il y régne un climat équatorial maritime a quatre saisons dont deux
saisons séches et deux saisons de pluie. Les saisons seches comprennent une grande qui va de
décembre a février et une petite de juillet a aodt, alors que les saisons de pluies vont de
septembre a novembre pour la grande et de mars a juin pour la petite. La pluviométrie est
importante et varie de 2500 a 2800 mm par an. La température et I’humidité relative varient
trés peu, les moyennes annuelles étant respectivement de 25° C et de 87%. La végétation est de
type forestier littoral. Campo est couvert par une forét ombrophile peu dégradée. Le réseau

hydrographique y est dense avec des rivieres, des mangroves et des zones marécageuses
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(Olivry, 1986). La zone de Campo est riche en faune sauvage, si bien qu’elle a été érigée en
réserve de faune depuis 1932. Les activités des populations de Campo sont centrées sur
I’agriculture, la péche, la cueillette et la chasse. Campo est un foyer hypo-endémique n’ayant
jamais connu de flambée épidémique (Penchenier et al., 1999) ; cependant, environ 70 cas de
maladie ont été dépistés de 2002 a 2012. De nouveaux malades sont toujours depistés lors des

enquétes du PNLTHA au Cameroun (données non publiées).
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Figure 15 : Carte du foyer de trypanosomoses de Campo
(Extrait de la carte topographique INC, 1976).

I1-1-5. Foyer de Bafia

Ce foyer (4,75°N et 11,23°E) est localisé dans la Région du Centre Cameroun, dans le
département du Mbam et Inoubou (figure 16). L’aspect général de la région est celui d’une
vaste plaine de savane parsemée d’importants ilots forestiers reliés entre eux par des galeries
forestiéres. Le foyer est situé a la limite de la forét semi-décidue, entre le bloc forestier du Sud-
Cameroun et la zone de savane du Centre. Cette région vallonnée, d’altitude moyenne de 400
meétres est parcourue par un réseau hydrographique dense dépendant des fleuves Mbam et
Sanaga. Elle est une mosaique typique forét-savane. Le climat est de type équatorial a deux

saisons des pluies et deux saisons seches, avec une moyenne annuelle de précipitations entre
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les 1500 et 1700mm d’eau par an. La température moyenne annuelle est de 25,1°. Dans ce
foyer, I’habitat est de type trés dispersé, avec des groupes de maisons disperses le long des
routes ou sentiers traversant les cacaoyeres. Cet ancien foyer de THA, autrefois trés actif
(Mondet & Mbakop, 1986), est considéré aujourd’hui comme éteint, puisqu’aucun malade n’a
¢té dépisté depuis une vingtaine d’années, malgré la présence des glossines vectrices. Les
trypanosomes animaux y sont néanmoins détectés chez les glossines a ce jour (Simo et al.,
2015).
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Figure 16 : Carte du foyer de trypanosomoses de Bafia
(Extrait de I’article Simo et al., 2015).

11-1-6. Foyer de Malanga

Ce foyer est situé dans le departement de Kimpese de la province du Bas Congo (4°34°S,
14°21’E) en République Démocratique du Congo (figure 17). Malanga est a 340 métres
d’altitude. C’est un village situé¢ a 232 km de Kinshasa. Ce foyer se trouve le long de la riviere
Kisantu et présente une végétation caractérisée par la présence d’une savane herbacée et d’une
relique forestiere. Les activités des populations de Malanga sont centrées sur I’agriculture et
I’¢levage de quelques animaux domestiques. Parmi ces derniers, on peut citer les porcs, les

chévres et les moutons qui sont pour la plupart en divagation totale dans les villages. Comme la
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plupart des foyers de la maladie du sommeil en République Démocratique du Congo, Malanga
aurait connu une évolution épidémique de la THA. La situation épidémiologique actuelle de la
maladie reste peu connue (Simo et al., 2012).
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Figure 17 : Carte montrant la localisation géographique du foyer de Malanga
(Extrait de Simo et al., 2012).

11-1-7. Foyer d’Azaguié

Azaguié (4°04°0 et 5°37°N) est une ville située a environ 45 km d’Abidjan (figure 18),
capitale économique de la Cote d’Ivoire. C’est une ville essentiellement agricole avec une
vegétation faite de forét dense en partie dégradée, un relief tres accidenté (Vennetier et al.,
1978) et de nombreux bas-fonds humides, intensément exploites, a la périphérie de la ville. Le
climat est de type équatorial avec une pluviométrie bimodale caractérisée par quatre saisons
bien marquées : deux saisons de pluies intercalées par deux saisons seches. La pluviométrie
moyenne annuelle est de 1463 mm, pour un déficit hydrique annuel moyen de 341 mm
Généralement, il y a une courte saison seche en ao(t et une longue saison seche de decembre a
mars. Les températures mensuelles moyennes vont de 27°C a 29°C. Les mois de février, mars

et avril sont généralement les plus chauds.
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11-1-8. Foyer de Nagadoua

Nagadoua (5°52°0 et 6°35°N) est un petit village a 5km du foyer de THA de Sinfra

(figure 18), situe au centre-ouest de la Cote d’Ivoire. La végétation est de type forét mésophile

dégradée, caractérisée par une tres forte déforestation due en partie a 1’exploitation du bois,

mais surtout a la mise en valeur des terres par les cultures de rente, notamment du cacao et du

café. Le climat est de type équatorial avec une pluviométrie caractérisée par deux saisons de

pluies intercalées par deux saisons séches. L’habitat est typique de la zone de forét, avec des

villages implantés le long des principaux axes routiers, et de nombreux campements de culture

disséminés au cceur des plantations ou des champs. Le foyer de Sinfra, depuis les années 90,

s’est signalé comme un micro-foyer actif de T.H.A. (Dje et al., 2002), avec les plus fortes

prévalences a Nagadoua (Laveissiere et al., 2003).
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Figure 18 : Carte présentant la localisation géographique de Nagadoua et d’ Azaguié

(Cote d’Ivoire)
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11-2. Matériel et méthodes
I1-2-1. Capture des glossines, dissection et observation microscopique

La capture des glossines a été faite par piégeage. Celui-ci a consisté en la pose de pieges
pyramidaux (Gouteux & Lancien, 1986) (figure 19) dans des biotopes favorables a la fois a
I’installation des populations de glossines et aux contacts hommes-glossines tels que : les
lisieres habitation-brousse, les bords de routes ou sentiers, les points d’eau, les champs
vivriers... Les coordonnées géographiques de chaque site de piégeage ont été relevées a 1’aide
d’un Systeme de Positionnement par Satellite (GPS) et enregistrées, ainsi que les
caractéristiques de chacun de ces sites. Tous les insectes piégés dans les manchons ont été triés ;

les glossines ont été identifiées puis disséquees.

Figure 19 : Photo d’un piége pyramidal

L’échantillonnage a concerné trois villages dans chacun des quatre foyers du Cameroun
a savoir Campo-Beach, Mabiogo et Akak a Campo (novembre 2009), Menji, Bechati et Folepi
a Fontem (avril 2009), Eloa, Bouraka et Guéfigué a Bafia (en juin 2010), Lambi, Memel et
Ebimimbang a Bipindi (en juillet 2009). En RDC I’échantillon a été récolté & Malanga (ao(t
2009), en Cote d’Ivoire, la capture a été faite dans deux villages Nagadoua et Azaguié en
septembre 2013.

Un second échantillonnage a été mené a Bipindi en mars 2010, il a été réalisé exactement
dans les mémes sites que les précédents. En effet, nous avons exceptionnellement mené dans
ce foyer, des études comparatives (entomologiques et parasitologiques) entre deux périodes
correspondant respectivement au déebut de la petite saison séche (juillet 2009) et au début de la
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petite saison des pluies (mars 2010), notre but étant d’évaluer 1’influence des parametres spatio-
temporels sur la transmission de la maladie.

Avant la dissection, I’espéce et le sexe des glossines ont ét¢ déterminés suivant les
parametres décrits par Laveissiere et al. (2000). La détermination de I’espéce se base sur les
critéres morphologiques et la couleur. La détermination du sexe se fait par I’observation des
genitalia. La dissection a consisté en la coupure de pattes (pour les études génétiques) et la
dilacération de I’abdomen de I’insecte afin d’en extraire I’intestin moyen (IM) et ce uniquement
chez les glossines de Bipindi. L’observation microscopique de ces intestins moyens des
glossines de Bipindi visait a mettre en évidence la présence éventuelle des trypanosomes et des
repas de sang (RS). Ces isolats ont été placés dans une goutte d’eau physiologique entre lames
et lamelles puis observés au microscope optique a 1’objectif 10X. Toutes les glossines de ce
foyer ont été disséquées et observées, a I’exception des glossines ténérales, ¢’est-a-dire celles
qui n’ont jamais pris de repas de sang et par conséquent qui n’ont jamais été exposées a une
quelconque infestation ; elles ont cependant été comptées pour la détermination de la densité
apparente par piege (DAP).

Les intestins et les pattes ont été conservés séparément dans des microtubes contenant
200uL d’éthanol a 95°t ramenés au laboratoire, respectivement pour 1’identification
moléculaire des espéces de trypanosomes et 1’origine des repas de sang d’une part et pour le
génotypage des glossines d’autre part. Une fois au laboratoire, les différents échantillons ont

été conserveés a -20° en attente d’analyses ultérieures.

11-2-2. Identification moléculaire de quelques espéces de trypanosomes

11-2-2-1. Extraction d’ADN

L’ADN a été extrait des intestins de glossines par la méthode de CTAB (Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide) (Maniatis et al., 1982). C’est une méthode de purification de I’ADN.
Aprés avoir fait évaporer I’alcool (en laissant les tubes ouverts dans une étuve a 80°C), 600uL
de tampon CTAB ont été ajoutés a chaque tube contenant ’intestin d’une glossine (ce tampon
est préparé en mélangeant 10ml de CTAB 5% ; 2,5ml de TRIS® 1M, pH=8 ; 1ml ’EDTA®
0,5M, pH=8 ; 7ml de NaCl 5M ; 4,5ml d’cau distillée et 100ul de Béta-mercaptoéthanol). Les
tissus ont par la suite été dilacérés a 1’aide d’un piston et les échantillons ont été incubés au
bain-marie, & 60°C pendant 30 minutes. Ensuite, 600ul d’une solution contenant un mélange
dans les proportions 24 :1 respectives de chloroforme et d’alcool isoamylique ont été ajoutés a

chaque tube. Les tubes ont été délicatement homogeénéisés pendant 10 minutes et ont ensuite
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été centrifugés a 8000 tours par minute pendant 15 minutes. La phase aqueuse qui est la phase
supérieure a eté prélevée et transvasée dans un nouveau microtube de 1,5ul étiqueté. Un égal
volume d’isopropanol y a été ajouté. Les tubes ont été une fois de plus homogénéisés (quelques
secondes cette fois) et incubés a -20°C pendant 30 minutes, pour la précipitation des acides
nucléiques. Apres cette incubation, les tubes ont été centrifugés a 13000 tours par minute
pendant 20 minutes, ce qui a permis a I’ADN de se tasser en un culot au fond du tube. Apres
évacuation du liquide surnageant, le culot a été lavé avec 1ml d’éthanol a 70° et les tubes ont
une fois de plus été centrifuges a 13000 tours par minute pendant 15 minutes. Aprés évacuation
de I’alcool et séchage du culot d’ADN, ce dernier a été suspendu dans 20pl d’eau stérile et

conservé a -20°C jusqu’a utilisation.

11-2-2-2. Amplification spécifique des géenes de quelques espéces de
trypanosomes

Des séquences d’ADN spécifiques de quelques espéces de trypanosomes ont été
amplifiées par PCR pour détecter chez les glossines échantillonnées : Trypanosoma brucei, T.
congolense type «forét», T. congolense type «savane», T. vivax. Ce sont des espéces de parasites
qui sont couramment impliquées dans la THA et la TAA dans cette localité. La composition
des tubes réactionnels est consignée dans le tableau I.

Tableau I : Composition d’un tube contenant I’ADN a amplifier par la PCR

Réactifs Volume
Tampon TBE 10X L5yl
TBE (TRIS-Borate-EDTA) (de concentration 10X)

dNTPs (concentrés a 10mM) 0,3ul

Taq (Thermus aquaticus) ADN polymérase (concentrée a 5U/ul) 0,06pl
Amorce 1 (foward) (concentrée a 10uM) 0,6ul
Amorce 2 (reverse) (concentrée a 10uM) 0,6ul
MgCl (concentré a 25 mM) 0,6ul

Eau stérile 8,34ul

Extrait d’ADN 3ul

Volume final 15ul

L’amplification de ces séquences d’ADN a été faite a ’aide d’un thermocycleur
programmable de marque TC-412 TECHNE et le programme d’amplification contenait les

étapes suivantes :
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v une étape de dénaturation initiale du double brin d’ADN a 94°C pendant 3
minutes et 30 secondes ;

v" 40 cycles comprenant chacun une étape de dénaturation a 94°C pendant 30
secondes, une étape d’hybridation des amorces a 58°C (pour les amorces de
Trypanosoma brucei) ou a 60° (pour les amorces de Trypanosoma vivax et
Trypanosoma congolense) pendant 30 secondes et une étape d’élongation a
72°C pendant 1 minute ;

v’ une étape d’extension finale a 72°C pendant 5 minutes.

11-2-2-3. Résolution des produits d’amplification par électrophorése sur gel
d’agarose

Aprés la PCR, les produits d’amplification ont été séparés par migration sur un gel
d’agarose a 2% obtenu en chauffant deux grammes d’agarose dans 100ml de tampon TBE 0,5X.
Le TBE 0,5X est obtenu en diluant 20 fois avec de I’eau distillée le TBE 10X qui est lui-méme
obtenu en mélangeant 108g de TRIS®, 55g d’acide borique et 7,44g d’EDTA®, dans un volume
final de 1 litre d’eau distillée. Le gel d’agarose 2% ainsi préparé a été coulé dans un moule
contenant un peigne qui faconne des puits, dans lesquels seront déposés les produits
d’amplification a migrer. Juste avant de couler le gel, 6ul de bromure d’éthidium y ont été
ajoutés ; ce réactif joue le role de révélateur en rendant fluorescentes les bandes d’ADN sous
lumiere ultraviolette. Avant le dépdt des échantillons dans le gel, ces derniers ont été mélangés
a un tampon de dép6t qui avait pour réle d’entrainer I’ADN au fond des puits du gel et servait
aussi de front de migration. La migration a été faite sous I’effet d’un champ électrique crée par
un générateur d’électrophorése, a 100 volts pendant 30 minutes et la révélation sous une lampe

a ultraviolets.

Pour I’interprétation des résultats, les PCR réalisées pour détecter les différentes especes
de trypanosomes recherchées ont été faites en présence d’un témoin positif pour chaque espéce,
témoin qui correspondait a I’ADN extrait de la souche de trypanosome correspondante. Ces
ADN témoins étaient déja disponibles au laboratoire. Lors de la révélation des bandes, étaient
considérés positifs les échantillons qui présentaient une bande (d’ADN amplifi¢) de méme
poids moléculaire que celle du témoin positif. L’utilisation d’un marqueur de poids moléculaire
pendant la migration des produits d’amplification a permis de déterminer la taille (en paires de

bases ou pb) de ces produits.
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11-2-2-4. Identification de Trypanosoma brucei gambiense

Le parasite T. b. gambiense est responsable de la trypanosomiase chez I’homme. Les
échantillons positifs a Trypanosoma brucei s.I précédemment amplifiés et révélés ont été ré-
amplifiés avec une séquence d’amorce spécifique de la sous-espece Trypanosoma brucei

gambiense groupe 1 (Herder et al., 2002).

Les séquences des couples d’amorces spécifiques utilisées pour I’amplification des
séquences d’ADN des différentes espéces de trypanosomes recherchées sont consignées dans

le tableau II.

Tableau Il : Séquences des amorces des espéces et sous-especes de trypanosomes

Spécificité Séquences des couples d’amorces Taille d ! Références
produit
T bruceisl.  5- GAATATTAAACAATGCGCAG3’ .
5>- CCATTTATTAGCTTTGTTGC-3’ 164pb Masiga et al., 1992
TCF 5°-GGACACGCCAGAAGGTACTT-3’ .
5. GTTCTCGCACCAAATCCAAC-3’ 350 pb Masiga et al., 1992
TCS 5°-CGAGCGAGAACGGGCAC-3’ 341 b Moser et al. 1689
5°- GGGACAAACAAATCCCGC-3’ ’
T. vivax 5-CTGAGTGCTCCATGTCCCAC-3’ .
5-CCACCAGAACACCAACCTGA-3’ 150 pb Masiga et al., 1992
TBGgL 5°-GCGCCGACGATACCAATGC-3’
154 pb Herder et al., 2002

5’-AACGGATTTCAGCGTTGCAG-3’

pb : paires de bases ; TCF : Trypanosoma congolense type forét ; TCS : Trypanosoma
congolense type savane. TBGg1 : Trypanosoma brucei gambiense groupe 1

11-2-3. Identification de I’origine des repas de sang

L’ADN a été extrait du sang retrouvé dans I’intestin des glossines tel que décrit par
Simo et al. (2006) et ’origine de ce reliquat de sang a été déterminée par la technique des
hétérodupexes telle que décrite par Boakye et al. (1999) et modifiée par (Njiokou et al., 2004).
Cette méthode consiste a amplifier le gene du cytochrome b oxydase présent dans le matériel
génetique des vertebres, ceux-ci étant les hotes sur lesquels se nourrissent habituellement les
glossines. Ainsi, les genes du cytochrome b présent dans I’ADN issus des repas de sang sont
amplifiés ainsi que le gene du cytochrome b du rat de Gambie choisi comme « driver ». Des
vertébrés connus sont également amplifiés, ils sont utilisés comme références. Pour

I’hybridation des ADN issus des produits d’amplification du « driver » avec ceux des animaux
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de références d’une part et ceux des échantillons des repas de sang d’autre part, une dénaturation
est réalisée suivie d’un refroidissement lent a la température ambiante. A la suite de ce
refroidissement, il se forme des homoduplexes et des hétéroduplexes qui sont par la suite
séparés par ¢€lectrophoreése sur gel de polyacrylamide. L’origine des repas de sang des

échantillons est identifiee par comparaison de leur profil électrophorétique avec celui de chaque
animal de référence.

11-2-3-1. Amplification du gene du cytochrome b oxydase des vertébreés
L’amplification du géne du cytochrome b a été faite en utilisant les amorces Cyt B1
(5°-CCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3) et Cyt B2 (5’ ATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-

3’) (Boakye et al., 1999). La composition des tubes réactionnels est consignée dans le tableau
.

Tableau Il : Composition d’un tube contenant I’ADN a amplifier par la PCR-Cyt B

Réactifs Volume
Tampon TBE 10X 2,5u
TBE (TRIS-Borate-EDTA) (de concentration 10X)
dNTPs (concentrés a 10mM) 0,5ul
Taq (Thermus aquaticus) ADN polymérase (concentrée a 5U/ul) 0,1l
I’amorce Cyt B1 (sens) (concentrée a 10uM) Tul
I’amorce Cyt B2 (anti-sens) (concentrée a 10uM) Tyl
MgClI> (concentré a 25 mM) 1,5ul
H20 stérile 13,4ul
extrait d’ADN Sul
Volume final 25ul

Le programme d’amplification comprenait une étape de dénaturation initiale a 95 °C
pendant 3 minutes 30 secondes, suivie de 40 cycles d’amplification. Chaque cycle
d’amplification comprenait une étape de dénaturation a 95 °C pendant 30 secondes, une étape
d’hybridation a 58 °C pendant 50 secondes et une étape d’extension a 72 °C pendant 1 minute.
Une étape d’extension finale a été réalisée a 72 °C pendant 5 minutes. A la fin de chaque
réaction d’amplification, les produits d’amplification étaient visualisé€s par €lectrophorese sur

gel d’agarose a 2% contenant du bromure d’éthidium.
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11-2-3-2. Formation des hétéroduplexes

Pour permettre la formation des hétéroduplexes, le mélange suivant a été réalisé dans
chaque tube :
-8 pl de TE (Tris 10mM, EDTA 1mM) ;
- 4 ul du produit d’amplification du géne du cytochrome b oxydase du rat de Gambie (driver) ;
- 4 ul du produit d’amplification du géne cytochrome b oxydase des repas de sang ou des hotes

vertébrés utilisés comme références.

Les mélanges ont été incubés a 98 °C pendant 3 minutes 30 secondes pour permettre la
dénaturation des doubles brins d’ADN. A la suite de cette dénaturation, un refroidissement lent
a la température ambiante pendant au moins une demi-heure a été fait pour permettre la
formation des homoduplexes et des hétéroduplexes. Il s’agit ici de I’appariement de deux brins
d’origines différentes (hétéroduplexes) : I’un provenant du driver et I’autre de celui du vertébré
sur lequel s’est nourrit la glossine. Les homoduplexes sont formés par les brins homologues,

provenant du méme individu.

I1-2-3-3. Résolution des produits d’amplification par électrophorése sur gel
de polyacrylamide

Le gel de polyacrylamide & 5% a été fait en mélangeant 12 ml de Tris Borate EDTA®
(TBE) 10X, 15 ml acrylamide/bis acrylamide (19:1) a 30%, 24 ml d’urée 5M, 140 pnl de
TEMED, 1860 ul d’APS (10%) et 67 ml d’eau distillée. Le mélange contenant ces différents
produits a été agité a I’aide d’un barreau magnétique introduit dans un erlenmeyer posé sur un
agitateur magnétique. Le mélange a été par la suite coulé dans le moule vertical
d’¢électrophorese avec un peigne pour former les puits. Apreés polymérisation du gel (environ 1
heure), les puits ont été lavés avec le tampon de migration TBE 1X. Les échantillons ont été
par la suite mélangés au tampon de dépdt (Bleu de Bromophénol/Xyléne Cyanol) et déposés
dans les puits. Un marqueur de poids moléculaire ainsi que les différents témoins ont été
également déposeés dans les puits. La migration a été faite a 35 volts, 25 mA pendant 17 heures.
A la fin de la migration, le gel a été démoulé et trempé dans une solution de bromure d’éthidium
(1 pg/ml) pendant 20 minutes puis lavé dans de 1’eau distillée pendant 15 minutes. Il a été
ensuite observé sous la lumiere ultraviolette, puis photographié. L’identification de 1’origine
des repas de sang a été faite en comparant les profils électrophorétiques des échantillons de

repas de sang avec ceux des animaux de référence.
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11-2-4. Amplification des genes mitochondriaux de G. palpalis palpalis

L’ADN mitochondrial a été extrait des pattes de glossines par la méthode de CTAB
(Maniatis et al., 1982) dont le protocole est donné a I’annexe 1. Six génes mitochondriaux (COl,
COII-TLII, 16S2, 16S1, CYB et 12S) ont été amplifiés selon le protocole déecrit par Marquez
et al. (2004) et Krafsur (2002). Les séquences d’amorces utilisées pour amplifier ces genes sont
enregistrées dans le tableau IV. Chaque réaction d'amplification a été réalisée dans un volume
final de 25ul contenant 2,5ul de tampon PCR 10X, 0,5ul de dNTPs concentrés a 10mM, 1,5ul
de MgCl, concentré a 25mM, 1ul de chaque amorce (sens et anti-sens) concentrée a 10uM, 2,5
ul de I'ADN matrice, et 0,1 pl d’/ADN polymérase (Taq) concentré & 5U/ul. Les amplifications
ont été effectuées dans un thermocycleur programmable de marque TC-412 TECHNE. Le
programme d'amplification contenait une étape de dénaturation initiale a 95 ° C pendant 5
minutes suivie de 35 cycles d'amplification. Chaque cycle d'amplification contenait une étape
de dénaturation a 95°C pendant 45 secondes, une étape d'hybridation a 48°C pendant 1 minute
pour les marqueurs COI, 12S et 16S2; a 50°C pour COII-TLII et CYB; et a 55°C pour le
marqueur 16S1 puis 1 minute d'allongement a 72°C, et enfin une extension finale a 72°C
pendant 5 minutes. A la fin des réactions de PCR, 7 pl du produit d’amplification ont été
mélangés au tampon de charge de gel et le mélange a été migré sur un gel d'agarose a 2% pour
évaluer la qualité de I'amplification. Le gel a été coloré avec du bromure d'éthidium, visualisé
sous lumiere UV puis photographié.

Tableau IV : Séquences d’amorces des marqueurs d’ADNmt (Simon et al., 1994)

Spécificité  Désignation Séquences des couples d’amorces

COl C1J1751 5’-GGATCACTGATATAGCATTCCC-3’
C1N2191 5’-CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC-3’

16S2 N1J12585  5-GGTCCCTTACGAATTTGAATATATCCT-3’
LRJ12866  5’-ACATGATCTGAGTTCAAACCGG-3’

COII-TLII  TL2J3034  5-AATATGGCAGATTAGTGCA-3’
C2N3389 5>-TCATAAGTTCAGTATCATTG-3’

CYB CBJ10933  5-TATGTACTACCATGAGGACAAATATC-3’
CBN11367 5-ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT-3’

12S SRJ14233  5’-AAGAGCGACGGGCGATGTGT-3’
SRN14588 5’-AAACTAGGATTAGATACCCTATTA-T-3’

16S1 LRJ12887  5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACG-T-3’
LRN13398 5’-CGCCTGTTTAACAAAAACAT-3’
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11-2-5. Résolution par la méthode du SSCP

Le génotypage a été réalisé grace a la méthode du polymorphisme de conformation des
simples brins (Single Strand Conformational Polymorphism SSCP). Cette méthode offre
I’avantage d’€tre pratique et sensible pour déterminer la variation génétique en permettant la
détection du polymorphisme de I'ADN et donc indirectement des mutations au niveau des sites
multiples dans des fragments d'/ADN (Orita, et al., 1989 ; Orti et al., 1997). Cette technique est
fondée sur le comportement électrophorétique d’un fragment d’ADN monocatenaire dans un
gel d’acrylamide non dénaturant. Cette molécule d’ADN monocaténaire peut former des
structures secondaires dues a des appariements de base au sein de la molécule. Ces structures
secondaires dépendent de la séquence propre au brin d’ADN et donnent une conformation
particuliére a chaque type de molécule monocaténaire. Ainsi deux séquences d’ADN tres
proches peuvent se différencier sur la base de la conformation de leur forme monocaténaire :
deux alleles d’un géne seront distingués.

Pour la réalisation, les produits d’amplification qui sur gel d’agarose ont montré une
bonne amplification ont été mélangés a 6 ul de tampon de charge constitué du NaOH a 10 mM,
du formamide a 95%, du bleu de bromophénol a 0,05% et du xylene cyanol a 0,05%. Le
mélange a été chauffé a 95°C pendant 5 minutes, refroidi dans la glace a 0°C, puis
immédiatement chargé sur un gel de polyacrylamide a 8% contenant 5% de glycérol , comme
décrit dans Black et DuTeau (1996). L'électrophorese a été réalisée a 250 millivolts pendant 17
heures avec un systéme de refroidissement réglé a 2°C. A la fin de chaque électrophorése, le
gel a été coloré pendant 30 minutes dans du tampon TBE 1 X contenant 1 pug/ml de bromure
d'éthidium. Aprés coloration, I'excés de bromure d'éthidium a été éliminé en lavant le gel dans
de I'eau distillée. Les gels ont ensuite été observeés et photographiés sur lumiere UV.

11-2-6. Séquencage de quelques individus

Pour confirmer le polymorphisme révélé sur gel de polyacrylamide par la technique du
SSCP, des échantillons d'ADN de quelques glossines ont été utilisés pour évaluer la résolution
du SSCP, y compris tous les différents profils. L'amplification a été réalisée dans un volume
final de 50 pl comme décrit ci-dessus. Les produits d’amplification ont été purifiés avec de
I'éthanol absolu et 3 M de NaCl puis le culot a été remis en suspension dans 30 ul d'eau stérile.
Le séquencage a eté effectué dans les deux directions avec I'ensemble des amorces utilisées
pour amplifier chaque gene. 1l a été réalisé dans un laboratoire agréé, par la société commerciale
GATC-biotech.
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11-2-7. Analyse des données

Le logiciel Excel® de la suite Microsoft Office® nous a permis d’établir la base de
données utilisée au cours de cette étude. Cette base de données comportait pour chaque glossine
son numéro d’identification, la référence du piége qui I’a capturé (numéro et coordonnées
géographiques), son village de provenance, I’espéce a laquelle elle appartient, son sexe. A
Bipindi particuliérement, cette base de données était complétée par des informations telles que
les caractéristiques environnementales des sites de capture (pour les deux périodes de capture),

la présence ou non chez les glossines de trypanosomes observables au microscope optique.

11-2-7-1. Analyse des données entomologiques et parasitologiques obtenus a
Bipindi

Nous rappelons que dans le foyer de Bipindi, les piéges ont été installés aux mémes
positions au cours des deux enquétes entomologiques. Pour obtenir des informations plus
précises sur les conditions qui prévalaient au cours de ces deux périodes de piégeage, des
données sur le climat (températures et précipitations) de la région ont été recueillies aupres du
service météorologique national du Cameroun et un diagramme ombrothermique a été établi

(annexe 2).

La densité apparente par piege par jour (DAP) a été utilisée pour évaluer I'abondance
relative des mouches tsé-tsé dans chaque type de biotope. Les DAP ont été calculées en divisant

le nombre de glossines capturées (C) dans un village par le nombre de pieges utilisés (P) et par

le nombre de jours de capture (/) : DAP = P%

Le risque de transmission de la maladie du sommeil a été évalué a l'aide de l'indice
entomologique simplifié r, qui est proportionnel a la densité apparente des glossines ténérales
et a la fréquence des contacts entre les humains et les mouches tse-tsé (Laveissiere et al., 1994 ;
1997 ; Grébaut et al., 2004).

0.46

'p]3.69

r=10%*(t + 1)123.n2

Dans cette formule, t représente le nombre de glossines ténérales, n le nombre de repas de sang
pris sur un humain, C le nombre de glossines capturées dans un village, P le nombre de pieges

utilises, J le nombre de jours de capture.
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Pour visualiser le risque de transmission de la maladie du sommeil sur la carte du foyer
de Bipindi, une analyse thematique a eté effectuée a l'aide de la version 8.5 du logiciel
MaplInfo Professional. Cette analyse a été effectuée au niveau du piege et pour les deux périodes

d'enquétes entomologiques afin d'évaluer la variation spatiale et temporelle de r.

Le taux d’infection des glossines par des trypanosomes a été calculé en divisant le nombre
de glossines infectées par le nombre de glossines examinées, le tout multiplié par 100.
Des analyses statistiques ont été effectuées pour comparer les données entomologiques et

parasitologiques entre les deux enquétes en fonction de la période de piégeage :

- Le test t de Student pour les échantillons appariés (pieges placés a la méme position au
cours des deux enquétes) a été utilisé pour comparer les DAP entre les périodes de
piégeage ;

- Le pourcentage de glossines piégées et de glossines ténérales, les taux d'infection
trypanosomique ainsi que les proportions de repas sanguins ont été compareés entre les deux
enquétes par le test de Chi-carré ;

- Pour les échantillons de petite taille, la correction de Yates ou le test exact de Fisher ont
éte utilises.

Les tests t de Student ainsi que les tests de Chi-carré ont été effectués en ligne en utilisant le

site de calcul VassarStats [http://vassarstats.net/]. Le seuil de signification a été fixé a 5%.

11-2-7-2. Analyse des données génétiques
11-2-7-2-1. Analyse des données du SSCP

Pour chaque individu, deux bandes correspondant aux deux ADN simple brin
complémentaires ont été observées sur le gel de polyacrilamyde. La position de chaque couple
d’ADN simple brin a permis de déterminer le profil électrophorétique (ou alléles putatifs)
généré a chaque locus pour chaque individu. Ces profils ont été nommés par lettres
alphabétiques. Pour un marqueur donné, les profils identiques avaient la méme lettre
nominative. Il est a préciser que la lettre A, par exemple, correspondant a un profil d’un
marqueur X, n’a rien a voir avec un profil également nommé A mais a un marqueur Y.
L'haplotype de chaque mouche tsé-tsé a été déterminé en combinant les lettres nominatives des
profils a chaque marqueur (génotype multi-locus).

La résolution moyenne de la technique SSCP a été estimée en divisant le nombre total
de profils de gel par le nombre de génotypes obtenus apres séquencage comme réalisé par
Marquez et al. (2004).
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11-2-7-2-2. Analyse des séquences d’ADN

Apres le séquencage, nous obtenons pour un individu, deux séquences (une pour chaque
brin). Ces deux séquences partielles complémentaires ont été assemblées en utilisant le logiciel
CODON CODE Aligner (version 7.0.1) pour avoir la séquence totale de la zone d’intérét. Les
séquences finales des différents individus ont été alignées par le logiciel clustal W dans MEGA,
dans le but d’évaluer la diversité génétique. Les séquences a différents loci ont été combinées
pour chaque individu afin d'obtenir la séquence de I’haplotype. Cela a été possible parce que
les locus mitochondriaux sont en total déséquilibre de liaison puisque les alléles a un locus

particulier ne sont pas indépendants des alleles des autres locus.

11-2-7-2-3. Structure génétique des populations

La structure génétique des populations a été étudiée en analysant la variance moléculaire
des fréquences des haplotypes telle que définie par Cockerham (1969 ; 1973) et modifiée par
d'autres auteurs (Weir & Cockerham, 1984 ; Long, 1986). L'approche de I'analyse de la variance
moléculaire utilisée dans le logiciel Arlequin (AMOVA, Excoffier et al., 1992) est
essentiellement similaire a d’autres approches basées sur des analyses de variance des
fréquences géniques, mais elle tient compte du nombre de mutations entre haplotypes. La
structure genétique hiérarchique a été testée en considérant les niveaux hiérarchiques : trois
« pays » (Cameroun, RDC et Cote d'lvoire) et sept « populations » ont été considérés. Les sept
populations sont des échantillons des foyers de THA de Bipindi, Campo, Fontem et Bafia au
Cameroun, Malanga en RDC, Azaguié et Nagadoua en Cote d'lvoire. La statistique F a été
estimée a trois niveaux hiérarchiques: entre les pays (Fcr), entre les populations des différents
foyers du méme pays (Fsc) et au sein des populations (Fst). Fcr est la corrélation de paires
d'haplotypes choisis au hasard dans un pays par rapport a la corrélation des haplotypes dans la
population globale, elle est donc une mesure de la différenciation génétique entre les
populations de glossines des trois pays. Fsc est la corrélation des haplotypes au sein des
populations par rapport a celle du pays dans son ensemble et est donc une mesure de la
differenciation génétique entre les populations de glossines du méme pays. La Fst est la
corrélation moyenne des haplotypes au sein des populations par rapport a celle des haplotypes
dans la population globale et est donc une mesure de la différenciation génétique globale entre
toutes les populations. Les valeurs de F varient de 0 a 1. Zéro lorsque les populations ne sont

pas structurées, et 1 lorsque les populations sont complétement structurées.
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La Fst par paires est utilisee comme distance génétique a court terme entre les
populations avec une légére transformation pour linéariser la distance avec le temps de
divergence de la population (Slatkin, 1995). Cela nous a permis de tester I'importance de la
corrélation entre la distance génétique et les matrices de distances géographiques en utilisant le
test de Mantel (Mantel 1967 ; Smouse et al., 1986). Il a été réalisé en utilisant le service web
de la version 3.23 d'IBDWS (http://ibdws.sdsu.edu/~ibdws/distances.html).

La Fst par paires a également permis d'estimer la quantité moyenne de flux de genes
entre les paires de population. Le nombre moyen théorique de femelles migrantes
reproductrices échangées entre les populations par génération (Nm) a été obtenu a partir de la
relation suivante, Nm = (1-Fst) / 2Fst selon le modele insulaire de la structure de la population
(Wright, 1951).

11-2-7-2-4. L'histoire démographique de la population

Les diversités haplotype H et nucléotide =, ont été utilisées pour estimer I'histoire
démographique des populations étudiées. H est la probabilité que deux individus choisis au
hasard dans un échantillon aient des haplotypes différents (Nei, 1987). =, est la probabilité que
deux sites nucléotidiques homologues choisis au hasard soient différents. (Tajima 1983, Nei

_ o 12Xpf
Ou n est le nombre d’individus, p; la fréquence du i éme haplotype

Y Yi<ipipjdij
L
Ou k est le nombre d’haplotypes, p; la fréquence de I’haplotype i, p; la fréquence de

Ty, =

I’haplotype j, L nombre de loci

- Un faible H et un fort zn, peuvent signaler un crash rapide ayant été¢ a 1’origine de
I’¢limination d’un grand nombre d’haplotypes sans nécessairement affecter la diversité
nucléotidique ;

- Unfort H et un faible zn, peuvent étre le résultat d’une croissance rapide de la population
a partir d’une population ancestrale a faible effectif et ou le temps n’a pas été suffisant
pour retrouver une forte diversite entre haplotypes ;

- Un fort H et un fort =, signaleraient une population stable avec une grande taille

effective ;
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- Unfaible H et un faible 7, pourraient signaler un « bottleneck » (goulot d’étranglement)

démographique sévere et prolongé (Salducci et al., 2004).

Dans ce travail, I'histoire démographique des populations échantillonnées a été explorée
par une analyse de « mismatch distribution » ou distribution des disparités (c’est-a-dire la
distribution des différences entre les haplotypes des individus d’une méme population pris deux
a deux). Cela calcule normalement la répartition du nombre de différences observées entre les
paires d’haplotypes dans I'échantillon. Elle estime également les parametres d'une expansion
démographique (ou spatiale) soudaine a l'aide d'une approche généralisée a moindre carre,
comme décrit dans Schneider & Excoffier (1999). Pour visualiser une expansion, la « mismatch
distribution » est représentée sous la forme d'un graphique des différences entre les haplotypes.
Ce graphique est multimodal dans les échantillons issus de populations a I'équilibre
démographique et unimodal dans les populations ayant traversé une récente expansion
démographique ( Slatkin & Hudson, 1991 ; Rogers & Harpending, 1992).

La somme des écarts carrés (SSD) entre la « mismatch » observée et attendue a été
utilisée comme test statistique de validation du modéle d'expansion. La SSD évalue une
hypothése nulle d'une expansion de population. Elle évalue I'écart de la courbe observée par
rapport a la courbe attendue. Ainsi, une différence significative ne veut pas dire «expansion
démographique», car la courbe observée s'écarte significativement de la courbe attendue,
observée sous un modele d'expansion démographique. Si nous trouvons des valeurs de SSD
non significatives alors les données supporteraient I'hypothése d’une expansion
démographique.

Pour détecter les expansions ou les contractions démographiques récentes des
populations, le test Fs de Fu (Fu, 1997) pour la neutralité sélective et la statistique R, de Ramos-
Onsins et Rozas pour I'équilibre démographique ont été utilisés en raison de leur pouvoir dans
la détection de la croissance démographique (Ramos-onsins & Rozas, 2002). 1ls ont été calculés
en supposant qu'il n'y a ni recombinaison, ni migration intra génique et que le taux de mutation
est homogene a travers les régions d'ADN. Une population qui a connu une expansion
démographique affiche des valeurs significatives de R et une valeur négative et significative

Fs. Fs vaut 0 dans une population de taille constante (Excoffier et al., 2005).

Toutes ces analyses ont été réalisées grace aux logiciels ARLEQUIN version 3.5
(Excoffier et al., 2005) et DNASP version 5 (Librado & Rozas, 2009).
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11-2-7-2-5. Analyse phylogénétique et phylogéographique

La reconstruction phylogénétique a été réalisée par des méthodes de maximum de
vraisemblance (ML) et le modele de parametre Tamura-3, implémentées dans le logiciel MEGA
X. La méthode bootstrap (1000 répétitions) a été choisie pour tester la robustesse des arbres
phylogénétiques. L'arbre initial pour la recherche heuristique a été obtenu automatiquement en
appliquant des algorithmes « Neighbor-Join » & une matrice de couples de distances estimées
en utilisant I'approche MCL (Maximum Composite Likelihood). Une distribution discréte de
Gamma a eté utilisée pour modéliser les différences de taux d'évolution entre les sites (5
catégories (+ G, parameétre = 0.0500)). Pour cette analyse, nous avons considéré un groupe
externe formé par la concaténation des séquences de Glossina fuscipes fuscipes au niveau des
loci d'arbre (GeneBank ID KP979584.1; EU559619.1 et EU591906.1 respectivement pour les
marqueurs COI, COII-TLII et 16S).

Le réseau de liaison médiane (« median-joining ») implémenté dans le logiciel
NETWORK version 5.0.0.1 (http://www.fluxus-engineering.com) a été utilisé pour visualiser
la distribution des haplotypes entre les populations et les relations phylogéniques entre ces

haplotypes.

11-2-7-3. Corrélation entre Indices de Risque de Transmission et différents
facteurs

L’analyse de la variance (ANOV A univari€) a été utilisée pour déterminer si des facteurs
qualitatifs que sont 1’haplotype de la glossine, le piege ou le village ont des effets significatifs
sur la variable dépendante quantitative qu’est I'IRT. Le seuil de signification du test a été fixé
a 5%.

Ce test a été réalisé grace au logiciel SPSS (IBM Corp. Publié en 2011. IBM SPSS
Statistics pour Windows, version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp)
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CHAPITRE |11 :
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I11-1. Résultats
I11-1-1. Diversité spécifique et DAP des glossines a Bipindi

Au cours des deux enquétes entomologiques, 72 pieges ont été déployés et 1421
mouches tsé-tsé ont été capturées dont 1010 en juillet et 411 en mars (tableau V). Une différence
significative a été observée entre la proportion de glossines piégées en juillet (71,1%) et en mars
(28,9%) (x2 = 505, p <0,0001). Trois différents taxons de mouches tsé-tse, dont Glossina
palpalis palpalis, Glossina pallicera et Glossina nigrofusca ont été capturées durant les deux
périodes de piégeage, G. p. palpalis était I'espéce prédominante (99,2% en juillet et 98,8% en
mars). En prenant chaque espéce de tsé-tsé seule, la proportion de glossines capturées était

similaire dans les deux périodes de piégeage (p> 0,05).

Tableau V : Diversité spécifique des glossines capturées pendant les deux périodes

Effectifs (pourcentages) par espéce de glossines

Période de capture Effectif G, palpa_llis Glogsina C_Elossina
palpalis pallicera nigrofusca
JUILLET 1010 (71,1%) 1002 (99,2%) 6 (0,6%) 2 (0,2%)
MARS 411 (28,9%) 406 (98,8%) 3(0,7%) 2 (0,5%)
Total 1421 1408 (99%) 9 (0,7%) 4 (0,3%)

La densité apparente des glossines par piége et par jour (DAP) globale était
significativement plus élevée en juillet 3,24 que sa valeur en mars 1,43 (t = 4,06, p <0,0001)
(tableau V1). Sur les 253 glossines ténérales, 202 ont été capturées en juillet alors que seulement
51 ont été capturées en mars. La proportion de glossines ténérales était significativement plus
élevée en juillet (y2 = 11,5, p=0,0007).

Tableau VI : DAP et proportion des glossines ténérales pendant les deux périodes

Villages Nombre de glossines DAP Proportion de
capturées glossines ténérales
(%)
Juillet Mars Juillet Mars Juillet Mars
Lambi 517 218 4,79 2,27 21.9 11.0
Memel 200 106 1,85 1,10 14.0 14.2
Ebiminbang 293 87 3,05 0,91 20.8 13.8
Total 1010 411 3,24 1,43 20.0 12.4
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[11-1-2. Taux d’infection des glossines et origine des repas sanguins a
Bipindi

Des 1082 glossines disséquées, la microscopie a révélé 28 infections par les
trypanosomes; les taux d'infection étaient significativement plus élevés en mars (2,6%) par
rapport a juillet (0,7%) (x2 = 4,24, p = 0,035).

La PCR a permis didentifier 8,2% (71/808) et 12,0% (35/274) d’infection
trypanosomienne en juillet et mars respectivement. En comparant les taux d'infection pour
chaque espece de trypanosome, aucune différence significative n'a été trouvée entre les deux
périodes de piégeage pour T. congolense « type forét » (2 = 3,34, p = 0,067), T. congolense
« type savane » (y2 = 0,95, p=10,33) et T. b. gambiense (p = 1). Cependant, les taux d'infection
étaient significativement plus élevés en mars pour T. vivax (2 = 6,01, p=0,01) et T. brucei s.I.
(x2 =9,16, p=0,003) tableau VII.

Tableau VII : Taux d’infection des glossines par différentes espéces de trypanosomes

Villages Lambi Memel Ebiminbang Total
Nombre de glossines Juillet 404 172 232 808
disséquées Mars 140 79 55 274
Juillet 0,5 0 2,2 0,9
TcF
Mars 2,1 1,3 5,5 2,6
Juillet 0,2 0,6 2,2 0,9
TcS
Mars 1,4 1,3 3,6 1,8
Juillet 3 2,9 5,2 3,6
Taux d’infection (%) TVW
Mars 0 2,5 0 0,7
Juillet 1,7 1,7 5,6 2,8
Tbs.l.
Mars 6,4 12,7 0 6,9
Juillet 0,5 0,6 0,9 0,6
Thg
Mars 0,7 1,3 0 0,7

TcF: Trypanosoma congolense “ type forét 'y TcS: T. congolense ““ type savane ”; TVW: T.
vivax; Th sl: T. brucei sensu latum; Thg: T. brucei gambiense. Thg a été identifié parmi les
individus positifs a Th s.I.

Sur les 1082 mouches tsé-tsé disséquées, 88 (8,1%) présentaient des repas sanguins
résiduels aprés observation au microscope. La proportion des glossines avec les repas de sang

n'était pas significativement différente (p> 0,63) entre juillet (7,9%) et mars (8,8%). Sur les 88
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intestins de glossines (64 en juillet et 24 en mars) contenant des repas sanguins résiduels, le
géne du cytochrome b n'a été amplifié avec succes que pour 36 (30 en juillet et 6 en mars). La
méthode de PCR hétéroduplexes, traitée uniquement pour les repas sanguins du géne du
cytochrome b amplifiés avec succes, a révélé que 10 (7 en juillet et 3 en mars) provenaient de
I'nomme et 5 (4 en juillet et 1 en mars) du porc, les 21 (19 en Juillet et 2 en mars) non identifies
(tableau VI11). Aucune différence significative n'a été observee entre les périodes de piégeage

pour les repas de sang pris sur I'hnomme ainsi que sur le porc (p> 0,32).

Tableau VIII : Origine des repas de sang

Période  NodeRS No de RS Origine du sang
observés au dont ’ADN
microscope a été
amplifié
avec succes
Homme Porc Mouto Chévre Indétermi
n né
Juillet 64 30 7 4 0 0 19
(23,33%) (13,33%) (0%) (0%) (63,33%)
Mars 24 6 3 1 0 0 2
(50%) (16,66%)  (0%) (0%) (33,33%)
total 88 36 10 5 0 0 21

No= Nombre RS =repas de sang

I11-1-3. Distribution spatiale de ’IRT de la THA a Bipindi

Les figures 20a et 20b illustrent les indices de risque de transmission en fonction des
piéges et des villages. Le risque de transmission de la maladie du sommeil varie entre les pieges
du méme village et entre les villages du méme foyer de la maladie du sommeil. L'indice de
risque de transmission était plus élevé en juillet (r = 3,26) qu'en mars (r = 0,16) (figures 20a et
b). Le village de Lambi a montré I’indice le plus élevé dans les deux périodes de piégeage (r =
30,10 en juillet, r = 1,21 en mars). Cet indice était plus élevé a Memel gqu'a Ebiminbang en

juillet (0,87 et 0,70 respectivement) et en mars (0,13 et 0,00 respectivement).
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Figure 20 : Indices de risque de transmission par piéges en juillet (a) en mars (b)
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111-1-4. Echantillons de glossines analysés grace aux marqueurs
mitochondriaux

Au total 418 Glossina palpalis palpalis ont été analysées génétiquement dans ce

travail, reparties comme présenté dans le tableau IX.

Tableau IX : Nombre de glossines analysées dans chaque population et sous population.

Pays Populations Sous_ Nombre de glossines Total
populations analysées
Lambi 56
Bipindi Memel 56 168
Ebiminbang 56
Akak 10
Campo Mabiogo 10 30
Campo beach 10
Cameroun —
Mendji 10
Fontem Bechati 10 30
Folepi 10
Eloa 10
Bafia Bouraka 10 30
Guefigué 10
RDC Malanga Malanga gare 30 60
Malanga village 30
Cote . Azaguie 50 100
d’Ivoire Nagadoua 50
Total 418 418

I11-1-5. Sensibilité et polymorphisme des marqueurs étudiés
I11-1-5-1. Sensibilité des marqueurs

Les polymorphismes de conformation a un seul brin ont été évalués a six locus
mitochondriaux, 50% (3/6) des marqueurs de I’ADN mitochondrial utilisés ont pu étre
amplifiés et séparés sur gel d’acrylamide dans toutes les sept populations. Ces marqueurs ont
été plus sensibles dans les populations de RDC, ou 5 marqueurs (COI, COII-TL2, 16S2, CYB,
16S1) sur les six ont été résolutifs soit 83,33%. Pour la suite de 1’étude, nous n’avons tenu
compte que des 3 marqueurs resolutifs (COI, COII-TL2 et le 16S2) sur I’ensemble de nos

échantillons.
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Sur les 418 individus analysés, 379 (90,66%) ont été amplifiés sur tous les trois locus et
9,34% n'ont pas été amplifiés & au moins un locus des trois considérés ici. Le détail de cette

sensibilité par marqueur est donné dans le tableau X.

Tableau X : Nombre d’individus amplifiés par les marqueurs mitochondriaux

Loci col COlI-TLI 16S2
Echantillons du Cameroun
Nombre individus analysés 258 258 258
Nombre individus amplifiés 235 241 258
Pourcentage d’amplification (%) 91,08 93,41 100
Echantillons de RDC
Nombre individus analysés 60 60 60
Nombre individus amplifiés 59 57 60
Pourcentage (%) 98,33 95 100
Echantillons de Cote d’Ivoire
Nombre individus analysés 100 100 100
Nombre individus amplifiés 99 99 99
Pourcentage (%) 99 99 99

111-1-5-2. Polymorphisme des marqueurs

La figure 21 montre la photo d’un gel de polyacrylamide présentant le polymorphisme
(3 profils A, B et C) au marqueur COI dans deux échantillons Campo (4 individus) et Bipindi
(13 individus).

Migration

UL LA | LU LT

Figure 21 : Gel de polyacrylamide montrant trois profils différents (A, B et C)
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Chaque individu présente deux bandes qui correspondent aux deux brins ADN
complémentaires. La position de chaque couple d’ADN simple brin a permis de déterminer le
profil électrophorétique généré a chaque locus. Les ADN simples brins ont été identifiés et
nommes par des lettres alphabétiques. Les positions des bandes sur le gel permettent de
distinguer sur cette photo (figure 21) trois profils (ou allele putatif) différents nommés A, B et
C.

Des trois marqueurs analysés dans cette étude, le marqueur COI s’est révélé le plus
polymorphe avec un total de 13 profils, génotypiquement nommeés de A a M, suivi du marqueur
COII-TLII avec 11 profils nommés de A a K et enfin le 16S2, le moins polymorphe avec

seulement cing profils nommés de A a E.

I11-1-6. Séquencage
I11-1-6-1. Résolution de la technique SSCP

Le séquencage de 62 individus (23 au marqueur COIl, 22 au marqueur COII-TLII et 17
au marqueur 16S2) a été réalisé dans le but d’évaluer le niveau de résolution de la technique
SSCP. La résolution globale (pour les trois marqueurs) a été estimée a environ 74,35%
puisqu'un nombre total de 29 profils de gel ont été trouvés sur les 39 génotypes obtenus apres
séquencage (tableau XI). Pris individuellement, la technique SSCP a montré une meilleure
fiabilité avec le marqueur COI (81%) par rapport a COII-TLII (78,57%) ou a 16S2 (55,55%).

Cette technique a par conséquent sous-estimé la diversité nucléotidique.

Tableau XI : Evaluation de la sensibilité de la technique SSCP

Marqueurs Nombrede  Nombre de glossines Nombre de génotypes Résolution
profils SSCP séquencées obtenus apres
séquencage
COl 13 23 16 81,25%
COII-TLH 11 22 14 78,57%
16S2 5 17 9 55,55%
Total 29 62 39 74,35%

I11-1-6-2. Taille des genes amplifiés

Le séquengage a permis de déterminer la taille des segments d’ADN amplifiés chez
Glossina palpalis palpalis:

- COl: 487 paires de base
- COII-TLII: 389 paires de base
- 16S2: 314 paires de base
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111-1-6-3. Origine du polymorphisme observe

Apres alignement des séquences, nous avons pu identifier que le polymorphisme

observé sur gel d’acrylamide était d a des mutations par substitution (figure 22).

n23Caml6s

NAAAMAAAAAAAANAN

n9Caml6S

n19RDCLES

n21RDC16S

AN

TCAAATAAAAACAATACTATTTGTARATTATTACATACATAARTTCTAAATTTATTACAC
TCAAATAAAAACAATACTATTTGTARATTATTACATACATAAATTCTAAATTTATTACAC
TCAAATAAAAACAATACTATTTGTAAATTA@T ACATACATAAATTCTAARTTTATTACAC
TCAAATAARAACAATACTATTTGTARATTATTACATACATAAATTCTAAATTTATTIGEAC

TCAAATAARAACAATACTATTTGTARATTATTACATACATAAATTCTAAATTTATTIGEAC
KRRRRRRRRFRAARARARAKARARRRRRRR KRKRRARARARAKAKAKARRRRRRR KA F

Figure 22 : Quelques séquences alignées montrant des substitutions de nucléotides

Cette figure montre la substitution de la thymine en cytosine chez I’individu numéro 26

provenant de Fontem et ceci sur locus 16S2, ainsi que la substitution des adénosines et guanines

chez les glossines provenant de la RDC.

I11-1-6-4. Nombre de sites polymorphes

Le tableau XII ci-dessous récapitule le nombre de sites polymorphes. Lorsqu’on fait le

rapport avec le nombre de séquences dans chaque population, Bafia est le foyer ou on a noté un

plus grand nombre de sites polymorphes dans les séquences. Par contre, les séquences a Fontem

n’avaient aucun site polymorphe.

Tableau XI1 : Nombre de sites polymorphes par population sur I’ensemble des marqueurs

Groupes Populations No de No de No de No de sites
séquences  loci nucléotides  polymorphes
Cameroun  BIPINDI 138 3 1190 53
CAMPO 26 3 1190 19
FONTEM 30 3 1190 0
BAFIA 29 3 1190 25
RDC MALANGA 57 3 1190 17
Cote AZAGUIE 49 3 1190 11
d’Ivoire NAGADOUA 50 3 1190 15
Moyenne 54,143 3,000 1190 20,000
Ecart type 36,037 0,000 0,000 15,260
No : nombre
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I11-1-7. Distribution des haplotypes
111-1-7-1. Proportion des individus aux différents haplotypes

L’haplotype d’un individu est lu a partir de la combinaison des noms de ses profils a
chaque marqueur (génotype multi locus) dans notre cas aux marqueurs COI, COII-TLII et 16S2.

Nous avons eu au total 34 haplotypes répertoriés dans le tableau XIII.

Tableau XIII : Liste et proportion des haplotypes sur I’ensemble de 1’étude

Numeéro des haplotypes Haplotype Effectifs Proportions

h1l AAA 2 0,5%
h2 ACA 6 1,6%
h3 ACB 1 0,3%
h4 ADB 9 2,4%
h5 BAA 15 4,0%
h6 BAB 2 0,5%
h7 BAC 1 0,3%
h8 BBA 5 1,3%
h9 BCA 119 31,4%
h10 BCB 5 1,3%
h11l BCC 1 0,3%
h12 BDA 31 8,2%
h13 BDB 13 3,4%
h14 CCB 2 0,5%
h15 DCA 4 1,1%
h16 ECA 3 0,8%
h17 FCA 2 0,5%
h18 GCA 2 0,5%
h19 HEC 32 8,4%
h20 HED 7 1,8%
h21 HEE 4 1,1%
h22 HFC 2 0,5%
h23 HFD 4 1,1%
h24 IEC 4 1,1%
h25 IED 4 1,1%
h26 JGB 88 23,2%
h27 JHB 1 0,3%
h28 JIB 3 0,8%
h29 JJB 1 0,3%
h30 JKB 1 0,3%
h31 KGB 1 0,3%
h32 KKB 1 0,3%
h33 LGB 1 0,3%
h34 MGB 2 0,5%
Total 379
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Des 34 haplotypes mitochondriaux enregistrés, 09 (26,43%) étaient des singletons
(haplotype présent chez un seul individu). 30 haplotypes étaient rares puisqu'ils représentaient
moins de 5% du nombre total d'individus. L’haplotype h9 est I’haplotype majoritaire, présent
chez 31,39% des individus.

I11-1-7-2. Réseau d’haplotypes
Le réseau d'haplotypes (figure 23) a permis une visualisation rapide de la distribution

des haplotypes entre les populations et des relations phylogéniques entre elles.
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Figure 23 : Réseau d'entrée médiane des haplotypes de G. p. palpalis.

Le réseau était basé sur 34 haplotypes (nommés h1l a h34). Les cercles remplis indiquent
les haplotypes, la taille de chaque cercle étant proportionnelle a la fréquence observée. Les
couleurs dans les cercles correspondent aux différentes populations et la taille des camemberts
est proportionnelle a I'occurrence des individus dans les populations.

Des 34 haplotypes enregistrés, neuf (26,47%) étaient des singletons (haplotype présent
chez un seul individu). 30 haplotypes étaient «rares» car ils représentaient chacun moins de 5%
du nombre total d'individus. Aucun haplotype n'était commun aux populations du Cameroun,
de la Cote d'lvoire et de la RDC.
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Au Cameroun, 18 haplotypes ont été enregistrés, dont quatre (22,22%) partagés : deux
entre Bipindi et Campo (h2 et h9), un entre Bipindi et Fontem (h12) et un entre Bipindi et Bafia
(h10). Les séquences de glossines du foyer de Fontem HAT étaient monomorphes et I'hnaplotype
unique trouvé était partagé avec les glossines de Bipindi. En RDC, sept haplotypes (h19 a h25)
ont été enregistrés et un seul d'entre eux n'était pas «rare» (h19). En Cobte d'lvoire, dix
haplotypes (h26 a h34) ont eté détectés dans les deux populations. Trois haplotypes (h26, h27
et h31) ont été trouvés dans la population des glossines d'Azaguié, tandis que sept haplotypes
ont été observés dans celle de Nagadoua. L'haplotype h26 représentant jusqu'a 80% des

individus de la Cdte d'lvoire a été partagé entre les deux populations.

La distribution des fréquences relatives des haplotypes dans les différentes populations

est consignée en Annexe 3.

I11-1-7-3. Indices de diversité génétique

Les valeurs de diversité des haplotypes (H) variaient de 0,00 a Fontem, a 0,70 a Bafia
(tableau X1V). La valeur de H en RDC (H = 0,660) était deux fois supérieure a la valeur (H =
0,366) obtenue au Cameroun et trois fois la valeur (H = 0,210) observée en Céte d'lvoire. La
diversité des nucléotides =, variait également de 0,00 dans Fontem a 0,01 dans Bafia. Au
Cameroun, 7, était deux fois plus important a Bafia que dans les autres populations. La valeur
obtenue (z» = 0,00077) pour la diversité des nucléotides en Cote d'lvoire était six fois plus petite
que celles de la RDC (zn = 0,00431) et du Cameroun (z» = 0,00448). La diversité globale des
haplotypes et des nucléotides dans les trois pays était de H T = 0,83 et T = 0,018.

Tableau XIV : Indices de diversités haplotypiques et nucléotidiques par population

Pays Populations No No de sites No Diversité Diversité
d’individus polymorphes haplotypes haplotypique nucléotidique
S k H TTn

Cameroun BIPINDI 138 53 14 0,49381 0,00408
CAMPO 26 19 2 0,27077 0,00432
FONTEM 30 0 1 0,00000 0,00000
BAFIA 29 25 5 0,70197 0,00955
RDC MALANGA 57 17 7 0,66040 0,00431
Cote AZAGUIE 49 11 3 0,08078 0,00038
d’Ivoire  NAGADOUA 50 15 7 0,32735 0,00114

Total 379 34 HT : PiT:
0,83069 0,01859

No : nombre
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I11-1-8. Structure génétique
I11-1-8-1. Hiérarchisation des indices de différenciation génétique

L'analyse de la variation moléculaire hiérarchique a montré que 76,25% de la variabilité
génetique entre les populations de glossines résultent des différences entre les trois pays
(tableau XV). Outre ces différences entre les pays, 12,13% de la variabilité génétique entre les
populations de glossines peuvent étre attribuées aux différences entre les foyers d'un méme
pays. Les 11,63% restants peuvent résulter de différences au sein des populations de glossines.
Les statistiques F associées (Fct = 0,76, P <0,05, Fsc = 0,51, P <0,0001, Fst = 0,88, P <0,0001)
indiquent trois niveaux différents de différenciation génétique, toutes les valeurs différent
significativement de zéro. Les valeurs des statistiques F supportent également la structure
phylogéographique significative de G. p. palpalis car la différenciation génétique entre les trois
pays était plus élevée que celle entre les populations au sein des pays (Fct = 0,76, Fsc = 0,51).

Fst avait la plus grande valeur obtenue (0,88).

Tableau XV : Analyse de la variance (AMOVA) des fréquences haplotypiques

ddl Somme des Variance %dela  Statistique  Valeur de

carrés variation F P
Entre les pays * 2 3061,151 13,11 76,24 Fcr=0,76 <0,05
Entre les populations 4 375,614 2,08 12,13 Fsc=0,51 <0,0001
a I’intérieur des pays
A Dintérieur des 372 743,864 1,99 11,63 Fst= 0,88 <0,0001
populations
Total 378 4180,628 17,19

ddl : degré de liberté
! Les pays sont Cameroun, RDC et Cote d’Ivoire

111-1-8-2. Indice de différentiation Fstentre deux populations

Le FST par paires a montré que seuls les échantillons de glossines de Bipindi et Campo
au Cameroun (FST = 0,01656; P = 0,153 + 0,033) et ceux d'Azaguié et les échantillons de Céte
d'Ivoire ne différaient pas significativement (FST = 0,01138; P = 0,225 + 0,028) (tableau XVI).
En d’autres termes, ces résultats montrent que la distance génétique entre les individus de
Bipindi et Campo d’une part et Azagui¢ et Nagadoua d’autre part n’est pas significativement

différente.
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Tableau XV1 : Valeurs de Fst et de (P) entre deux populations

BIPINDI CAMPO FONTEM BAFIA  MALANGA AZAGUIE NAGADOUA
BIPINDI

CAMPO (p(lg,l16553(; .

oy b

oo g wm e

oo g o

AZAGUIE Faoh  peavh (a0t <oy (e

NAGADOUA e S St S ocvo S by o

% la différence n’est pas significative
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111-1-8-3. Estimation du flux de génes

Selon les hypothéses simplificatrices du modele insulaire de structure de population, ces
deux valeurs non significatives de Fst (0,01656 et 0,01138) équivalent a I'échange théorique de
29,69 et 43,42 femelles reproductrices par génération respectivement entre Bipindi et Campo,

et entre Azaguié et Nagadoua.

I11-1-8-4. Test de I’isolement par la distance (test de Mantel)
Le tableau XVII regroupe les valeurs des distances genétiques et géographiques. Une

droite de régression a été réalisée a partir de ces données.

Tableau XVII : Valeurs de Fst et de la distance géographique entre paire de populations

BIPINDI CAMPO FONTEM BAFIA  MALANGA AZAGUIE NAGADOUA

BIPINDI 0,00 0,02 1,09 1,78 9,12 4,89 4,58
CAMPO 95,96 0,00 2,25 1,27 8,85 9,33 7,22
FONTEM 273,14 345,73 0,00 1,80 13,91 63,35 20,64
BAFIA 187,66 283,31 181,59 0,00 6,18 2,41 2,13
MALANGA 1058,55  1010,05 1328,14  1183,74 0,00 15,63 13,70
AZAGUIE 1642,69  1607,79 1550,47  1707,59 2402,83 0,00 0,01
NAGADOUA  1852,02  1820,63 1746,46  1908,56 2624,11 221,36 0,00

Les valeurs sous la diagonale représentent les distances génétiques de Slatkin (Fst/ (1-
FsT)), les valeurs au-dessus de la diagonale (en gras) représentent le logarithme népérien des

distances géographiques (LnDG) exprimées en km.

Le test de Mantel a révélé une corrélation positive et significative (r = 0,404, p =0,0087)
entre les distances génétiques et géographiques entre les échantillons étudiés, suggérant que la
distance géographique aurait eu un impact sur la différenciation génétique observée. La ligne
de régression est représentée sur la figure 24. La correélation suivante a été obtenue: Fst/ 1- Fst
= 30,56 x Ln (DG) - 80,01.
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Figure 24 : Relation entre les distances génétiques et géographiques.

Fst/1-Fst : mesure de la distance génétique entre les populations ; Ln(DG) : logarithme

népérien de la distance geographique ; r : coefficient de corrélation.

111-1-9. Histoire démographique des populations

Le résultat de la distribution des disparités « mismatch distribution » (figure 25) a
montré des graphiques multimodaux dans toutes les populations de glossines. Cependant, les
populations de glossines du foyer de THA de Fontem n'ont révélé aucune diversité génétique
détectable puisqu'elles étaient monomorphes.

Une Somme des écarts carrés (SSD) significative a été observée a Bipindi (0,28; P =
0,00), Campo (0,10; P = 0,02), Bafia (0,21; P = 0,00) et Malanga (0,52; P = 0,00) (tableau
XVIII) indiquant une absence d’expansion démographiques des populations de glossines du
Cameroun et de la RDC. La SSD n'était pas significative dans les populations de Cote d'lvoire
(Azaguié et Nagadoua), suggérant une expansion démographique. Ces observations ont ensuite
été confirmées au Cameroun et en RDC par des valeurs Rz et Fs qui n'étaient pas significatives,
les valeurs de R> étaient de 0,05 (P = 0,06) a Bipindi, 0,14 (P = 0,66) a Campo, 0,23 (P = 1,00)
a Bafia et 0,15 (P = 0,93) a Malanga. Les valeurs Fs étaient de 1,68 (P = 0,75) a Bipindi, 12,11
(P =0,99) a Campo, 12,32 (P = 0,99) a Bafia et 5,29 (P = 0,95) a Malanga. En revanche, les
populations de glossines de Nagadoua en C6te d'lvoire ont montré une valeur de Rz significative
(0,05; P = 0,01); cependant, le Fs de Fu était négatif mais non significatif (-0,96; P = 0,30),
suggerant ainsi que ces populations peuvent étre considérées comme étant en equilibre

démographique.
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Figure 25 : Distribution des disparités dans différentes populations

a-Bipindi, b-Campo, c-Bafia, d-Malanga, e-Azaguié f-Nagadoua

Le nombre de différences nucléotidiques par paires d’haplotypes est représenté en abscisse et leurs fréquences en ordonnée.
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> Taille effective de la population
Pour la taille effective de la population, le parameétre de mutation Theta (®) variait entre
1,38 & Azaguié et 8,61 a Bafia (tableau XVIII). Les populations de glossines du Cameroun
étaient environ deux fois et cing fois plus grandes que celles de la RDC et de la Céte d'lvoire,
respectivement. Les populations de tsé-tsé de Cote d'lvoire ont montré la plus petite taille de
population effective, a savoir 1,38 et 1,96 a Azaguié et Nagadoua respectivement pour les
valeurs théta.

Tableau XVI1II : Paramétres démographiques dans les différentes populations

PAYS POPULATIONS N (P_?,Sa?ue) Rz (P-\;:Iue) Theta

BIPINDI 138 (PS’O?‘;})* (()5?0115577) (31%2) 0,990

CAMEROUN CAMPO 26 (Pg’Ol,gg)* (0‘5'16355543 (102'51919?3 P
FONTEM 30 -

BAFIA 29 (PS,OZ,éi)* %12,38;1 (102,539283; 8,605

RDC MALANGA 57 (PS’OS,%%* ?5,195206% (S:SZS) il

ot AZAGUIE 49 (PSQQSO) ?d?giggé; (81411;12) 1,376

D’IVOIRE NAGADOUA 50 (PSQ?,?O) (8:8113)7* (_8’3?(?23) 1959

*Valeurs statistiquement significatives, N : Nombre d’individus, SSD : somme des
écarts carré, Rz : statistique de Ramos-Onsins and Rozas’ pour I’équilibre
démographique (2002), Fs: test de neutralité sélective de Fu (1997).

111-1-10. Analyse phylogénétique

L'analyse phylogénétique a révelé deux groupes séparés (figure 26) avec des valeurs de
« bootstrap » de 97 et 100. Le premier groupe est formé de glossines originaires de la RDC et
le second de glossines originaires du Cameroun et de la Cote d'lvoire. L'arbre phylogénique a
également montré que les populations de G. palpalis. palpalis du Cameroun sont génétiquement
plus proches de celles de la Cdte d'lvoire que de celles de la RDC. Le groupe rassemblant les
mouches tsé-tsé de la RDC était génétiqguement isolé des autres populations analysées avec une

valeur de « bootstrap » a 100.
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Figure 26 : Arbre phylogénétique a cercle condensé

Légende
O Bipindi (Cameroun)
© Campo (Cameroun)
Fontem (Cameroun)
© Bafia (Cameroun)
O Azaguie (Cote d’Ivoire)
O Nagadoua (Cote d’Ivoire)
O Malanga (RDC)
B Glossina fuscipes fiiscipes
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I11-1-11. Corrélation entre les IRT et différents facteurs du foyer de Bipindi
I11-1-11-1. Analyses génétiques dans les villages du foyer de Bipindi

Une analyse génétique intra populationnelle a été réalisée sur les glossines capturées au
mois de juillet, a I’aide de trois marqueurs d’ADN mt. Au total 168 glossines ont été analysées
dans trois villages ou sous populations (Lambi, Memel et Ebiminbang) soit 56 individus par
village. Dans chaque village, 10 piéges ont été choisis et une moyenne de cing glossines par
piége ont été analysées. Des 56 glossines analysées dans chaque village, 51, 42 et 45 a Lambi,
Memel et Ebiminbang respectivement sont exploitables soit 82,14% des individus. Le marqueur
COl est le plus polymorphe avec 6 profils, suivi du marqueur COII-TLII avec 4 profils, le 16S2
étant le moins polymorphe avec 3 profils. Le nombre de profils différait d’un village a un autre,

le village Ebiminbang ayant le plus grand nombre de profils (tableau XIX).

Tableau XIX : Différents profils par marqueur et par sous population a Bipindi

LAMBI MEMEL EBIMINBANG

COl A,B,.D A,B,D,E B,D,E,F,G
Coll-TLin  AB,C,D AB.C AC
16S2 A A AB,C

I11-1-11-1-1. Distribution des haplotypes par piege et par sous population

La figure 27 présente les haplotypes des glossines a I’intérieur des pieges (les grands
cercles) dans les différents villages. Les couleurs dans les cercles correspondent aux différents
haplotypes et la taille des camemberts est proportionnelle au nombre d’individus présentant les
haplotypes donnés. Les trois sous populations Lambi, Memel et Ebiminbang ont eu chacune 7,
7 et 9 haplotypes respectivement. L haplotype le plus représenté dans tous les villages est le h9
avec une fréquence moyenne de 0,704. Six haplotypes ont été exclusivement présents a

Ebiminbang et un a Lambi.
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Figure 27 : Différents haplotypes au niveau des piéges dans les différents villages

111-1-11-1-2. Différenciation genétique

Les résultats (tableau XX) montrent que les sous populations ne sont pas
significativement différentiées. Nous pouvons néanmoins remarquer que les individus semblent
étre génétiqguement plus proches entre Lambi et Memel (Fst =0,000, P=0,94595) qu’ils ne le

sont entre les autres villages.

Tableau XX : Valeurs de Fsr et de (P) entre deux sous populations

LAMBI MEMEL  EBIMINBANG

LAMBI

0,00000

MEMEL (0,94595) 3
0,00868  0,00251

EBIMINBANG (0,17117)° (0,28829)°
% la différence n’est pas significative
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111-1-11-2. Test de corrélation IRT /haplotypes - piege - village
Nous avons déterminé (tableau XXI) si I’indice de risque de transmission pourrait étre
1ié aux facteurs tels que I’haplotype, le piege (biotope dans lequel le piege est placé), le village

pris individuellement ou méme collectivement.

Tableau XXI : Analyse de la variance (ANOVA) IRT et différentes variables

Sources de variation Somme des carrés | ddl | Moyenne des carrés | Signification.
Village 0,000 O NA
Piege 6978259,546| 19 367276,818 <0,0001*
Haplotype 0,000, 8 0,000 1,000
Village + piége 0,000/ O NA
Village + haplotype 0,000/ O NA
Piége + haplotype 0,000f 8 0,000 1,000
Village + piége + haplotype 0,000 0 NA
Erreur 1,355E-23| 85 1,594E-25

Total 12317310,916 | 131

Total corrigé 10024242,370| 130

ddl : degré de liberté ; NA : non autorisé ; *corrélation significative

Il ressort que I’IRT ne dépendrait ni du village, ni de I’haplotype de la glossine (P =

1), mais serait fortement corrélé au piege (P <10%).
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I11-2. Discussion

Le but de ce travail était de déterminer d’une part, les parametres épidémiologiques dans
le foyer de THA de Bipindi et d’autre part, la diversité génétique au sein et entre des populations
de Glossina palpalis palpalis a I’aide de marqueurs de 1’ADN mitochondrial. Cette diversité
génétique a éte utilisée pour estimer le niveau de flux génétique, I'histoire démographique et les
relations phylogénétiques entre les individus de cette sous-espéce ; I’ensemble de ce travail

concourant a mieux définir les protocoles de lutte contre la maladie du sommeil.

111-2-1. Etudes épidémiologiques a Bipindi

L’objectif principal de cette étude menée particuliérement a Bipindi était d'évaluer et de
cartographier le risque de transmission de la maladie du sommeil qui prévaut dans le foyer de
THA de Bipindi pendant deux périodes contrastées, afin de déterminer la corrélation entre les
haplotypes des glossines et les indices de risques de la période (saison) ou la probabilité de la
transmission est la plus élevée, le but étant de fournir des connaissances qui aideront a élaborer
une stratégie de lutte ciblée et efficiente. Dans ce cadre, les parametres entomologiques,

parasitologiques et génétiques ont été étudiés et comparés dans trois villages de cette localité.

I11-2-1-1. Parameétres entomologiques
> Diversité spécifique des glossines

La présence de G. p. palpalis, G. pallicera et G. nigrofusca dans le foyer de la maladie
du sommeil de Bipindi corrobore les observations précédentes faites dans ce méme foyer par
Mbida Mbida (2006) et Simo et al. (2008). Dans la présente étude, tout comme dans celles
réalisées a Bipindi par Grébaut et al. (2004) et par Farikou et al. (2010b), I'espéce de glossine
la plus répandue était G. p. palpalis (> 98,0%). Dans leur étude, Grébaut et collaborateurs
(2004) ont utilisé les pieges « Vavoua ». Ces pieges avaient déja montreé leur efficacité sur une
grande variété d'espéces de glossines (Laveissiére & Grébaut, 1990). Ainsi la proportion élevéee
de G. p. palpalis obtenue dans la présente étude ne peut étre une conséquence de la technique
de piegeage ou du type de piege utilisé. Bien que cette espéce ait un fort pouvoir d'adaptation,
cette proportion élevée observée serait le reflet de I'effet de I'action humaine sur les biotopes ou
les piéges ont été fixés (Laveissiére et al., 2000 ; Mbida Mbida, 2006).

> Densités apparentes des glossines par piege et par jour (DAP)
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La DAP significativement plus élevée observée en juillet corrobore les résultats obtenus
lors d'études antérieures dans le foyer de THA de Bipindi (Grébaut et al., 2004) ainsi que dans
celui de Campo dans la région forestiere du sud du Cameroun (Farikou et al., 2010b).
L'abondance relative des mouches tsé-tse a montré une forte corrélation avec des facteurs tels
que le climat, la végétation ou la fréquence du contact entre les glossines et leurs hétes vertébrés
(Grébaut et al., 2004). 1l a également été montré que le type de sol, les activités humaines, les
sites de reproduction des mouches tsé-tsé ainsi que la distribution des mammiféres pourraient
influencer significativement I'abondance des mouches tsé-tse dans un biotope donné (Grébaut
et al., 2004 ; Massussi et al., 2009). Dans notre étude, les pieges ont été placés dans la méme
position pendant les deux périodes de piégeage pour permettre de mesurer I'impact direct ou
indirect des variations climatiques (températures et précipitations) sur I'abondance des glossines
aux mémes sites de capture. Par conséquent, les changements qui se produisent dans
I'environnement ou dans le comportement de I'héte pendant toute la période de piégeage sont
influencés par les variations temporelles du climat. En effet, les conditions climatiques ayant
régné en juillet (début de la petite saison seche) et en mars (fin de la grande saison seche) ont
probablement été fortement influencées par I'effet cumulatif des conditions climatiques
prévalant au cours des mois ou des saisons précédant chaque période de piégeage, tel que
montré sur le diagramme ombrothermique. Par la suite, certaines sources d'eau ont eu tendance
a s'assécher apres les mois secs et a régénérer apres les pluies. Cependant, des sources d'eau
permanentes ont été maintenues tout au long de I'année, ayant favorisé le développement et le
maintien d'un micro-habitat pour les mouches tsé-tsé. La baisse significative de la DAP de 3,05
en juillet a 0,91 en mars a Ebiminbang pourrait résulter de I'environnement autour de chaque
piége. En effet, la plupart des cours d'eau de ce village ne sont pas permanents au cours de
I'année. Par conséquent, presque tous les pieges d'Ebiminbang ont été mis en place autour de
sources d'eau temporaires qui se sont asséchees en mars (figures 20a et b page 65). Au contraire,
a Memel et a Lambi, la plupart des pieges ont été placés aux alentours des ruisseaux Miguili et
Mougue respectivement. lIs sont des ruisseaux permanents, affluents de la riviére Lokoundje.
Une observation remarquable dans cette étude est que les densités de glossines étaient
particulierement élevées la ou les activités des hotes, dans et / ou autour des sources d'eau
importantes et pérennes, étaient générées. Par conséquent, les DAP étaient presque constantes
ou pas significativement affectées d'une période de piégeage a l'autre. Ces résultats confirment
clairement que la disponibilité de I'eau, ainsi que les activités associées des hotes (lors des
baignades, de la natation, de la lessive), peuvent avoir un impact réel sur la densité de la mouche

tsé-tsé et par conséquent sur la transmission de la maladie du sommeil.
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> Les glossines ténérales

La proportion significativement plus élevée de glossines ténérales observee en juillet
par rapport a mars pourrait étre due a certaines conditions environnementales (climat,
végetation, ...) qui favorisent I’achévement du cycle de développement des glossines
(Laveissiére et al., 2000). Pendant les mois secs, la température élevée ne favorise pas le
développement des pupes car le sol sec ne permet pas aux mouches tsé-tsé de mettre leurs larves
dans des conditions appropriées ou dans des environnements ou elles peuvent facilement se
développer. Idéalement, les précipitations doivent étre modérees, un exces de pluie peut drainer
le sol et entrainer la destruction des pupes enfouies par les mouches tsé-tsé (Nash, 1933).
Comme prévu, la petite saison des pluies qui précéde I'échantillonnage en juillet a été favorable
au développement des mouches tsé-tsé. De plus, la plus forte proportion de glossines ténérales
enregistrée en juillet refléte I'indice de risque de transmission le plus élevé observé durant cette
période de piégeage, car les mouches ténérales sont trés sensibles aux infections durant leur
premier repas de sang (Laveissiére et al., 2000).

I11-2-1-2. Parameétres parasitologiques et repas de sang
> Trypanosomes présents chez Glossina palpalis palpalis

L’observation microscopique a permis de révéler un taux d'infection significativement
plus élevé en mars (2,6%) par rapport a sa valeur en juillet (0,7%). La PCR a quant a elle permis
d'identifier 12,0% (35/274) et 8,2% (71/808) des trypanosomes en mars et juillet
respectivement. Ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus aprés examen microscopigue, ceci
grace a la meilleure sensibilité de la PCR qui détecte 1 trypanosome/ml de sang (Penchenier &
Laveissiere, 2000). Ces taux d’infections témoignent d’une grande circulation des
trypanosomes dans le foyer de trypanosomoses de Bipindi. Des taux d’infection aussi elevés
ont déja été notés chez les glossines de ce foyer de trypanosomoses (Grébaut et al., 2004 ;
Farikou et al., 2010b ) ou méme chez celles d’autres foyers forestiers de trypanosomoses du
Cameroun (Morlais et al., 1998 ; Farikou et al., 2010a). Les especes de trypanosomes
identifiées grace a la PCR démontrent ’existence dans cette localit¢ de Bipindi tant des
parasites responsables de la Trypanosomiase Animale Africaine (T. congolense « type forét »,
T. congolense « type savane », T. vivax,) que ceux de la Trypanosomose Humaine Africaine (T.

b. gambiense).

» Les repas de sang
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La proportion plus élevée de mouches tsé-tsé ayant un repas de sang en mars par rapport
a juillet pourrait également s'expliquer par les conditions climatiques. Bien que les mouches
tsé-tsé trouvent des conditions climatiques favorables et des hotes divers partout dans la zone
forestiére, la température pendant la période seche est élevée et les hotes vertébrés se
rapprochent des sources d'eau permanentes et de I'ombre ou ils peuvent trouver de I'eau ou se
reposer. Dans ces biotopes, les mouches tsé-tsé peuvent facilement obtenir leurs repas de sang
(Laveissiére et al., 2000) ; ceci est donc en accord avec la plus grande proportion de repas de
sang observee en mars. Malgré 1’identification des résidus sanguins comme provenant des
humains et des porcs, ’origine de 58% des repas de sang n’a pas été déterminée. IS
proviendraient probablement des animaux sauvages, vu que les animaux domestiques les plus
communs trouvés dans ce foyer ont éte utilisés comme référence lors de I'identification (Simo
et al., 2012). Cette hypothese est renforcée par des résultats antérieurs obtenus dans ce méme
foyer de Bipindi ou des repas de sang de glossines provenant de différentes espéces d'animaux

sauvages ont été rapportés (Njiokou et al., 2006 ; Simo et al., 2008 ; Farikou et al., 2010b).

I11-2-1-3. Risque de transmission de la maladie du sommeil

Le risque élevé de transmission de THA observeé en juillet (figures 20a et b page 65)
n'est pas en ligne avec les résultats obtenus par Grébaut et ses collégues (2004) qui ont trouvé
un niveau de risque de transmission similaire pendant les saisons séche et pluvieuse. Les indices
de risque de transmission trouvés par ces auteurs étaient de 2,03 en mai (saison des pluies) et
de 2,09 en février (saison seche), malgre la différence de densité relative des mouches tsé-tsé
durant les deux périodes (2,3 en mai et 1,7 en février). L'écart entre nos résultats et ceux de
Grébaut et al. (2004) pourrait s'expliquer par la période d'échantillonnage. Grébaut et al. (2004)
ont échantillonné les mouches tsé-tsé en mai (au milieu de la petite saison des pluies) et en
février (a la fin de la grande saison seche), alors que nos relevés ont été menés au début de la
petite saison séche et a la fin de la grande saison séche. Une autre explication de cet écart serait
la variation de la pluviométrie au cours des années telle que observée en mars (voir annexe 2).
La comparaison des valeurs de 1’indice de risque de transmission entre les villages montre que
le village de Lambi présente le plus haut niveau de risque de transmission quelle que soit la
période de piégeage. Ce resultat est en accord avec ceux obtenus lors des enquétes médicales
ou la plupart des patients precédemment diagnostiqués provenaient de ce village (Grébaut et
al., 2001). L'indice de risque de transmission élevé observé a Lambi pourrait également
s'expliquer par certains facteurs environnementaux tels que les sources d'eau permanentes et la
couverture végétale stable qui favorisent un taux élevé de transmission de la maladie du
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sommeil. A Ebiminbang, toutefois, la plupart des riviéres se sont asséchées pendant les saisons
séches. Cela peut expliquer la baisse de la DAP ainsi que la faible valeur de I'indice de risque

de transmission observée dans ce village.

I11-2-2. Analyses génétiques grace aux marqueurs d’ADN mitochondriaux
I11-2-2-1. Sensibilité des marqueurs étudiés

Trois loci mitochondriaux ont été amplifiés avec succes sur six analyses. L'échec de
I'amplification des trois autres pourrait étre causé par des mutations de nucléotides au niveau
des sites d'hybridation des amorces (Wohlford et al., 1999), puisque deux marqueurs ont été
amplifiés sur des échantillons de RDC. Sur les 418 glossines analysées avec les marqueurs COlI,
COII-TLII et 16S2, 9,34% n'ont pas pu étre amplifiées par la PCR. Cela était probablement due
a la mauvaise qualité de I'ADN de ces échantillons, puisque les amorces amplifiaient le géne

d'un large éventail d'individus.

I11-2-2-2. Séquencage et fiabilité de la technique SSCP

Le séquencage a révélé que la technique SSCP donnait une bonne estimation de la
variation au niveau des locus mitochondriaux, bien que la technique sous-estime la diversité
des nucleotides. La résolution globale du SSCP (74,35%) était supérieure a celle (67%) trouvee
par Marquez et al. (2004) et beaucoup plus élevée que celle obtenue en détectant les
substitutions d'acides aminés dans les études sur les alloenzymes (Krafsur & Griffiths, 1997).
Il a été montré que la technique d’électrophorése enzymatique ne détecte pas plus de 25 a 30%

du «vrai» niveau de substitution des acides aminés (Nei, 1987).

111-2-2-3. Marqueurs mitochondriaux et haplotypes

Un total de 34 haplotypes a été détecté chez G. p. palpalis dans notre étude. Les mémes
méthodes ont montré 32 haplotypes a quatre locus dans six populations de G. pallidipes de
quatre pays (Krafsur & Wohlford, 1999), seuls neuf haplotypes ont été enregistrés dans treize
populations de G. p. gambiensis de deux pays (Marquez et al., 2004), 21 haplotypes dans trois
populations de G. fuscipes fuscipes de deux pays (Krafsur et al., 2008). Cette différence pourrait
s’expliquer par les différents marqueurs utilisés dans ces études.

Le marqueur COI est apparu dans cette étude comme le marqueur le plus polymorphe
avec treize variants de SSCP. Ces resultats corroborent ceux des travaux précédents (Cordon-

Obras et al., 2014 ; Wohlford et al., 1999) rapportant le COlI comme le locus mitochondrial le
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plus variable par rapport a 16S2. Le polymorphisme élevé observé sur le marqueur COI est en
ligne avec les observations révélant que ce marqueur est le plus important contributeur au
soutien des nceuds dans la phylogénie, tandis que 16S était le géne le moins performant
(Petersen et al., 2007). En fait, les données sur les COIl sont les plus completes dans

I'échantillonnage des taxons (Dyer et al., 2008).

111-2-2-4. Indices de diversites et histoire demographique des populations

Les valeurs élevées des diversités haplotypiques et nucléotidiques enregistrées dans les
populations de glossines de Bafia (H = 0,70 ; z» = 0,01) Bipindi (H = 0,49 ; z» = 0,004), Campo
(H=0,27 ; ma = 0,004) et Malanga (H = 0,66 ; zn = 0,004) indiquent des populations stables
avec de grandes tailles. Cette hypothése est étayée par les valeurs de théta, ainsi que par les
valeurs de SSD, R: et le Fs. A Bafia par exemple, les valeurs de théta étaient de 8,605. En effet,
la valeur SSD de 0,21 était significativement (P <10-4) différente de celle attendue en cas
d'expansion démographique de la population. De plus, les valeurs non significatives de Fs (P =
0,998) et R (P = 1,00) corroborent I'nypothése.

D'autre part, les indices de diversités nulles a Fontem (H = 0,00; «n = 0,00) pourraient
refléter une réduction substantielle antérieure de la taille de la population. Nous n'avons pas
d'estimation statistique parce que Fontem était monomorphe (tous les individus échantillonnés
avaient le méme haplotype). En fait, Fontem est entouré de montagnes, qui peuvent agir comme
des barrieres physiques, expliquant son isolement des autres populations de glossines voisines.
Les populations de glossines du foyer de THA de Fontem pourraient donc provenir d'un petit
nombre de glossines géographiquement isolées. Un résultat similaire a été obtenu par Mélachio
et collaborateurs (données non publiées) avec des marqueurs microsatellites dans la méme
région.

Parmi les trois pays, les populations de glossines de Cote d'lvoire ont présenté les indices
de diversité les plus faibles. Les faibles valeurs de H et zn observés pourraient indiquer un
goulot d'étranglement antérieur, comme le suggerent Salducci et al. (2004) dans ces
populations. Cette hypothése a été corroborée par les faibles valeurs de théta. En outre, le SSD
non significatif et le D de Tajima négatif et significatif (données non présentées) suggerent une
expansion démographique des échantillons de Nagadoua et Azaguié. Mais I'hypothése n‘a pas
été corroborée par les deux tests les plus puissants (R2 et Fs). En effet, R> et Fs n'étaient
clairement pas significatifs a Azaguié, ce qui conduit a conclure que I'nypothese d'un goulot
d'étranglement n'est pas confirmée. Cependant a Nagadoua, R était significatif mais la
statistique Fs bien qu’ayant une valeur négative, n’était pas significative et ne pouvait donc pas
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apporter d'informations cohérentes pour soutenir I'hypothése d'un goulot d'étranglement
antérieur ou d'une expansion démographique soudaine (Ramos-Onsins & Rozas, 2002). Ces
résultats contrastés montrent que davantage d'investigations sont nécessaires pour mieux

comprendre I'histoire demographique des populations de glossines en Céte d'lvoire.

111-2-2-5. Structure génétique

La structure genétique, étudiée par la répartition des variations haplotypiques au sein
des populations (Fst = 0,88; P < 0,0001), entre les populations au sein des pays (Fsc =0,51; P
< 0,0001) et entre les pays (Fct = 0,76; P < 0,05) montre que les populations de G. p. palpalis
sont structurées a ces trois niveaux différents. Le test de Mantel a montré que la distance
géographique montrait un effet significatif sur la différenciation génétique, ce qui pourrait
expliquer une partie de la structure de la population observée dans notre travail. Bien que 'ADN
mitochondrial se soit avéré moins puissant pour tester I'isolement par la distance (Teske et al.,
2018), les résultats de cette étude sont neanmoins conformes a ceux de précédentes études
utilisant des marqueurs microsatellites. Ces études antérieures ont révélé un fort isolement par
la distance dans les populations de glossines du Cameroun et de la RDC (Mélachio et al., 2011)
et du Cameroun, de la RDC et de la C6te d'Ivoire (De Mee(s et al., 2015). Cela suggére que les
populations échantillonnées ici peuvent étre composées de sous populations d'accouplements
aléatoires occupant des zones assez étendues, avec un isolement par la distance qui rend tres
improbable la probabilité qu'un allele passe d'un foyer a l'autre, par exemple de Bipindi a
Fontem. Cela explique également pourquoi la Fst entre paires de populations était
significativement élevée entre presque toutes les paires de populations comparées, montrant le
niveau de différences moléculaires qui existent entre elles. Des analyses supplémentaires de
génétique du paysage sont nécessaires pour mieux comprendre la structure génétique de ces
populations, car d'autres paramétres comme la résistance du paysage et / ou les barriéres a la
dispersion peuvent avoir un effet considérable sur la structuration des populations (Cushman et
al., 2006 ; Cushman & Landguth, 2010 ; Van Strien et al., 2015).

Concernant 1’analyse des populations de glossines issues des foyers d'un méme pays,
I’absence de différences significatives des valeurs de Fstentre Bipindi et Campo d’une part et
Nagadoua et Azaguié d’autre part suggere un niveau important de flux de genes entre ces
couples de populations. Cela équivaut a un échange théorique de 29,69 et 43,42 femelles

reproductrices par génération respectivement entre Bipindi et Campo, et entre Azaguié et
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Nagadoua. Effectuer une analyse genétique avec une combinaison d'outils comme I'ADN

nucléaire et mitochondrial par exemple, fournira des résultats tres précis.

111-2-2-6. Relations phylogénétiques

L'arbre phylogénétique a clairement séparé nos échantillons en deux groupes, isolant les
glossines de la RDC des autres populations échantillonnées. Malgreé la distance géographique
entre le Cameroun et la Cote d'lvoire, les glossines échantillonnées dans ces deux pays semblent
étre phylogénétiquement plus proches, par rapport aux glossines collectées en RDC. Ces
résultats sont en accord avec les observations de Cordon-Obras et al. (2014) classant les
populations de glossines du Cameroun et celles de I'lle de Biogo (Guinée Equatoriale) dans le
clade d' «Afrique de I'Ouest», alors que les populations de glossines de la RDC se trouvaient
dans le clade «Centrafricain». Comme Dyer et al. (2009) utilisant 'ADNmt (COIl), et comme
De Meeds et al. (2015) utilisant des marqueurs microsatellites, nos résultats confirment que
Glossina palpalis palpalis est un taxon fortement hétérogene.

L’analyse phylogénétique a révélé que les glossines collectées en RDC sont
génétiquement différenciées des autres échantillons avec une valeur bootstrap de 100. Cette
observation renforce I'nypothese sur les demes cryptiques au sein de G. p. palpalis. Ceci est en
accord avec les expériences d'accouplement précedentes dans lesquelles G. p. palpalis
provenant de colonies originaires du Nigeria et du Bas-Zaire (RDC) ont produit des descendants

males stériles (Gooding et al., 2004).

111-2-3. Corrélation entre PIRT / haplotypes-piége-village

Les analyses génétiques réalisées sur les glossines capturées a Bipindi en juillet dans les
trois villages (Lambi, Memel et Ebiminbang) ont montré que I’haplotype h9 est le plus
représenté dans tous les villages et dans presque tous les piéges, ce qui pourrait laisser penser
qu’il serait I’haplotype ancestral. Des tests supplémentaires nous permettront d’affirmer ou de

rejeter cette hypothese.

Nos résultats ont montré que I’indice de risque de transmission serait fortement corrélé
au piége (P <10%). En effet les piéges placés dans les biotopes réguliérement fréquentés par les
hotes vertébrés que ce soit pour des activités ménageres (lessives, vaisselles, baignade...),
champétres (cultures), ou des points d’eau et de repos pour les animaux sont des sites les plus

a risque.
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Cette étude avait pour principaux objectifs la détermination des niveaux de risque de
transmission du parasite dans le foyer de la maladie du sommeil de Bipindi, I’analyse de la
structure genétique de Glossina palpalis palpalis de sept foyers de trypanosomose humaine du
Cameroun, de la Céte d’Ivoire et de la RDC et leurs flux migratoires ; enfin, la détermination
de I’histoire démographique de ces populations ainsi que les relations phylogénétiques entre les
glossines des différentes populations.

Les résultats de cette étude ont montré I'impact des variations climatiques spatiales et
temporelles sur les parametres entomologiques et parasitologiques caractérisant la transmission
de la maladie du sommeil dans le foyer de Bipindi. Ils ont également montré que la densité des
glossines ainsi que le risque de transmission de la maladie du sommeil peuvent étre influencés
par les conditions prévalant avant la période de piégeage. La disponibilité de I’eau (permanente
ou temporaire) est une composante importante de I’environnement qui a une grande influence
sur la couverture végétale, sur la densité des glossines et donc sur la transmission de la maladie
du sommeil. S’il fallait choisir un lieu a Bipindi ou prioriser la lutte contre le vecteur, nous
proposerions le village Lambi et ceci pendant le mois de mars, du fait que pendant cette période
la densité glossinienne est déja affaibli.

Les marqueurs mitochondriaux ont permis de révéler une grande distance génétique
entre les populations de Glossina palpalis palpalis d'Afrique Occidentale et Centrale, qui était
significativement associée a la distance géographique entre ces populations de glossines. Les
résultats de cette étude montrent un flux de genes important entre les populations de glossines
de Bipindi et Campo au Cameroun et entre celles d’ Azaguié et Nagadoua en Cote d’ Ivoire. Les
indices de diversité nuls obtenus dans le foyer de Fontem suggérent que les populations de
glossines de ce foyer pourraient provenir d'un petit nombre de glossines géographiquement
isolées. Les autres populations d'Afrique Centrale sont composées de grandes populations en
équilibre démographique. Les analyses phylogénétiques ont confirmé que Glossina palpalis
palpalis est un taxon fortement hétérogene, avec une singularité pour les glossines originaire
de laRDC.

L’¢étude des corrélations entre 1’indice de risque de transmission de la maladie et divers
facteurs qualitatifs a montré une affinité avec les pieges, ceux-ci étant liés aux parametres
environnementaux ou ils ont été posés.

Pour planifier la lutte anti-vectorielle dans différents foyers d'échantillonnage, nos
résultats suggerent la stratégie de «suppression», en raison de I'existence d'un flux genétique

important entre certaines populations.
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Les difficultés auxquelles nous avons fait face tout au long de ce travail nous ameénent
a ouvrir quelques points de réflexions en perspective. Il s’agit principalement de :

¢ augmenter le nombre de marqueurs d’ADN mitochondriaux au moins a six ;

+ faire des études du risque de transmission pendant les différentes saisons (grandes
saisons séches et pluvieuses) ;

% étudier ’impact de la lutte anti-vectorielle menée durant une saison sur les autres
saisons ;

+ faire une analyse plus approfondie sur I’histoire démographique des populations de
glossines de la Cote d’Ivoire.
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ANNEXES

Annexe 1 : Extraction d’ADN a partir des pattes de glossines par la méthode de CTAB

L’ADN a été extrait des pattes de glossines par la méthode de CTAB (Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide) (Maniatis et al., 1982). C’est une méthode de purification de I’ADN.
Apres avoir fait évaporer 1’alcool qui permettait la conservation des échantillons (en laissant
les tubes ouverts dans une étuve a 80°C), 600uL de tampon CTAB ont €té ajoutés a chaque
tube contenant 1’intestin d’une glossine (ce tampon est préparé en mélangeant 10ml de CTAB
5% ; 2,5ml de TRIS 1M, pH=8 ; 1ml ’EDTA 0,5M, pH=8 ; 7ml de NaCl 5M ; 4,5ml d’ecau
distillée et 100ul de Béta-mercaptoéthanol). Les tissus ont par la suite été dilacérés a 1’aide d’un
piston et les échantillons ont été incubés au bain-marie, a 60°C pendant 30 minutes. Ensuite,
600ul d’une solution contenant un mélange dans les proportions 24 :1 respectives de
chloroforme et d’alcool isoamylique ont été ajoutés a chaque tube. Les tubes ont été
délicatement homogénéisés pendant 10 minutes et ont ensuite été centrifugés a 8000 tours par
minute pendant 15 minutes. La phase aqueuse qui est la phase supérieure a été prélevée et
transvasée dans un nouveau tube Eppendorf de 1,5ul étiqueté et un volume d’isopropanol, égal
au volume de la phase aqueuse prélevée y a été ajouté. Les tubes ont été une fois de plus
homogénéisés (quelques secondes cette fois) et incubés a -20°C pendant 30 minutes, pour la
précipitation des acides nucléiques. Apres cette incubation, les tubes ont été centrifugés a 13000
tours par minute pendant 20 minutes, ce qui a permis a I’ADN de se tasser en un culot au fond
du tube. Apres évacuation du liquide surnageant, le culot a été lavé avec 1ml d’éthanol a 70° et
les tubes ont une fois de plus été centrifugés a 13000 tours par minute pendant 15 minutes.
Apres évacuation de I’alcool et séchage du culot d’ADN, ce dernier a été suspendu dans 20ul

d’eau stérile et conserveé a -20°C jusqu’a utilisation.
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Annexe 2: Diagramme ombrothermique
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Diagramme ombrothermique des années de capture des glossines dans le foyer de Bipindi.

Les bandes noires indiquent les mois pendant lesquels ont eu lieu les enquétes entomologiques
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Annexe 3 : Distribution des fréquences haplotypiques

CAMEROUN RDC COTE D’IVOIRE
Haplotypes | BIPINDI | CAMPO | FONTEM | BAFIA | MALANGA | AZAGUIE | NAGADOUA
(138) (26) (30) (29) (57) (49) (50)
hi 0,014 - - - - - -
h2 0,014 0,154 - - - - -
h5 0,109 - - - - - -
h6 0,014 - - - - - -
h7 0,007 - - - - - -
h8 0,036 - - - - - -
ho 0,703 0,846 - - - - -
h10 0,007 - - 0,138 - - -
hil 0,007 - - - - - -
h12 0,007 - 1 - - - -
hi5 0,029 - - - - - -
hi6 0,022 - - - - - -
hi7 0,014 - - - - - -
hi8 0,014 - - - - - -
h3 - - - 0,034 - - -
ha - - - 0,310 - - -
hi3 - - - 0,448 - - -
hi4 - - - 0,069 - - -
h19 - - - - 0,561 - -
h20 - - - - 0,123 - -
h21 - - - - 0,070 - -
h22 - - - - 0,035 - -
h23 - - - - 0,070 - -
h24 - - - - 0,070 - -
h25 - - - - 0,070 - -
h26 - - - - - 0,959 0,820
h27 - - - - - 0,020 -
h3l - - - - - 0,020 -
h28 - - - - - - 0,06
h29 - - - - - - 0,02
h30 - - - - - - 0,02
h32 - - - - - - 0,02
h33 - - - - - - 0,02
h34 - - - - - - 0,04

() nombre d’individus analysés
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