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RESUME

La Trypanosomose Humaine Africaine (THA) ou maladie du sommeil est une
affection parasitaire 4 transmission vectorielle diie & un euglénozoaire kinétoplastidé de
I’espéece Trypanosoma brucei. La complexité de 1’évolution clinique de la maladie est
fréquemment évoquée allant de formes asymptomatiques a des formes aigués. D’autre part,
une diversité de réponses aux tests de dépistage (sains, trypanosomés, séropositifs) est
rencontrée sur le terrain. Cette diversité de réponses a ’infection pourrait étre die a la
diversité génétique du parasite, qui est rencontré dans les différents fluides biologiques
humains (sang, liquide céphalo-rachidien et suc ganglionnaire) et qui est responsable des
différents stades de la maladie (phase précoce, phase intermédiaire et phase avancée).
L’analyse de la biologie des populations de ce parasite peut étre envisagée a 1’aide de
marqueurs moléculaires tels que les ADN microsatellites. Nous avons ainsi, a partir de
prospections médicales menées en Cote d’Ivoire et en Guinée, caractérisé les trypanosomes
directement a partir des différents fluides biologiques de sujets séropositifs et de sujets
trypanosomés a différentes phases de la maladie. Il ressort de cette étude que certains sujets
séropositifs sont porteurs de 7. b. gambiense groupe 1 et pourraient agir comme réservoir de
parasites et participer a la transmission et au maintien de la maladie en zone d’endémie. Ces
sujets séropositifs requiérent donc une attention particuliére dans les stratégies de lutte contre
la maladie. En dépit de la mise en évidence d’infections mixtes, les résultats obtenus avec les
microsatellites montrent, malgré de nombreux échecs d’amplification par PCR dis a la faible
quantité d’ADN de trypanosomes présents dans les fluides biologiques, qu’il n’y a pas de
différenciation génétique entre les souches trouvées dans différents fluides biologiques. Une
différenciation génétique existe cependant entre souches de patients a des stades différents ou
entre souches prélevées a des dates différentes. Cela montre que les trypanosomes présents
dans chaque fluide biologique sont représentatifs du foyer et a ce titre, le suc ganglionnaire,
ou les échecs d’amplification sont les moins nombreux en Guinée, doit étre préféré dans cette
région d’ Afrique. Cela implique aussi que les aspects spatio-temporels ainsi que le stade de la
maladie doivent étre contrdlés pour étudier la structure fine des populations de trypanosomes,
ainsi que les techniques d’amplification par PCR, dont le succes a partir de souches amplifiés

directement des liquides biologiques est aléatoire.

Mots-clés : Génétique des populations, Trypanosoma brucei gambiense, Afrique de 1’Ouest,
marqueurs inicrosatellites, séropositifs, épidémiologie, Maladie du sommeil.
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ABSTRACT

Human African trypanosomiasis (HAT) is a parasitic disease caused by the
kinetoplatid euglenozoa Trypanosoma brucei. The complexity of the clinical evolution of the
disease is frequently mentioned ranging from asymptomatic to acute forms with a diversity of
responses to the diagnostic tests (healthy subjects, HAT cases and seropositive subjects)
encountered in the field. This diversity of responses to infection is partly due to the genetic
diversity of the parasites that can be found in different biological fluids (blood, cerebrospinal
fluid and lymph node). The population biology of such a parasite can be assessed through the
study of molecular markers as microsatellite loci. From medical survey conducted in Cote
d’Ivoire and Guinea, we have characterized the trypanosomes present in the different
biological fluids of seropositive subjects and HAT patients from different stages of the
disease (earlier stage, intermediate stage and late stage). It appears from this study that
seropositive subjects are carriers of 7. b. gambiense group 1 and may thus act as a reservoir of
parasites. Theses seropositive subjects therefore require special attention in controi campaign.
The results obtained with microsatellites markers showed no genetic differentiation between
trypanosomes found in the different biological fluids. However, we were able to show that a
genetic differentiation exists between the strains from patients at different phase of the disease
and between strains sampled at different dates. Consequently, the trypanosomes found in any
of the three body fluids is representative of those circulating in the focus, the strains found in
the lymph nodes proving, in Guinean foci, the most successful DNA amplifications due to a
higher parasite concentration in that fluid in that part of Africa. Our results also show that the
spatio-temporal scales and the stage of the disease are parameters that will have to be taken
into account if precise population genetic studies are in order. We have also demonstrated the
unstable nature of DNA amplification directly from body fluids, which will require to be

improved by further studies.

Key-words: Population genetic, Trypanosoma brucei gambiense, West Africa,

Microsatellites markers, Seropositives, epidemiology, Sleeping sickness.
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INTRODUCTION

La Trypanosomose Humaine Africaine (THA) ou maladie du sommeil est une maladie
parasitaire a transmission vectorielle. L’agent pathogéne est un trypanosome de 1’espéce
Trypanosoma brucei. Classiquement, cette espece est subdivisée en trois sous-especes sur la
base de criteres extrinseques (hdte, distribution géographique et aspect clinique);
Trypanosoma brucei gambiense (T. b. gambiense) est responsable de la forme chronique de la
THA en Afrique de I'Ouest et Centrale, Trypanosoma brucei rhodesiense (T. b. rhodesiense)
est responsable de la forme aigué€ de la THA en Afrique de I'Est et Trypanosoma brucei
brucei (T. b. brucei), non pathogéne pour I’homme, est responsable du nagana chez les
animaux (Hoare, 1972). La transmission aux hotes mammiféres, homme et animal, est assurée
par un insecte vecteur hématophage, la glossine (genre Glossina) ou mouche tsé-ts¢, chez
lequel le parasite accomplit un développement plus ou moins complexe avant d’étre a

nouveau transmis.

La THA reste un probléme majeur de santé publique en Afrique Subsaharienne ou elle
se place en terme de" Disability Adjusted Life Years lost " (DALYs, somme de la perte
d’années de vie par mortalité prématurée et d’années de vie productive par incapacité) au
troisiéme rang des maladies parasitaires, derri¢re le paludisme et la schistosomiase (Cattand,
2001; Fevre et al., 2008). Elle existe sous forme épidémique ou endémique dans plus de 260
foyers répartis dans 36 pays en Afrique Subsaharienne. En 1998, 40 000 cas de THA ont été
rapportés mais le nombre de personnes infectées est estimé a 300 000 et celui des personnes a
risque a 56 millions (WHO, 1998). En 2009, aprés des efforts de lutte, le nombre de cas
rapportés est passé en dessous de 10 000 (9689) pour la premiere fois depuis 50 ans et le
nombre réel de cas est estimé a 30 000 (WHO, 2010; Simarro et al., 2011). C’est dans ce
contexte encourageant que 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et I’Union Africaine
(UA) viennent de lancer d’importantes campagnes d’élimination de la THA et des glossines a

I’échelle du continent (Kabayo, 2002; Simarro et al., 2008; Simarro et al., 2010).

La Guinée fait partie de ces pays endémiques touchés par la réémergence de la THA a
la fin du 20°™ siécle. On estime & 2,5 millions, le nombre de personnes exposées au risque de
la maladie, soit plus du tiers de la population totale estimée a 6,5 millions en 1994. Il y a une

transmission particuliérement active du parasite en Basse Guinée qui comprend les foyers de



Boffa, Dubréka et Forécariah. La Guinée est actuellement le pays le plus touché par la
maladie en Afrique de I’Ouest avec 620 trypanosomés dépistés de 2002 a 2008
principalement sur le littoral en zone de mangrove (Camara et al., 2005; Simarro et al., 2008).
C’est donc dans ce pays de la sous-région que doivent se concentrer les recherches et les

efforts de lutte.

La THA évolue chez ’homme en deux phases : la premiére, lymphatico-sanguine
(premiére phase) durant laquelle le parasite se multiplie dans le sang et dans la lymphe, et la
deuxiéme, méningo-encéphalitique (deuxiéme phase) qui correspond au passage du parasite
dans le liquide céphalo-rachidien (LCR). Au cours de la phase lymphatico-sanguine, le
trypanosomé présente des signes cliniques non spécifiques tels que des acces de fievre
fréquents, des céphalées ou des signes cutanés. La phase méningo-encéphalitique se
caractérise habituellement par [’apparition de troubles neurologiques (troubles du
comportement, de la conscience, de la motricité) et, sans traitement, conduit & la mort du
malade (Jannin et al., 1993; Dumas et Bouteille, 1996; Brun et al., 2010). Dans le cas de la
forme chronique a T. b. gambiense, la premiére phase peut durer plusieurs années, la
parasitémie fluctuante reste faible et a tendance a décroitre, les symptomes sont peu
prononcés. L apparition des troubles neurologiques lors de la deuxiéme phase est souvent trés
progressive. Dans le cas de la forme aigu€ & 7. b. rhodesiense, la phase lymphatico-sanguine
ne dure que quelques semaines a quelques mois, les symptomes sont plus marqués, I’atteinte
du systéme nerveux est brutale et la mort peut survenir en quelques mois. Cependant, cette
description classique de la maladie ne refléte qu’une vision partielle de la réalité. Par
exemple, une importante diversité clinique a été observée en Afrique de I’Ouest et Centrale
(Jamonneau er al., 2002; Jamonneau et al, 2004a), allant de formes asymptomatiques
(Jamonneau ef al., 2004a; Checchi et al., 2008) a des formes aigués (Truc et al., 1997; Garcia

et al., 2000) « caractéristiques » de la forme rhodésienne.

Historiquement, la lutte contre la THA a reposé essentiellement sur le dépistage et le
traitement des trypanosomés. Le diagnostic clinique de la maladie étant difficile (Jannin ef al.,
1993; Sternberg, 2004), des tests parasitologiques (diagnostic direct) qui visent a rechercher la
présence du parasite dans les fluides biologiques (sang, suc ganglionnaire et liquide céphalo-
rachidien) ou des tests sérologiques qui cherchent a mettre en évidence de fagon indirecte
(diagnostic indirect) I’infection parasitaire ont ét¢ développés. Lors du dépistage sur le terrain,

le diagnostic indirect est utilisé pour déterminer lez individus sur lesquels porteront les
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examens du diagnostic direct dont seul le résultat positif (mise en évidence du parasite) peut
justifier 1’administration d’un traitement (WHO, 1998). Cependant les techniques
actuellement utilisées manquent souvent de sensibilité et/ou de spécificité : les équipes de
dépistage doivent donc faire face a une situation plus complexe que la dichotomie
trypanosomé/non-trypanosomé et notamment & des individus positifs en sérologie sans
confirmation parasitologique (Garcia et al., 2000) que ’on nomme classiquement « sujets
séropositifs » . Dans la majorité des cas, ces individus ne regoivent pas de traitement. Ces
sujets séropositifs sont suspectés de constituer un réservoir humain de parasites et de

contribuer au maintien de I’endémie dans un foyer (Garcia et al., 2006).

La diversité clinique et la diversité de résultats aux tests de dépistage témoignent
d’une importante diversité de réponses a l’infection liée a des interactions complexes
hétes/parasites. L origine de cette diversité doit étre recherchée a la fois chez le parasite
(variabilité génétique) et chez I’hdte (susceptibilité individuelle a la maladie) (Garcia et al.,
2006). Les trypanosomes peuvent étre rencontrés chez 1’hote dans trois fluides biologiques
différents tels que le sang, le suc ganglionnaire et le LCR. La présence de génotypes
différents de trypanosomes dans le sang et dans le LCR d’un méme patient a déja été évoquée
(Truc et al.,, 2002). L’existence d’un tropisme tissulaire par différents génotypes de
trypanosomes est suspectée comme c’est le cas pour 7. cruzi agent pathogéne de la maladie de
Chagas (Valadares et al., 2008). Ce tropisme tissulaire pourrait étre impliqué dans la diversité

de réponses a I’infection.

Les marqueurs microsatellites se sont récemment montrés trés prometteurs pour
étudier la variabilité génétique des microorganismes (Tibayrenc, 1998; De Meeiis et al., 2007)
dont les trypanosomes morphologiquement non distinguables de ’espéce T. brucei (Biteau et
al., 2000, Balmer et al., 2006; Koffi et al., 2007). En effet, ils se sont montrés suffisamment
polymorphes pour mettre en évidence une diversité génétique au sein de 7. b. gambiense
groupe 1 (Koffi er al., 2007; Koffi er al., 2009) qui est le seul taxon monophylétique du
groupe (Gibson, 2007). Ils ont notamment permis pour la premiére fois de meitre en évidence
une structuration géographique et temporelle parmi les populations de 7. b. gambiense
circulant en Guinée et en Cdte d’Ivoire (Koffi et al., 2009). Ils ont aussi permis de confirmer
’existence d’infections multiples chez un méme patient (Jamonneau et al., 2003; Koffi et al.,
2007), potentiellement impliquées dans la diversité clinique (Jamonneau et al., 2004b).

D’autre part, des résultats préliminaires ont montré que ces marqueurs semblaient étre assez



sensibles pour caractériser les trypanosomes directement a partir d’échantillons biologiques
sans passer par I’isolement et la mise en culture des trypanosomes qui sont des protocoles

extrémement lourds et onéreux (Koffi et al., 2007).

Les travaux présentés dans cette these se sont focalisés sur 1’étude de la diversité
génétique des trypanosomes du sang, du suc ganglionnaire et du LCR, circulant dans les trois
foyers de THA (Boffa, Dubréka, Forécariah) du littoral guinéen ainsi que dans le foyer de
Bonon en Cote d’Ivoire, en utilisant les marqueurs microsatellites afin de répondre aux

questions suivantes :

(1) Les sujets séropositifs apparemment aparasitémiques sont-ils porteurs de 7. b.
gambiense, et si oui, les trypanosomes détectés sont-ils identiques a ceux trouvés chez les

trypanosomés positifs aux tests parasitologiques ?

(ii) Les trypanosomes circulant dans les différents fluides biologiques de I’homme
sont-ils identiques ? Quelle est la fréquence des infections mixtes chez 1I’h6te ? Existe-t-il des

corrélations entre diversités génétique et clinique ?

(iii) Existe-t-il une structuration génétique dans 1’espace et dans le temps dans les
zones d’étude géographiquement proches les unes des autres, et si oui, quelles sont les
conséquences pour la mise en place d’un projet d’élimination de la THA en perspective dans

ces zones ?

(iv) D’un point de vue technique, les marqueurs microsatellites sont-ils I’outil de choix

pour étudier les trypanosomes directement a partir des échantillons biologiques ?

Dans ce document, nous présenterons d’abord une synthése bibliographique, de la
problématique. Suivra une partie expérimentale, qui traitera d’une part de la surveillance
épidémiologique de la THA en Afrique de I’Ouest et présentera les zones d’étude ; et qui
d’autre part traitera de trois activités de recherche. Enfin, une discussion générale sur

I’ensemble des résultats obtenus conclura ce mémoire.
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CHAPITRE 1 : LA TRYPANOSOMOSE HUMAINE
AFRICAINE OU MALADIE DU SOMMEIL

La Trypanosomose Humaine Africaine (THA) ou maladie du sommeil est une maladie
parasitaire qui sévit dans 36 pays du continent africain dans une zone géographiquement
située entre 15° de latitude nord et 23° de latitude sud, correspondant 4 la zone de répartition
des glossines ou mouches tsé-tsé. Ces vecteurs transmettent & 1’homme, 7. b. gambiense
responsable de la forme "chronique" de la maladie en Afrique de 1’Ouest et Centrale et 7. b.

rhodesiense responsable de la forme "aigué” en Afrique de I’Est (Courtioux et al., 2008).

1.1. Les premieres descriptions de la maladie

Les manifestations de la maladie du sommeil sont décrites depuis longtemps. Le
premier écrit connu sur cette maladie remonte au 14°™ siécle. Il est attribué & I’historien arabe
Ibn Khaldoum, qui rapporte le déceés du Sultan Maariy Djazaa au Mali, aprés une longue
maladie se terminant dans un état de sommeil continu. En 1734, dans son ouvrage « the Navy
Surgeon » John Atkins, chirurgien de la marine anglaise, décrit pour la premiere fois cette
affection qu’il appelle alors "sleeping distemper" ou "perturbation du sommeil". Ce demier a
observé en 1721, I’existence de la maladie sur la Céte de Guinée, en particulier chez des
individus jeunes. Ce méme syndrome est décrit sous le nom de "lethargus" en 1803 par
Winterbottom, qui attire [’attention sur I'importance de I’hypertrophie des chaines
ganglionnaires cervicales. Ce signe porte désormais son nom, mais il était déja connu des
marchands d’esclaves, qui rejetaient ceux qui portaient de tels ganglions (Louis et al., 2002).
Par la suite et jusqu’au début du 19°™ siécle, la maladie est signalée dans diverses parties de
I’Afrique. Elle est bien connue des populations autochtones, qui la craignent et 1’ont souvent
individualisée des autres pathologies. En témoignent les nombreux noms vernaculaires que
’on a pu retrouver : mdrree, nluoi, nagonloe, kadeera, kee kbllee kondee, seenoyuncaree en
Afrique de 1’Ouest, mais aussi meki abe, meze’e, matségué en Afrique Centrale (Louis ef al.,

2002).



1.2. Identification de I’agent pathogene

Les premiéres descriptions remontent au début des années 1840. C’est en 1841 que
Gabriel Gustav Valentin, en Suisse, décrit pour la premiére fois un trypanosome, dans une
truite saumonée du lac de Berne. En 1843, David Gruby trouve & son tour un trypanosome
dans une grenouille, et entreprend la premiére classification de ce nouveau genre parasitaire.
Puis en 1861, David Evans trouve des trypanosomes dans des chevaux et des chameaux
atteints de surra en Inde : c’est la premiére relation entre un trypanosome et une maladie. En
1891, au Zululand, Gustave Nepveu est le premier a identifier des trypanosomes dans le sang
humain. En 1895, au Zululand, David Bruce établit la relation entre les trypanosomes et les
glossines dans le nagana du bétail. En 1898, pour Brault et Lapin, « |’agent pathogéne
pourrait étre un protozoaire sanguicole dans le genre du trypanosome». En 1901, Aldo
Castellani trouve des trypanosomes dans le LCR humain de méme que Joseph Averett Dutton.
A cette méme date, Michael Forde observe des " vermicules mobiles " a ’examen du sang et
du LCR d’un patient en Gambie. Forde et Dutton identifient 1’agent pathogéne : c¢’est un
trypanosome que Dutton décrit en 1902 sous le nom de Trypanosoma gambiense (découvert
en Gambie). En 1901 toujours, Emile Brumpt, qui traverse I’ Afrique d’Est en Ouest, établit le
role de la glossine dans la transmission de la maladie humaine. De 1841 a 1901, la maladie et
son épidémiologie ont été définies (Louis et al., 2002). Il y’aura par la suite de nombreuses
améliorations a cette connaissance. En 1903, Dutton et Todd retrouvent plusieurs fois le
méme trypanosome chez des africains en Gambie, et la méme année, Castellani trouve en
Ouganda des trypanosomes dans le LCR des trypanosomés atteints de THA. 1l pense alors
qu’il existe deux especes différentes de trypanosomes humains, ’'une sanguicole, peu
pathogene et 'autre se localisant dans les centres nerveux et responsable de la maladie du
sommeil ; il nomme cette derniére espece : Trypanosoma ugandense. Mais toujours en 1903,
Bruce et Nabarro constatent que les trypanosomes sanguicoles sont identiques a ceux du
systéme nerveux et qu’ils constituent le premier stade de la maladie. Bruce confirme alors que
Trypanosoma gambiense est ’agent étiologique de 1’endémie sommeilleuse et fournit la
preuve expérimentale que les glossines de ’espece Glossina palpalis sont le vecteur de la
maladie.

De 1895 a 1910, une épidémie s’est déclenchée et va ravager tout le bassin du Congo,

de I’ Atlantique au lac Victoria, causant 200 000 a 300 000 décés. La rive du lac Victoria est

particulierement touchée et la déeision est prise en 1902, de déplacer les populations de 5 2
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35km a D’intérieur des terres pour rompre le contact homme-mouche. C’est le premier

exemple de lutte & grande échelle (Louis et al., 2002).

En 1903, une enquéte effectuée par Kermorgant fait ressortir qu’a I’époque, la
Casamance (Sénégal), le pays lobi et le Yatenga (Haute-Volta, actuel Burkina Faso), le
Wasulu (Guinée) et P’intérieur de la Cdte d’Ivoire, étaient particuliérement concernés par la
maladie du sommeil. Paul Gouzien (1908) pense que " I’endémo-épidémie semble d’abord
avoir remonté le cours de la Volta principale dés son embouchure dans le golfe de Guinée,

pour s’épandre ensuite vers l’intérieur des terres, par le réseau de ses nombreux affluents ".

A partir de 1908, on rapporte d’Afrique de 1I’Est, des cas de maladie du sommeil
remarquables par leur sévérité et leur courte durée. Stephens et Fantham en 1910 étudient une
souche isolée sur un des premiers cas reconnus de cette nouvelle forme. de maladie et
constatent, qu’elle differe de 7. gambiense par sa grande virulence pour les animaux de
laboratoire. Ils nomment ce nouvel agent pathogéne Trypanosoma rhodesiense (découvert en
Rhodésie). En 1912, Kinghorn et Yorke démontrent le role de Glossina morsitans dans la
transmission de ce parasite, pendant qu’Emile Roubaud et Gaston Bouet en 1913, montrent

que le cycle du trypanosome chez la glossine varie en fonction des espéces de parasites.

1.3. Des grandes épidémies du 20™™ siécle 2 la situation actuelle

L'Afrique a connu au siécle dernier plusieurs grandes épidémies : la premiére de 1896
a 1906 a affecté 1’Afrique Equatoriale, principalement en Ouganda et dans le Bassin du
Congo avec 800 000 décés (Louis et Simarro, 2005). La deuxiéme épidémie a débuté dans les
années 1920 et a touché de nombreux pays en Afrique Centrale et de 1’Ouest. Cette épidémie
a été efficacement combattue au Burkina Faso et au Cameroun par des équipes mobiles qui
ont organisé le dépistage chez des millions de personnes a risque (Jamot, 1935). Vers le
milieu des années 1960, la maladie avait presque entiérement disparu. Aprés ce succes, la

surveillance s’est relachée et on a assisté a une résurgence de la maladie (Figure 1).
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Figure 1: Nombre de cas de THA signalés et population dépistée, 1939-2004
(Steverding, 2008).

Colonnes grises: nombre de cas de THA signalés ; cercles noirs : population dépistée.

En 1986, 1’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) estimait que 70 millions de
personnes €taient exposées au risque de la maladie dans 36 pays d’Afrique subsaharienne
(WHO, 1986). En 1998, presque 40 000 cas de THA ont été rapportés mais le nombre réel de
personnes infectées était estimé a 300 000 (WHO, 1998). 11 faut savoir qu’en régle générale,
les chiffres de surveillance épidémiologique ne représentent que la partie visible de 1’iceberg
car, seules environ 10% des personnes exposées bénéficient d’une surveillance active dans les
zones a risque par manque de moyens des services sanitaires des pays concernés (WHO,
1998). Face a cette situation alarmante, les pays concernés, avec le soutien financier de
plusieurs partenaires et le soutien financier et logistique de ’OMS et d’organisations non-
gouvernementales (ONG), ont réorganisé la lutte contre la THA, notamment par la création de
programmes nationaux de lutte. Les activités de recherche et de lutte conire la THA menées
par ces programmes er. collaboration avec des institutions de recherche ont progressivement

permis d’endiguer cette nouvelle épidémie.

Entre 2000 et 2009, sur 36 pays considérés comme endémiques, 24 ont recu la prise en
charge exclusive de ’OMS pour évaluer la situation épidémiologique de la THA ou établir
des activités de contréle et de surveillance (Bénin, Burkina Faso, Cameroun, Tchad, Cote
d'Tvoire, Gabon, Ghana, Guinée, Guinée Bissau, Kenya, Libéria, Malawi, Mali, Mozambique,

Nigeria, Rwanda, Sénégal, Sierra Leone, Swaziland, Togo, Ouganda, Tanzanie, Zambie et
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Zimbabwe); six pays ont re¢u le soutien de ’OMS ainsi que des ONG ou par le biais de la
coopération bilatérale (Angola, République Centrafricaine, Congo, République Démocratique
du Congo, Guinée Equatoriale et Soudan) et enfin six pays (Botswana, Burundi, Ethiopie,
Gambie, Namibie et Niger) qui n’ont pas signalé de cas au cours des 20 derniéres années,
n’ont pas re¢u de soutien de ’OMS (Simarro et al., 2011). Le nombre de nouveaux cas
rapportés sur le continent a été réduit : entre 1998 et 2004, le nombre des deux formes de
THA (T. b. gambiense et T. b. rhodesiense) a baissé de 37 991 a 17 616. Le nombre réel de
personnes infectées était estimé entre 50 000 et 70 000 (WHO, 2010). En 2009, aprés des
efforts de lutte, le nombre de cas rapportés a chuté en dessous de 10 000 (9878) pour la
premiére fois depuis 50 ans. Il représente une baisse de 63% depuis 2000 (Figure 2) (Simarro
et al., 2010). Le nombre réel de cas est aujourd’hui estimé a 30 000 (WHO, 2010). En 2009,
seuls deux pays ont signalé plus de 1000 nouveaux cas, a savoir la République Centrafricaine
et la République Démocratique du Congo représentant respectivement, 11% et 73% de
I’ensemble des cas signalés. Le Tchad a rapporté plus de 500 cas. Trois pays (Angola,
Soudan, Ouganda) ont rapporté plus de 100 cas. Onze pays ont déclaré moins de 100 cas :
Cameroun, Congo, Co6te d’Ivoire, Gabon, Guinée, Guinée Equatoriale, Kenya, Malawi,
Tanzanie, Zimbabwe. Enfin, 19 pays répertoriés comme étant endémiques n’ont signalé aucun
cas en 2009. Sept d’entre eux ont bénéficié d’activités de surveillance : Bénin, Burkina Faso,
Ghana, Mali, Nigeria, Sierra Leone et Togo. Neuf n’ont pas d’activités de surveillance
réguliére mais n’ont signalé aucun cas depuis des décennies : Burundi, Ethiopie, Gambie,
Guinée-Bissau, Libéria, Mozambique, Niger, Rwanda, Sénégal. Cependant, ces derniers pays
méritent une surveillance épidémiologique afin de clarifier leur situation. Deux pays, a savoir
le Botswana et la Namibie sont considérés comme indemnes de la maladie due & la récente

mise en ceuvre avec succes des campagnes d’élimination des glossines.

De maniére générale, on remarque sur la Figure 2 une décroissance rapide du nombre
de cas dépistés de 1998 a 2006, puis une décroissance plus lente et I’ apparition d’un plateau a
partir de 2006. Ce plateau pourrait €tre di @ une augmentation de la population visitée (et
donc une augmentation du nombre de cas dépistés méme en cas de baisse des prévalences), ou
a la diminution de ’efficacité des efforts de lutte déployés, principalement médicaux. Cette
question est d’autant plus importante dans le contexte actuel des vastes campagnes
d’élimination des trypanosomoses lancées par I’OMS (Simarro et al., 2008; Simarro et al.,

2011) et I’'Union Africaine via le PATTEC (Pan African Tsetse Eradication Campaign)
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(Kabayo, 2002), campagnes lors desquelles il sera impératif d’optimiser les efforts de lutte

surtout st le support financier revenait & décroitre comme ce fiit le cas dans les années 1970.
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Figure 2 : Evolution du nombre de cas rapportés des deux formes de la THA (1998-
2009) (Simarro et al., 2010)

En Afrique de P’Ouest, la THA sévit actuellement en Guinée et en Cote d’Ivoire
(Tableau I). En Guinée, la THA était déja fortement prévalente dans les années 1930-1940
(Brengues ef al., 1964). On estime actuellement a 2,5 millions Je nombre de personnes
exposées au risque de la maladie (aire de répartition des glossines), soit plus du tiers de la
population totale du pays estimée a 6,5 millions en 1994 (Camara et al., 2005). La Guinée est
classée dans le groupe des pays & niveau d’endémicité élevé (WHO, 2010) et la prévalence y
est probablement la plus forte parmi les pays de la sous-région d’Afrique de I’Ouest (Courtin
et al., 2008). Peu d’¢tudes ont concerné la THA en Guinée et peu de données sont disponibles
malgré les efforts réalisés par le Ministere de Ja santé et le programme national de tutte contre
la THA (PNLTHA). En Guinée, I’endémie s’exprime a travers un faciés épidémiologique
particulier en rapport avec |’écosystéme de mangrove, dont la topographie s’étend sur la zone
cotiere depuis la frontiére de la Sietra Leone a celle de la Guinée Bissau. Cette zone concerne

principalement les préfectures de Boffa, Dubréka et Forécariah (Vanhecke ef «l., 2010). Les
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cas de THA sont originaires de la mangrove ot les gens s’exposent au risque d’infection lors
de la péche, la culture du riz, la collecte du bois de chauffage et du sel (Courtin ef al., 2010a).
Moins de 100 nouveaux cas de THA sont rapportés par an (Simarro et al., 2010; WHO,
2010). En Afrique de 1’Ouest, les efforts de lutte se concentrent sur la Guinée qui est le pays
le plus touché par la THA. C’est ainsi qu’une initiative d’élimination de la maladie dans les

foyers de mangrove qui sont particuliérement concernés est en cours de mise en ceuvre.

En Cote d’Ivoire, la transmission est signalée chez les travailleurs des plantations de
cacao et de café dans le Centre-ouest du pays qui comprend les foyers de Daloa (région du
Haut-Sassandra), Sinfra et Bonon (région de la Marahou€) et Oumé (région Fromager). Des
cas sporadiques sont également signalés dans le Sud-est (Aboisso, région Sud de la Comoé) et
de I’Ouest (région du Moyen Cavally) (Simarro et al., 2010). La plupart des cas de THA sont

regroupés dans le foyer de Bonon en Céte d’Ivoire (Tableau I) (Simarro et al., 2010).
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Tableau 1 : Maladie du sommeil a 7. b. gambiense: nouveaux cas rapportés entre 2000 et 2009 (Simarro ef al., 2010)

Pays 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 Total
Angola 4546 4577 3621 3115 2280 1727 1105 648 517 247 22383
Benin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Burkina Faso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cameroun 27 14 32 33 17 3 15 7 13 24 185
République Centrafricaine 988 718 572 539 738 666 460 654 1194 1054 7583
Tchad 153 138 715 222 483 190 276 o7 196 510 2980
Congo 111 894 1005 717 873 398 300 189 182 87 4756
Cote d'Ivoire 188 92 97 68 74 42 29 13 14 8 625
République Démocratique du Congo 16975 17322 13853 11481 10363 10263 8023 8162 7326 7183 110963
Guinée €quatoriale 16 17 32 23 22 17 13 15 11 7 173
Gabon 45 30 26 26 49 53 31 30 24 14 328
Gambie - - - - - - - - 0
Ghana 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Guinée 52 72 132 130 a5 94 48 69 S0 79 861
Guinée-Bissau - - - - - - - - - - 0
Liberia - - - - - - - - - 0
Mali t] 4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Niger - - - - - - - - - 0
Nigeria i4 14 26 31 10 21 3 0 0 0 119
Senegal - - - - - - - 0
Sierra Leone - - - - - - - - - - 0
Soudan 1801 1919 3121 3061 1742 1853 789 469 623 376 15754
Togo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ouganda 948 310 604 517 378 311 250 120 198 99 3775
Total des cas rapportés 25865 26117 23836 19963 17130 15644 11382 10473 10388 9688 170486




La lutte contre cette maladie repose sur deux principales stratégics, |’une médicale
basée sur le diagnostic et le traitement des trypanosomés afin de réduire le réservoir humain
de parasites, I’autre basée sur la lutte contre les glossines visant 4 réduire le réservoir de
vecteurs de parasites mais aussi les densités de mouches tsétsé pour réduire les chances de
transmission du parasite. Malheureusement, la lutte anti-vectorielle (LAV) principalement
chimique est souvent peu utilisée dans le cadre de la lutte contre la THA, surtout pour des
raisons logistiques et financiéres. Des projets sont en cours pour réduire le cofit et optimiser
cette stratégie de lutte (Rayaisse et al., 2010) qui a déja prouvé son efficacité (Laveissiere et
Meda, 1993). Actuellement, la lutte contre la THA repose donc essentiellement sur la lutte
médicale et la surveillance épidémiologique. La partie suivante décrit les méthodes utilisées

pour diagnostiquer et traiter les trypanosomeés.

1.4. Le diagnostic et le traitement de la THA

La démarche médicale du diagnostic repose souvent sur un diagnostic clinique. Le

prochain paragraphe décrit les manifestations cliniques de la THA.

1.4.1. Le diagnostic clinique

Les signes et symptomes qui caractérisent la maladie du sommeil sont en général les
mémes pour la forme chronique gambienne et pour la forme aigué rhodésienne, la différence
étant 1’évolution plus ou moins rapide vers I’atteinte neurologique puis la mort. La maladie
évolue chez ’homme en deux phases: la premiére phase ou phase lymphatico-sanguine
durant laquelle le parasite se multiplie dans le sang et la lymphe, et la deuxiéme phase ou
phase méningo-encéphalitique qui correspond au passage du parasite dans le LCR puis a

I’envahissement du systéme nerveux central (SNC) (Kristensson et al., 2010).

Chez ’homme, on observe un chancre d’inoculation (trypanome) qui apparait dans les
quelques jours suivant la piqtire d’une glossine infectée. Il se caractérise par un érythéme, une
élévation de la température, un cedéme et une hyperesthésie. Tout autour de la zone
ccdématiée, on observe généralement une zone circulaire desquamée (furoncle non purulent).
Cette lésion est le témoin de la multiplication du trypanosome in situ, qui envahit ensuite le

systtme lymphatique puis sanguin. Il est fréquemment observé dans l’infection & 7. b.
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rhodesiense mais rare dans ’infection a T. b. gambiense. Ensuite, au cours de la premiére
phase, les symptomes les plus couramment observés sont la fiévre, les céphalées, 1’asthénie et
des douleurs musculaires et articulaires (Louis er al., 2001). Ces symptdmes apparaissent de
fagon cyclique (on parle de pics fébriles) et sont témoins de la production de vagues
successives de parasites et de réponses immunitaires. Des signes plus spécifiques traduisent
I’envahissement des différents viscéres tels que le foie, la rate et le cceur. Une
hépatosplénomégalie ainsi que des troubles cardio-vasculaires sont aussi parfois rencontrés.
Des signes cutanés, spécifiques ou non, sont tres fréquents (prurit, éruptions cutanées et
trypanides). Les adénopathies cervicales (signes de Winterbottom) (Figure 3) apparaissent
pendant cette période, en réponse a ’envahissement du systéme lymphatique, et témoignent
de l’activité intense du systéme immunitaire. D’autres signes cliniques comme des cedémes
(des membres ou de la face) ou des troubles endocriniens (aménorrhée, impuissance)

apparaissent aussi au cours de la premiere phase et s’aggravent au cours de la deuxiéme

phase.

La plupart des signes cliniques décrits pour la premicre phase persistent lors de la
deuxiéme phase: certains ont tendance a s’effacer tels que les adénopathies,
’hépatosplénomégalie ou les signes cutanés. Les troubles du sommeil (insomnies nocturnes,
somnolences diurnes, hypersomnie permanente), les troubles moteurs, les troubles sensitifs
(hyperesthésie, paresthésie), les troubles du tonus (hypertonie, hypotonie), les troubles de la
coordination, les réflexes anormaux (réflexes ostéo-tendineux et cutanés), les troubles
neuroendocriniens (stérilité et perte de libido, trouble de la soif) et I’altération de 1’état mental
(conscience ralentie, confusion mentale, désorientation, coma, agressivité, indifférence,
euphorie, dépression) sont autant de signes fréquemment rencontrés et qui caractérisent
I’atteinte neurologique spécifique de la deuxieme phase (Figure 3). Cette énumération n’est
pas exhaustive et tout signe neurologique insolite doit alerter sur un risque de THA. En
I’absence de traitement, ’état général du trypanosomé se dégrade et il s’achemine plus ou
moins rapidement vers la cachexie sommeilleuse terminale (état grabataire) puis sombre dans

le coma et meurt d’encéphalopathie (Checchi et al., 2008).
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Figure c: Troubles du sommeil Figure d: Confusion mentale, désorientation

Figure 3 : Quelques signes cliniques de la THA (source : IRD/CIRDES)

Dans le cas de la forme chronique de la THA, la premiére phase peut durer de
plusieurs mois a plusieurs années, la parasitémie fluctuante restant souvent faible. Au cours de
cette phase, les symptdmes sont peu prononcés et le trypanosomé n’éprouve souvent pas le
besoin de consulter un médecin. Il reste donc dans le foyer et constitue une source de
contamination. L apparition des troubles neurologiques lors de la deuxiéme phase est souvent
trés progressive. Dans le cas de la forme aigu€ rhodésienne, la premiére phase ne dure que
quelques semaines & quelques mois, les symptomes sont plus marqués, [atteinte du systeme

nerveux est brutale et la mort peut survenir en quelques mois.

Il est cependant, actuellement de plus en plus admis que la dichotomie : forme
chronique a 7. b. gambiense versus forme aigué a 7. b. rhodesiense ne refléte qu'une vision
partielle de la réalité (Garcia er af., 2006). Concernant la forme gambienne, on observe une
grande diversit¢ d’évolutions « cliniques » allant de formes totalement asymptomatiques

(Jamonneau er al., 2000a) a des formes aigués (Truc ef al, 1997; Garcia ef al., 2000).
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L’existence de formes asymptomatiques dues & 7. b. rhodesiense est de plus en plus
fréquemment mentionnée (Tshimungu ef al., 2010). Un nombre d’éléments tend a faire penser
que la variabilité génétique des trypanosomes pourrait €tre impliquée dans la diversité de
tableaux cliniques observés, aussi bien pour la forme gambienne que rhodésienne de la

maladie (Smith et Bailey, 1997; MacLean e al., 2004).

Les signes cliniques de la THA manquent de spécificité et leur fréquence est variable
selon les individus et les foyers. Ils peuvent orienter le diagnostic, mais ne permettent pas de
I’établir, surtout dans le cas de la forme chronique gambienne pour laquelle la phase
lymphatico-sanguine est parfois totalement asymptomatique. De plus, il semble exister une
importante diversité d’évolutions cliniques. On a donc recours a des méthodes de diagnostic
direct ou tests parasitologiques qui cherchent a mettre en évidence la présence du parasite
dans les fluides biologiques (sang, suc ganglionnaire et LCR) et & des méthodes de diagnostic
indirect ou tests sérologiques qui recherchent des traces de passage du parasite dans les
mémes fluides biologiques. En pratique et pour des raisons logistiques et financiéres, les tests
sérologiques peu onéreux et simple d’emploi sont utilisés préalablement (diagnostic de masse)
pour déterminer les sujets sur lesquels porteront les tests parasitologiques. De nombreuses
méthodes de diagnostic direct ou indirect existent pour confirmer le diagnostic de la THA
(Chappuis et al., 2005). Nous ne décrirons ici que les méthodes actuellement utilisées en

pratique courante et notamment celles qui ’ont été dans le cadre de cette these.

1.4.2. Méthodes de diagnostic indirect

De nombreux tests sérologiques ont été développés pour la détection indirecte du
parasite par la mise en évidence d’anticorps ou d’antigenes spécifiques dans le sang, le plasma

ou le sérum.

Le CATT/T. b. gambiense, Card Agglutination Test for Trypanosomiasis, (Magnus et
al., 1978) est actuellement le plus utilisé en matiére de dépistage de masse. Il répond a toutes
les exigences d’un test de terrain : trés simple d’emploi, bon marché et de lecture immédiate
(Noireau et al., 1986). Le réactif du test CATT est une suspension lyophilisée de
trypanosomes sanguicoles fixés, stabilisés et colorés au bleu de Coomassie. Ils appartiennent
a un sérotype bien défini et sélectionné : le LiTat 1.3, qui permet d’obtenir une réactivité

optimale dans les différents foyers de THA. Le test ne nécessite qu’une goutte de sang prélevé
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a la pulpe du doigt sur microcapillaire. En présence d’anticorps spécifiques, se forment des
agglutinats macroscopiques colorés et visibles a Ucetl nu (Figure 4). Afin d’augmenter la
spécificité du test, un CATT sur dilutions successtves de plasma (CATT/pl) (Figure 5) est
effectué sur tous les individus positifs au CATT sur sang total (CATT/sg). Néanmoins, le test
CATT recommandé par 'OMS (WHO, 1998) pour le dépistage de masse présente comme
tous les tests sérologiques, des inconvénients. Des études ont montré qu’il manquait de
sensibilité dans le cas d’infections précoces (les anticorps recherchés ne circulent pas encore
dans le sang) ou d’infections ne produisant pas les anticorps recherchés (anti LiTat 1.3)
(Dukes et al., 1992). Un manque de spécificité souvent attribué a des réactions croisées avec
d’autres trypanosomes ou d’autres parasites humains (Noireau ef @/, 1986) ou a la persistance
d’anticorps durant plusieurs mois, voire plusieurs années aprés fraitement (Simarro ef al.,

1999; Chappuis et al., 2004) a aussi été évoqué.

... .4 .5
Fmﬂ

Figure 4: Illustration du CATT effectué sur sang total (CATT/sg) (source
IRD/CIRDES)

Sur la figure 4. 10 patients ont é1é testés correspondant aux 10 cercles numérotés de 1 a 10. Le cercle 8 montre

une agglutination qui signe un test CATT/sg positif pour le patient N°8.
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Figure 5: Ilustration du CATT effectué sur plasma (CATT/pl) (source IRD/CIRDES)

Les cercles 1 4 5 correspondent au CATT/pl effectué sur dilutions successives du plasma (cercle | = dilution 1/2,
2 = dilution 1/4; 3 = 1/8, 4 = 1/16 et 5 = 1/32) d’un sujet précédemment positif au CATT/sg (suspect
sérologique A). On voit que pour ce sujet, Ja derniére dilution montrant une agglutination est la dilution 1/4

(cercle 2), le résultat est noté CATT/pl = 1/4.

Les cercles 6 a 10 commespondent aux mémes dilutions d'un deuxieme suspect sérologique B. Pour ce sujet, la

dernigre dilution montrant une agglutination est la dilution 1/8 (cercle 8), le résultat est noté CATT/pl = 1/8.

De nouvelles techniques. comme le Latex/7. b. gambiense (Buscher ef al., 199];
Buscher et al., 1999), ont été développées ces demiéres années pour améliorer les
performances du diagnostic sérologique. Cependant les résultats de [’évaluation (Jamonneau
et al., 2000b; Penchenier et al, 2003) montrent que les problémes de sensibilité et de
spécificité demeurent. Actuellement, des résultats prometteurs ont €té obtenus par une
méthode de détection d’anticorps (par ELISA) dans la salive des patients, qui présente en plus
J’avantage d’un prélevement non invasif (Lejon er al., 2006). Cette technique est encore en

cours d’évaluation.

Cependant, et de manjére générale, en cas de positivité de I'un de ces tests, le parasite

doit étre mis en évidence par une méthode directe pour décider du traitement (WHO, 1998).
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1.4.3. Méthodes de diagnostic direct

Le traitement de la THA nécessite au préalable la mise en évidence directe du parasite
dans la lymphe, le sang ou le LCR du patient (WHO, 1986). La recherche du parasite dans la
lymphe se fait en cas de présence d’adénopathies cervicales, par examen direct au microscope
optique du suc ganglionnaire ponctionné et étalé entre lame et lamelle. La recherche du
parasite dans le sang peut se faire par ’examen au microscope optique du frottis sanguin ou
de la goutte épaisse. Cependant, dans le cas des infections & 7. b. gambiense, la parasitémie
est souvent trés faible et pour obtenir une meilleure sensibilité, on utilise souvent des
méthodes de concentration comme la centrifugation en tubes capillaires CTC, (Woo, 1970), le
Quantitative Buffy-Coat QBC, (Bailey et Smith, 1992) ou la filtration sur mini-colonne
échangeuse d’ions (miniature Anion Exchange Centrifugation Technique, mAECT), (Lanham
et Godfrey, 1970; Lumsden et al., 1977).

La mAECT est la méthode la plus sensible pour la détection des trypanosomes dans le
sang (Chappuis et al, 2005). Sur mini-colonne, les trypanosomes sont séparés & partir de
350ul de sang par chromatographie échangeuse d’anions sur du diethylaminoethyl (DEAE)
cellulose. Les trypanosomes sont €lués ensuite dans un tube collecteur transparent et
concentrés par centrifugation. La recherche des parasites se fait par observation directe de
I’éJuét de trypanosomes au microscope optique. La quantité de sang examiné permet un seuil
de détection de 50 trypanosomes/ml de sang (Buscher er al, 2009). Des études
expérimentales récentes auxquelles j’ai participé ont permis d’améliorer le protocole de la
mini-colonne (Buscher ef al., 2009) et d’améliorer le seuil de détection a 10 tryp/ml en
utilisant du buffy-coat en amont du test (Camara et al., 2010). Cependant, il est toujours
reproché a ces tests parasitologiques actuellement utilis€és de manquer de sensibilité du fait
des parasitémies faibles (Koffi er al., 2006). Pour le dépistage de la THA, on utilise des arbres
décisionnels qui font intervenir des tests s€rologiques et parasitologiques. La Figure 6 décrit
un exemple d’arbre décisionnel qui est celui qui a été utilisé dans le cadre de ce travail et qui
est souvent utilisé dans les zones de faibles prévalences rencontrées en Afrique de I’Ouest. La
premiére étape consiste a recenser toutes les personnes présentes sur lesquelles est effectué le
test de dépistage de masse, le CATT/sg. Les sujets positifs a ce test sont alors prélevés au pli
du coude pour effectuer le CATT/pl. Les examens parasitologiques (mAECT et/ou
observation micorscopique du suc ganglionnaire) sont alors effectués sur tous les sujets

positifs au CATT/pl (CATT/pl > 1/8). Les sujets positifs a 1’un de ces tests (parasite mis en
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évidence) sont alors confirmés trypanosomés. II faut alors effectuer un diagnostic de phase sur

le LCR afin de déterminer le stade de la maladie qui conditionne le traitement.

Recensement

4|  CATT sur sang total

Sujet indemne

de THA
+
Sujetindemne | CATT Suf plasmav
de THA
o+
_ Examens parasitologiques :

- mAECT

Sujet séropositif |<—— ) .
, - suc ganglionnaire

Trypanosomés

Figure 6 : Dépistage de la trypanosomose humaine africaine, arbre décisionnel utilisé

dans le cadre de ce travail.
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1.4.4. Diagnostic de phase et traitement de la THA

L’examen du LLCR permet de déterminer s’il y a atteinte du systéme nerveux central
(diagnostic de phase) et donc le stade de la maladie qui conditionne la nature du traitement a
administrer selon ’espéce de T. brucei considérée (Docampo et Moreno, 2003; Radwanska,
2010). Le diagnostic de phase peut se faire de facon directe par simple ou double
centrifugation du LCR (Cattand et al., 1988; Miezan ef al., 2000) ou de fagon indirecte par
comptage des leucocytes (cytorachie). L’OMS préconise, pour un diagnostic de deuxiéme
phase, une cytorachie supérieure a 5 cellules/ul avec ou sans mise en évidence des

trypanosomes dans le LCR (WHO, 1998).

De maniére générale, un trypanosomé en premicre phase lymphatico-sanguine (stadel;
cytorachie < S cellules/pl et absence de trypanosome dans le LCR) sera traité a la pentamidine
(Sanderson et al., 2009) utilisée pour les infections a 7. b. gambiense, ‘ou 4 la suramine
sodique (Iten et al., 1995) pour les infections & T. b. rhodesiense. Un trypanosomé en seconde
phase neurologique (stade 2, cytorachie > 5 cellules/ul avec ou sans trypanosomes dans le
LCR) sera traité au mélarsoprol quelle que soit la forme de THA. La deuxiéme phase de la
forme gambienne peut aussi €tre traitée a 1’éflornithine (D, L-a-difluorométhylornithine
[DFMO]) (Heby et al, 2007). 1l faut préciser que les médicaments utilisés pour les
trypanosomés en premiére phase (pentamidine, suramine) sont considérés peu toxiques, alors
que le mélarsoprol utilisé pour la seconde phase, est un dérivé arsenical hautement toxique
avec d’importants effets secondaires. 1l est entre autre responsable d’environ 10%
d’encéphalopathies réactives parmi les trypanosomés traités, dont la moitié est mortelle (Blum
et al., 2001). L’éflornithine qui est une alternative moins toxique au mélarsoprol (Fevre et al.,

2006) est malheureusement tres onéreuse (nécessite notamment des perfusions), ce qui limite

sa distribution.

La toxicité du mélarsoprol fait que le seuil de la cytorachie défini par ’'OMS est
actuellement controversé car la présence de 5 cellules/pul de LCR ne traduit pas forcément une
atteinte du systéme nerveux central. Il faut aussi garder en mémoire que le seuil de normalité
de la cytorachie varie en fonction de 1’dge : il est normal jusqu’a 30 cellules/ul pendant la
premiére année de vie, normal jusqu’a 20 cellules/pl entre un et quatre ans, normal jusqu’a 10
cellules/pl de cing ans a la puberté (Kjeldsberg et Knight, 1993). Dans certains pays comme
I’Angola et la Cote d’Ivoire, des études ont montré que des sujets ayant jusqu’a 20 cellules/ul
pouvaient étre traités efficacement a la pentamidine méme avec mise en évidence du
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trypanosome dans le LCR (Doua et al., 1996; Stanghellini et Josenando, 2001). Ces auteurs
préconisent d’utiliser ce seuil pour la décision thérapeutique. C’est ainsi qu’en Guinée par
exemple, on définit une phase intermédiaire « phase 2 précoce » appélée stade 2. Pour la prise
en charge thérapeutique de notre étude, les trypanosomés au stade 1 (S1) ont bénéficié du
protocole thérapeutique par la pentamidine en intramusculaire & la posologie de 4 mg/kg/jour
pendant 7 jours (7 injections). Les trypanosomés au stade 2 (S2) correspondant & la phase 2
précoce ont bénéficié également d’un protocole a la pentamidine mais selon la posologie de 4
mg/kg/jour en intramusculaire un jour sur deux pendant 20 jours (10 injections). Les
trypanosomés au stade 3 (S3) correspondant & la phase 2 avancée ont été traités au
mélarsoprol (32 jours) en trois séries de quatre injections en intraveineuse, 1,2 mg/kg a JI,

puis 2,4 mg/kg a J2, et enfin 3,6 mg/kg/jour a J3 et J4, séparées de dix jours.

Le diagnostic de phase est d’une importance capitale en 1’absence d’un traitement non
toxique et bon marché des phases neurologiques. Plusieurs études cherchent de nouvelles
méthodes, plus sensibles et spécifiques et si possible non invasives afin d’éviter la ponction
lombaire qui est traumatisante pour les sujets prélevés. Le degré d’altération de la barriere
hémo-encéphalique (BHE), corrélé avec la gravité de I’atteinte neurologique peut étre évalué
par plusieurs examens biochimiques (dosage d’immunoglobulines du LCR) et pourrait étre un
bon marqueur de seconde phase (Lejon ef al., 1999; Lejon et al., 2007). Des marqueurs ont
été développés permettant d’améliorer la détection du parasite (HAT-PCR-OC) et la
spécificité de la détection protéique (dosage des IgM, IgG). Ils permettent aussi d’améliorer la
spécificité de la détection humorale (dosage de cytokines) et cellulaire (Courtioux et al.,
2008). Il y a aussi des méthodes protéomiques qui ont donné des résultats prometteurs. Ces
méthodes utilisent 1’ostéopontine et la beta-2-microglobuline (Tiberti et al., 2010), la
molécule Matrix métalloprotéinase-9 et la molécule d’adhésion intercellulaire 1 (Hainard et
al., 2011) comme marqueurs de stade de la THA. Mais ces méthodes sont toujours utilisées a
titre expérimental et restent maintenant a étre validées sur le terrain. Malgré son manque de
spécificité et la difficulté de définir le seuil a partir duquel un individu doit étre considéré
comme étant en phase neurologique, le comptage des leucocytes reste encore actuellement un

élément clé pour la détermination du stade et la décision thérapeutique.

Une solution pour éviter 1’usage du mélarsoprol et généraliser celui de la pentamidine,
serait de dépister les malades avant leur évolution en seconde période. Malheureusement, en

absence de signes cliniques spécifiques de la maladie en premiére phase, le trypanosomé qui
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attribuera son mal & une autre maladie comme le paludisme ne jugera pas nécessaire de se
rendre dans une structure de santé. 1l ne s’y rendra qu’aprés |’apparition des troubles
neurologiques. La seule solution est alors de généraliser le dépistage actif dans les zones &

risque, mais 14 encore, cette stratégie est trés onéreuse.

Les traitements de la THA sont soit trés onéreux, soit toxiques. De plus, des cas
d’échecs au mélarsoprol se multiplient (WHO, 2002; Pepin et Mpia, 2005). Il est primordial
de trouver des allernatives pour optimiser la prise en charge thérapeutique des trypanosomés
(Burri, 2010). La conception d’un vaccin serait la solution idéale, mais elle se heurte entre
autre 4 la variation antigénique du parasite (voir ci-dessous). Le développement de nouveaux
médicaments contre la THA a subi un sérieux revers lorsque le nouveau médicament oral de
la premiére phase, le maléate de pafuramidine (DB289) a échoué presqu’a la fin du
programme de développement en raison de sa néphrotoxicit¢ (Brun er al, 2010).
Actuellement, aucune autre molécule n’est au stade de développement clinique pour le
traitement de la THA. Cependant, des études menées principalement en République
Démocratique du Congo (Médecin Sans Frontiére) et en Ouganda (Epicentre) ont permis de
tester une nouvelle stratégie thérapeutique basée sur une bithérapie « Nifurtimox-eflornithine
combination therapy NECT » (Sokolova et al., 2010; Yun et al, 2010). Le NECT est la
nouvelle stratégie actuelle de traitement préconisée par I’OMS (Simarro et al., 2011). Cette
stratégie efficace est moins toxique que le mélarsoprol et permet la réduction du cofit du
traitement. Par contre, il ne résout pas un autre probléme trés important du traitement de la
THA : il demeure logistiquement compliqué a mettre en ceuvre (Simarro et al., 2011) et
nécessite une longue hospitalisation ainsi que la présence d’un accompagnant pendant la

durée du traitement entrainant ainsi une vulnérabilité de la famille concernée.

1.4.5. Le probléme des sujets séropositifs sans confirmation parasitologique

Nous avons vu que les techniques actuellement utilisées pour le diagnostic de la
maladie du sommeil manquent souvent de sensibilité et/ou de spécificité : les équipes de
dépistage doivent alors faire face a une situation plus complexe que la dichotomie
trypanosomé/non-trypanosomé et notamment a des sujets positifs en sérologie sans
confirmation parasitologique (Garcia et al., 2000) que I’on nomme classiquement « sujets

séropositifs » (SERO). Ce phénomene de sujets séropositifs sans confirmation parasitologique

23



peut étre di a des réactions croisées du test CATT avec des trypanosomes animaux (I. b.
brucei, T. congolense) (Chappuis ef al., 2005) ou a d’autres maladies infectieuses (Diallo et
al., 1996), ou encore & la limite de détection des tests parasitologiques a cause de la

parasitémie trés faible ou fluctuante (Dukes ef al., 1984; Truc et al., 1994).

Le test de trypanolyse (TL) est une technique immunologique qui utilise des
trypanosomes vivants exprimant trois types de variants antigéniques, les plus fréquemment
exprimés sont le LiTat 1.3, LiTat 1.5 et le LiTat 1.6. Comme contrdle de lyse non-spécifique
dans le plasma testé, on utilise une souche de sérum résistant de 7" b. rhodésiense Etat 1.2 R.
25 pl du sérum a tester est mélangé avec 25 ul du sérum de cobaye (source de complément).
On ajoute 50 pl de suspension de trypanosomes vivants ( 107 trypanosomes/ml) exprimant ces
variants antigéniques connus. Apres 90 mn d’incubation, la suspension est observée au
microscope. Le principe est basé sur la capacité du complément a se fixer sur le complexe
antigéne-anticorps et provoquer la lyse cellulaire par clivage successif de ces composants. Le
test est dit positif lorsque 1’on a un pourcentage de lyse de plus de 50% pour au moins un des
trois variants. Dans le cadre d’une étude visant & évaluer ce test (Van Meirvenne ef al., 1995)
pour la surveillance épidémiologique de la THA, Jamonneau et al. (2010) ont utilisé du
plasma recueilli chez des sujets CATT-positifs identifiés au cours des prospections médicales
dans plusieurs foyers de THA en Afrique de 1I’Ouest (Guinée, Cote d'Ivoire et Burkina Faso)
avec divers statuts épidémiologiques (foyers actifs, latents, ou historiques). Tous les cas de
THA (trypanosomés) ont été positifs (TL+). Tous les sujets vivant dans une zone non
endémique ont été négatifs (TL-). Une partie des sujets SERO ont été positifs (TL+). Mais le
plus intéressant, c’est qu'une corrélation significative a été mise en évidence entre la
proportion de SERO TL+ et le degré d’endémicité du foyer, ce qui n’était pas le cas avec les
sujets CATT-positifs. La TL semble donc étre un marqueur de contact avec 7. b. gambiense.
Dans cette étude, il a méme été préconisé d’utiliser la TL pour identifier les sujets CATT-
positifs non confirmés parasitologiquement qui devraient étre suivis parce que potentiellement
en contact avec . b. gambiense (Jamonneau et al., 2010). Cette étude confirme que parmi ces
sujets tdentifiés SERO sur le terrain, certains (que l’on retrouve dans des zones non-
endémiques) sont diis au manque de spécificité du CATT (réactions croisées), mais que

d’autres sont ou ont €té en contact avec des trypanosomes.
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Pour en savoir plus sur ce statut de SERO et sur leur réle potentiel dans
I’épidémiologie de la THA, des suivis de cohortes de ce type d’individus ont été menés. Le
suivi de cohortes de sujets SERO en Angola (Simarro ef al., 1999) et au Sud-Soudan
(Chappuis et al., 2004) a montré qu’ils avaient un risque élevé de développer la maladie les
années suivantes, en particulier ceux présentant des titres finaux de CATT/pl > 1/16. En Coéte
d’Ivoire, Garcia et al. (2000) ont effectué un suivi longitudinal de deux ans de 90 sujets
SERO pour étudier I’évolution dans le temps de leur séropositivité. Cette étude a révélé une
importante hétérogénéité allant de sujets se négativant totalement en sérologie a des sujets
maintenant une forte séropositivité au cours du temps. Un seul individu a pu étre confirmé en
parasitologie pendant ce suivi. Les résultats obtenus semblent montrer que des facteurs
individuels, tels que la réponse immunitaire a l'infection, pourraient étre impliqués dans le
phénoméne de positivité au CATT sans confirmation parasitologique (Garcia ef al., 2000). En
Guinée, Ilboudo et al. (2011) ont effectué un suivi de sujets trypanosomés et SERO pendant
deux ans dans le foyer de Forécariah, en zone de mangrove. L'analyse des échantillons
prélevés au cours du suivi de ces sujets a été réalisée avec le test sérologique trypanolyse
(TL), afin de clarifier le role joué par ces sujets dans I'épidémiologie de la THA. Les résultats
du suivi ont montré que les sujets trypanosomés traités et les SERO TL- ont leurs titres de
CATT/pl qui ont diminué. Par contre, les sujets SERO TL+ ont maintenu de hauts titres de
CATT/pl. Quatre des 17 SERO TL+ suivis se sont positivés en parasitologie durant 1'étude
(Ilboudo et al., 2011). Ces résultats suggerent fortement qu’au moins une partie des sujets
SERO sont des porteurs asymptomatiques et que certains d’entre eux peuvent développer la
maladie au cours de leur suivi. Ces résultats relancent le débat sur le traitement de ces sujets
SERO positifs en TL dans un foyer ou la prévalence devient faible, ceci afin de réduire au

maximum le risque de transmission et d’éliminer durablement la maladie.

Il est donc clair qu’en zone d’endémie, certains SERO sont ou ont été en contact
avec T. b. gambiense. Ces sujets sont en général asymptomatiques et témoignent une fois
de plus de Pimportante diversité d’évolutions de la maladie et de réponses a ’infection.
Ce phénoméne peut €tre dii 2 des souches peu virulentes et pathogénes responsables
d’une forme asymptomatique de THA avec des parasitémies trés faibles (non détectables
par les méthodes parasitologiques) ou a2 un phénoméne de contrdle de ’infection au

moyen d’une réponse immunitaire appropriée. Quoi qu’il en soit, ces sujets séropositifs
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sont suspectés de constituer un réservoir humain de parasites et de contribuer au maintien de

I’endémie sommeilleuse dans un foyer (Garcia ef al., 2006).

Le traitement des sujets séropositifs sans confirmation parasitologique (SERO) reste
une question controversée car ’OMS recommande uniquement le traitement des cas de
parasitologies positives du fait de la toxicité et du colit des médicaments disponibles mais
aussi et surtout des contraintes logistiques (longue hospitalisation du trypanosomé
accompagné d’une personne, souvent un membre de la famille, souvent responsable de
probléme de vulnérabilité de la famille). Certains auteurs ont recommandé le traitement de ces
sujets dans les populations ou la prévalence de la maladie est élevée comme dans les foyers
épidémiques ou de forte endémie, rencontrés en Afrique Centrale ot une forte proportion de
ces sujets développent la maladie dans les mois suivant leur identification (Simarro ef al.,
1999). Dans ce contexte, il y a un risque moindre de traiter a tord un sujet faux positif. Pour
Inojosa et al. (2006), cette stratégie ne devrait pas étre appliquée lorsque la prévalence de la
maladie est faible, comme c'est le cas en Afrique de 1'Ouest mais aussi dans de nombreux
foyers en Afrique Centrale (Inojosa ef al., 2006). En effet, dans ce contexte, peu de sujets

développent la maladie et on risquerait de traiter & tord un grand nombre d’individus.

Ainsi le traitement des sujets séropositifs demeure une question ouverte jusqu’a ce que
de nouveaux traitements tolérés et moins contraignants (administration orale) deviennent
disponibles pour le traitement de la THA (Brun er al., 2010). Des études sont toujours en
cours pour améliorer nos connaissances sur ce statut et son réel role dans I’épidémiologie de
la THA. L’utilisation d’outils moléculaires a permis des avancées dans ce domaine. Cet aspect
qui fait ’objet de mon étude est développé dans le chapitre « apport de la biologie

moléculaire dans I’étude de I’épidémiologie de la THA ».
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CHAPITRE 11 : LES TRYPANOSOMES

2.1. Définition

Les trypanosomes sont des unicellulaires microscopiques, de forme allongée, dont la
locomotion est assurée par un unique flagelle et par des contractions pariétales. Ce sont des

parasites obligatoires, intravasculaires et extracellulaires. Le trypanosome se nourrit

essentiellement par endocytose.

2.2. Classification ou Taxonomie

La taxonomie subspécifique du complexe Trypanosoma brucei ssp a toujours été trés
discutée. Ces derniéres années, des travaux basés sur des analyses phylogénétiques des
séquences clonées d’ADNr, aprés amplification par PCR ont donné la classification suivante
(Cavalier-Smith, 2004, 2009) de l’espece Trypanosoma brucei. Trypanosoma brucei
appartient au domaine des Eukaryota, au sous-domaine des Bikonta (avec les plantes et les
algues brunes), au régne des Excavata ou Excavabionta (avec les Metamonadina dont Giardia
sp), au super-embranchement des Discicristata (avec les Percolozoa dont Naegleria sp), a
I’embranchement (phylum) des Euglenozoa (avec les euglénes) puis a la classe Kinetoplastea,
a I’ordre Trypanosomatida, a la famille Trypanosomatidae et au genre Trypanosoma (Keeling
et al., 2009) (Figure 7). Le geare Trypanosoma comporte huit sous-genres regroupés en deux

sections : Stercoraria et Salivaria.

e La section Stercoraria se caractérise par un mode de transmission "postérograde”. Les
formes métacycliques infectantes se trouvent dans la partie postérieure du tube digestif. La
transmission chez 1’hOte vertébré se fait aprés dépot de féces, par pénétration des
trypanosomes dans la peau. Cette section comprend trois sous-genres: Megatrypanum
(Trypanosoma  theileri), Herpetosoma (Trypanosoma lewisi) et Schizotrypanum

(Trypanosoma cruzi, agent de la maladie de Chagas).

e La section Salivaria se caractérise par un mode de transmission "antérograde". Les
parasites infectants sont dans la partie antérieure du tube digestif. La transmission chez ’héte

vertébré se fait par inoculation, lorsque le vecteur (insecte) injecte sa salive au moment de la
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piqiire qui précéde immédiatement la prise d’un repas sanguin. Les trypanosomes pathogénes
existant sur le continent africain appartiennent tous 4 la section des Salivaria. Elle se compose
de cinq sous-genres : Duttonella (T. vivax, T. uniforme), Nannomonas (I. congolense, T.
simiae, T. godfreyi), Tejeraia, Pycnomonas (T. suis) et Trypanozoon (T. brucei, T. evansi et T.

equiperdum).

Le sous-genre Trypanozoon regroupe trois especes : Trypanosoma equiperdum, agent
de la dourine des équidés d’Europe, d’Afrique du nord et d’Asie; Trypanosoma evansi,
responsable du surra des équidés ainsi que du débab des camélidés en Amérique latine, en

Afrique et Asie, et enfin Trypanosoma brucei parasitant divers mammiféres en Afrique.

L’espéce Trypanosoma brucei est classiquement divisée en trois sous-espéces non
distinguables morphologiquement (Hoate, 1972). Leur identification est classiquement basée
sur des caractéres extrinséques du parasite, c’est-a-dire des critéres d’hotes, de vecteurs, de

répartition géographique et d’aspects cliniques de la maladie.

» Trypanosoma brucei gambiense Dutton 1902, est I’agent de la maladie du sommeil chez
I’homme en Afrique Centrale et Occidentale. Ce parasite est transmis par les glossines du
groupe Glossina palpalis (G. palpalis, G. fuscipes et G. tachinoides) dans les sous-bois, aux

bords des eaux. Il provoque classiquement une maladie de type chronique.

» Trypanosoma brucei rhodesiense Stephens et Fanthan 1910, est responsable de la forme
aigué de la maladie du sommeil chez I’homme en Afrique de I’Est. Ce parasite est transmis
par les glossines du groupe Glossina morsitans (G. morsitans, G. pallidipes et G.

swynnertoni). Il provoque typiquement une forme aigu¢ de la maladie.

» Trypanosoma brucei brucei Plimmer et Bradford 1899, non pathogéne pour I’homme,
est responsable du nagana des mammiféres domestiques et sauvages. Le nagana sévit sur

toute I’aire de répartition du parasite.
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Figure 7 : Arbre phylogénétique des Eucaryotes (Keeling ef al, 2009)
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2.3. Morphologie et cycle biologique du parasite

2.3.1. Morphologie

Les trypanosomes sont des parasites extracellulaires. Leur forme classique est celle
d’une cellule fusiforme et aplatie, avec une membrane ondulante plus ou moins enroulée
autour du corps et prolongée vers [’avant par un flagelle libre. Cependant, cette forme varie
_d’une espéce du parasite a une autre et aussi au cours du cycle biologique. Leur taille varie
selon I’espéce, T. brucei ssp mesure de 12 a 42 pm de long sur 2 4 3 pm de large (Figure 8).
IIs se multiplient essentiellement par division binaire longitudinale. Ils possédent un noyau
diploide avec une membrane nucléaire et des organites : un réticulum endoplasmique, un
appareil de Golgi, un réseau endo et exocytaire, une mitochondrie unique et un flagelle
(Berriman et al., 2005; Kohl et Bastin, 2005). Les trypanosomes se caractérisent par la
présence d’un kinétoplaste (organite cytoplasmique). Plus précisément, en microscopie
- optique, outre les constituants fondamentaux de la cellule (noyau, cytoplasme et membrane),

’ultra-structure des trypanosomes montre (Figure 8) :

— le noyau avec sa double membrane perforée, sa chromatine périphérique et son
nucléole ;

— ’appareil de Golgi, formé de membranes et vésicules aplaties ;

— le réticulum endoplasmique, ici de type granulaire (avec des ribosomes) ;

— la membrane cytoplasmique, sous laquelle se trouve une série de microtubules
subpelliculaires qui joueraient un role de cytosquelette, et sur laquelle se trouve une couche
épaisse de glycoprotéines (support de I’antigéne variable). Cette membrane cytoplasmique
montre la méme structure que la membrane flagellaire ;

— le kinétoplaste, qui est en fait une partie différenciée de 1’énorme mitochondrie unique,
occupe tout le corps du trypanosome ;

— le flagelle, formé d’axonémes avec neuf paires de microtubules périphériques entourant
deux microtubules centraux, et d’un batonet (pseudo-chromosome) paraxial, formé d’un

réseau de filaments. Le flagelle est issu d’un corps basal situé au fond de la poche flagellaire.
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Figure 8 : Morphologie de T. brucei (Laveissiére et al., 2000)

2.3.2. Cycle biologique du parasite

Le cycle biologique de T. brucei s.l, parasite dixéne obligatoire, nécessite deux hotes

pour se développer et se reproduire (Figure 9).

2.3.2.1. Chez l'insecte vecteur (Glossine)

Chez tous les trypanosomes de la section Salivaria, le développement chez la glossine
s’effectue dans les portions antérieures ou moyennes du tube digestif. La durée de son
développement au sein de la glossine est variable en fonction de ’espéce de trypanosome.
Elle est d’environ 30 jours pour 7. brucei. Lors du repas de sang sur un hote infecté, la
glossine ingére les formes trypomastigotes courtes ou "formes trapues”. Aprés avoir traversé
I’cesophage et le proventricule, les trypomastigotes se multiplient activement dans I’intestin
moyen de la glossine et se transforment en trypomastigotes procycliques (formes gréles), puis
contournent la membrane péritrophique a son extrémité postérieure pour passer dans 1’espace
ectopéritrophique. Dans cet espace, apparaissent des formes épimastigotes (migration du
corps basal du flagelle en avant du noyau). Les parasites remontent vers la région antérieure
de D’intestin, retraversent la membrane péritrophique au niveau du proventricule, gagnent

alors I’hypopharynx et, enfin les glandes salivaires. Fixés a la paroi, les trypanosomes sous
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forme épimastigote se multiplient puis donnent des formes trypomastigotes métacycliques.
Celles-ci constituent les formes infectieuses pour 1’hdte vertébré et sont entrainées par la
salive de I’insecte lors de la piqlire (Figure 9). Ces formes trypomastigotes métacycliques se

multiplient activement vers le 3°™-4™ jour pour 7. brucei et se maintiennent environ deux

mois dans les glandes salivaires.

2.3.2.2. Chez I’héte mammifére

Les formes métacycliques infectieuses présentes dans les piéces buccales de la
glossine, sont injectées dans le derme d’un mammifére lors d’un repas sanguin. Les
métacycliques se multiplient au point d’inoculation pendant plusieurs jours en déterminant
parfois une réaction inflammatoire appelée chancre. De la, les trypomastigotes envahissent la
circulation générale par voie lymphatique et sanguine. Apres cette phase lymphatico-sanguine
plus ou moins longue, les trypanosomes finissent par envahir le liquide céphalo-rachidien et
les centres nerveux. Comme tous les trypanosomes du sous-genre Trypanozoon, 1. b.
gambiense est caractérisé par un important polymorphisme (pléomorphisme). On distingue
trois formes de trypomastigotes (Hoare, 1972) : formes longues, formes intermédiaires et

formes courtes (Figure 9) (Brun et al., 2010).

e Les formes longues ou formes gréles (type Slender) mesurent en moyenne 29 um, mais
peuvent aller jusqu’a 42 um de longueur. Elles ont une extrémité postérieure allongée, parfcis
tronquée. Le noyau est ovale, le kinétoplaste subterminal (2 plus de 4 um de I’extrémité
postérieure). Le corps posséde une membrane ondulante bien développée se terminant par un

long flagelle libre (= 6 um). C’est sous cette forme que le trypanosome se divise activement.

o Les formes intermédiaires mesurent en moyenne 23 pm de long. L’extrémité
postérieure est émoussée ; le kinétoplaste est plus rapproché de cette extrémité que dans la

forme gréle. Elles possédent un court flagelle libre.

e JLes formes courtes ou trapues (type Stumpy) mesurent de 12 a 26 um de long (18 pum
en moyenne). Le corps est épais et typiquement sans flagelle libre (bien qu’occasionnellement
on puisse en observer un court). Le kinétoplaste est terminal et la membrane ondulante bien
développée. L’extrémité postérieure est arrondie. Le noyau est rond et peut se déplacer vers
I’extrémité postérieure en donnant naissance a une forme nucléo-postérieure. Cette forme qui
ne se divise pas, semble correspondre aux formes infectieuses pour ’insecte (Baral, 2010).
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Les trypanosomes évoluent dans le sang par « vagues parasitémiques » correspondant
a des phénomeénes « d’échappement » aux défenses immunitaires de I’héte. Ces phénoménes
d’échappement liés au pléomorphisme des trypanosomes sont contrdlés par la glycoprotéine
variable de surface (ou VSG) (Baral, 2010). C'est le phénoméne de la variation antigénique

qui rend hypothétique la mise au point d’un vaccin contre la THA (Magez et al., 2010).

Figure 9 : Cycle de vie des trypanosomes africains (Brun ef al., 2010)

Chez I'homme : (A) formes longues (type slender); (B) formes intermédiaires : (C) formes courtes (type
stumpy). Chez la glossine : formes sanguines se transforment par (D) division en formes intestinales ; (E) formes

épimastigotes (procycliques) ; (F) formes métacycliques infectieuses.
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2.4. Variation antigénique

Les antigénes de 7. brucei peuvent €tre classés en deux groupes: les antigénes

invariants ou "communs" et les antigénes variables de surface.

v’ Les antigénes invariants regroupent tous les autres constituants immunogénes,
structuraux ou fonctionnels. Ce sont les protéines de structure (protéine du cytosquelette,
protéines membranaires) ou des molécules impliquées dans le métabolisme du parasite
(récepteurs, transporteurs, enzymes). lls sont peu spécifiques d’espéce et ne se modifient pas
au cours des stades du cycle parasitaire (Magez et al., 2010; Schwede et Carrington, 2010).
Libérés dans le plasma, ils peuvent exercer de possibles effets pathogénes chez 1’hdte et

interagir avec les cellules du systéme immunitaire.

v Les antigénes variables de surface sont représentés par la famille des VSG qui forment
’enveloppe superficielle des trypanosomes métacycliques et sanguicoles. Leur structure
tridimensionnelle montre qu’une seule petite partie de la protéine est exposée a la surface du
parasite, la portion N-terminale. Les déterminants antigéniques qui stimulent la réponse
immunitaire sont situés dans cette portion N-terminale. Le tiers de la séquence de la VSG
situé du cOté C-terminal est ancré dans la membrane plasmique grice a un radical
phospholipidique. Le role d’une VSG est de masquer les antigénes membranaires invariants
du trypanosome, en présentant des antigeénes variables immunodominants aux défenses de
I’hdte. Le génome de 7. brucei comporte pius de 1000 génes de VSG. On parle de "Variant
Antigen Type, VAT" pour une population de trypanosomes recouverts de la méme VSG.
L’apparition séquentielle des variants antigéniques au cours du processus infectieux permet
continuellement au trypanosome d’échapper a la réponse anticorps de 1’hote telle que décrit

dans la Figure 10.
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Figure 10 : Evolution de la parasitémie dans le sang de ’héte en fonction du temps,
illustration du phénomeéne de la variation antigénique.

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

immunitaire (fabrication d’anticorps anti-VAT 2).

2.5. Résistance de T. brucei au sérum humain

Les humains et certains autres primates sont résistants a la plupart des trypanosomes
en raison de la présence d’un facteur trypanolytique (TLF) dans leur sérum. Deux sous-
especes de T. brucei; T. b. gambiense et T. b. rhodesiense ont développé des mécanismes
d’évitement du TLF et sont donc capables d’infecter I’homme causant ainsi la maladie du

sommeil (Poelvoorde et al, 2004; Pays et al., 2006). Ce mécanisme de résistance est
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clairement différent entre les deux sous-espéces de trypanosome. Cette résistance s’explique
chez T. b. rhodesiense par l’existence d’un géne spécifique SRA (Serum Resistance-
Associated), responsable de la résistance au TLF. Ce géne SRA s’avére interagir fortement
avec un composé du TLF (APOL1) et inhibe ainsi son activité trypanolytique. Il est présent
dans I’une des multiples unités de transcription polycistronique et télomérique ou l'expression
des génes codant les VSG se produit (Xong et al., 1998). Par contre chez T. b. gambiense, le
géne SRA n’est pas présent, et le mécanisme de résistance au TLF est moins bien connu (Pays
et Vanhollebeke, 2009). Cependant, il semblerait que 1’expression des récepteurs Hp/Hb chez
T. b. gambiense est trés réduite limitant ainsi la pénétration de I’APOL1 dans le trypanosome.
Cette faible expression serait a ’origine de la résistance au TLF de 7. b. gambiense (Kieft et
al., 2010). Le TLF contient deux protéines spécifiques des primates, 1’APOLI
(apolipoprotein) et ’HPR (haptoglobin-related protein) ainsi que I’APOA1 (apolipoprotein
Al), qui constituent des éléments importants de I’h6te interagissant avec les trypanosomes.
APOL1 est une protéine lytique formant des pores ioniques dans la membrane lysosomale du
parasite (Vanhamme e al., 2003; Lecordier et al., 2009; Bucheton et al., 2011). La déficience
en HPR ou en APOL1 conduit a la réduction ou a I’abolition de la protection des personnes
contre des trypanosomes animaux comme 1. evansi (Pays et Vanhollebeke, 2009). Ces
molécules sont donc potentiellement impliquées dans les mécanismes de

susceptibilité/résistance a 7. b. rhodesiense et T. b. gambiense (Genovese et al., 2010).

2.6. Structure du génome du trypanosome

Le génome de T. brucei est localisé¢ dans deux parties différentes de la cellule : le
noyau (ADN nucléaire) et le kinétoplaste (ADN kinétoplastique). Le kinétoplaste est un
organite qui provient d’une endosymbiose secondaire avec une chlorophyte aujourd’hui

régressée (Embley et Martin, 2006).

2.6.1. Génome nucléaire

De nombreuses études ont €té menées sur ’organisation génétique, le caryotype et la
structure nucléaire de 7. brucei (Ersfeld et al., 1999; Berriman et al., 2005; Jackson ef al.,
2010). D’une taille de 26 Mb, le génome nucléaire de T. brucei contient approximativement
9068 geénes incluant envirqn 900 pseudogenes et 1700 génes spécifiques (Berriman ef al.,
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2005). Ce génome serait constitué d’environ 120 chromosomes (Ersfeld et al., 1999) classés

en trois tailles selon leur migration en €lectrophorése en champs pulsés "PFGE"(Pulsed Field

Gel Electrophoresis) :

— les grands ou " méga-chromosomes ", au nombre de 11 paires allant de 1 a 6 Mb
(numérotées de I a XI, du plus petit au plus grand). Leur caryotype est essentiellement
diploide. Les chromosomes homologues n’ont pas toujours la méme taille, le dimorphisme
entre homologues pouvant aller jusqu’a 1 Mb (Melviile et al, 1999). Les causes de ce
dimorphisme seraient diies en partie aux réarrangements des VSG, des ESs (sites
d’expression) et a la présence de rétrotransposons ou de séquences répétées (El-Sayed ef al.,

2000; Wickstead et al., 2003b).

— plusieurs chromosomes intermédiaires de 200 a 700 kb, de ploidie inconnue et dont le
nombre et la taille varient entre les souches. La quasi-totalité des télomeéres des chromosomes
intermédiaires sont des sites d’expression notamment des génes codant pour des
glycoprotéines variables de surface (VSG) impliquées dans le phénomeéne de la variation
antigénique. Ces télomeéres sont principalement constitués de génes non exprimés de VSG et

semblent jouer le réle d’entrepdt pour ces génes (El-Sayed er al., 2000; Barry et al., 2003).

— environ 100 mini-chromosomes de 30 & 150 kb qui sont linéaires et possédent a leurs
extrémités les répétitions télomériques (TTAGGG)n (El-Sayed et al., 2000). Cependant, ces
répétitions télomériques sont plus nombreuses que dans les autres types de chromosomes. Les
mini-chromosomes sont essentiellement composés d’une séquence interne répétée
palindromique de 177 pb qui constitue parfois plus de 90% de leur ADN [séquence TBR1/2,
(Sloof et al., 1983)]. D’autres répétitions riches en bases GC ou en AT sont présentes entre les
régions télomériques et les répétitions internes de 177 pb (Gull, 2001). Dans leurs régions
subtélomériques, les mini-chromosomes contiennent une copie du géne codant pour une
protéine VSG fonctionnelle mais qui n’est pas exprimée (Wickstead et al., 2004). Bien que la
ploidie des minichromosomes ne soit pas bien établie, dle aux nombreuses répétitions des
177 pb, ces €léments sont hérités de fagon stable durant la mitose (Wickstead et al., 2003a). Il
est supposé donc qu’une fonction importante des mini-chromosomes est de servir au stockage
des génes de glycoprotéine variable de surface (VSG) inexprimés pour la variation

antigénique (Ogbadoyi et al., 2000; Wickstead et al., 2004) (voir Figure 11).
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Figure 11: Caryotype de 1. brucei évalué par électrophorése en champs pulsés

(Wickstead et al., 2004)

Les chromosomes se repartissent en trois catégories : les méga-chromosomes (MGCs), les chromosomes
intermédiaires (CIs) et les mini-chromosomes (MCs). Les chromosomes intermédiaires (Cls) et les mini-

chromosomes (MCs) contiennent de grandes quantités de séquences satellites répétées de 177 pb.

2.6.2. Génome mitochondrial ou kinétoplastique

Les trypanosomes contiennent une seule mitochondrie par cellule, qui est extrémement
grande et allongée. Tout le contenu en ADN de la mitochondrie est condensé dans une sous-
structure, le kinétoplaste (Bastin ez al., 2000). L’ADN mitochondrial représente 10 & 20% de
I’ADN cellulaire total avec un réseau d’ADN dans le kinétoplaste, qui est appelé ADN
kinétoplastique (ADNKk). Il est constitué d’un grand nombre de molécules d’ADN circulaires
et enchainés existant & des milliers d’exemplaires (El-Sayed et al., 2000). Selon la taille de

ces molécules, on distingue les maxicercles et les minicercles :
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e Les maxicercles, de 23 kb chacun sont en tres faible nombre, des douzaines environ, avec
des séquences conservées et codent pour I’ARN ribosomal (ARNr) et quelques protéines

mitochondriales telles que les sous-unités du complexe respiratoire (Motyka et al., 2006).

¢ Les minicercles, de 1 kb chacun sont estimés a des milliers. Ils sont hautement variables au
sein d’une espéce, voire au sein d’une souche. On estime qu’il existe 100 & 300 séquences
différentes dans une méme cellule. La fonction des minicercles, éléments trés hétérogénes et
non codants, est longtemps restée un mystére jusqu’a la découverte de 1’édition des ARN
messagers codés par I’ADN mitochondrial. La fonction des minicercles est de transcrire des
ARN guides qui serviront de matrice pour ’insertion et la délétion d’uridines sur certains
transcrits des maxicercles. Ce processus a été appelé "RNA editing" ou édition des ARN

(Simpson ef al., 2003; Stuart et al., 2005; Hajduk et Ochsenreiter, 2010).

2.6.3. Reproduction de T. brucei

T. brucei a longtemps €té considéré comme un parasite se reproduisant par scissiparité
ou par fission binaire, un mode de reproduction asexuée. Par définition, la reproduction
asexuée, ou clonalité reproduit a I’identique les individus qui la pratiquent. Comme pour toute
cellule eucaryote, cette division s’opére en 4 phases appelées : M (mitose), G, (intervalle gap
entre la mitose et I’initiation de la réplication de I’ADN), S (phase de réplication de I’ADN)),

G; (croissance et synthese de protéines) (Cooper, 2000).

Plus récemment, plusieurs études ont mis en évidence ’existence d’une reproduction
sexuée chez les trypanosomes au laboratoire mais aussi dans la nature selon des mécanismes
encore inconnus. Il semble y avoir des différences entre 7. b. brucei, T. b. rhodesiense et T. b.

gambiense. Ce débat sexualité versus clonalité qui concerne directement notre problématique
est détaillé ci-dessous.

Ces deux premiers chapitres nous ont permis de décrire des généralités sur
I’épidémiologie de la THA, permettant de situer notre sujet d’étude. Le prochain chapitre
décrit de fagon détaillée I’état des connaissances spécifiques a 1’étude de la diversité

génétique des trypanosomes qui fait 1’objet de notre approche.
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CHAPITRE III : APPORT DE LA BIOLOGIE MOLECULAIRE
DANS L’ETUDE DE L’EPIDEMIOLOGIE DE LA THA

Afin d’améliorer nos connaissances sur la classification des trypanosomes et leur
mode de reproduction, mais aussi pour rechercher d’éventuelles corrélations entre la diversité
parasitaire -et la diversité de réponses a !’infection, plusieurs outils moléculaires' ont été
développés pour caractériser génétiquement ces parasites. Certains outils ont alors ét utilisés

a des fins diagnostiques, d’autres dans le cadre d’étude de génétique des populations.

3.1. Apport de la biologie moléculaire dans le diagnostic de la THA

Le diagnostic de la THA est basé généralement sur les méthodes de diagnostic indirect
(tests sérologiques) et sur les méthodes de diagnostic direct (tests parasitologiques). Ces tests
manquent souvent de sensibilité et/ou de spécificité. Afin d’améliorer la sensibilité et la
spécificité du diagnostic, des techniques basées sur la détection de I’ADN des trypanosomes
ont été récemment développées et évaluées (Jamonneau et al., 2004c; Chappuis et al., 2005).
Les premiéres études moléculaires se sont basées sur le développement de sondes ADN
spécifiques d’espéces de trypanosomes. Puis, a partir de ces sondes, avec I’avénement de la
PCR, des amorces (primers) ont ét€ synthétisées, spécifiques de telle ou telle espéce ou sous-
espéce de trypanosome (Deborggraeve et Buscher, 2010). Le Tableau II donne une liste de
toutes les méthodes développées a des fins diagnostiques, les cibles recherchées et leur limite
de détection.
Parmi ces méthodes, certaines ont déja été utilisées notamment sur des
échantillonnages de terrain :
» Les amorces TBR 1/2 amplifient une séquence d’ADN satellite de 177 pb qui est
répétée plusieurs centaines de fois dans le génome nucléaire sur les mini-chromosomes (Sloof
et al., 1983). Cette PCR tres sensible est spécifique de tout le sous-genre Trypanozoon (T

brucei, T. evansi, T. equiperdum) (Moser et al., 1989).
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Tableau II: Limites de détection rapportées des différents tests moléculaires de

diagnostique de la maladie du sommeil (Deborggraeve et Buscher, 2010)

Limite de détection

Groupe ciblé Cible Meéthode (parasites [n]) pe

ADN satellite .
Trypanozoon (TBR 1/2) PCR simple 0,1
Trypanozoon ESAG6/7 Nested PCR 0,1
Trypanozoon ESAG6/7 PCR simple 5
Trypanozoon ITS1 ADNr - PCRsimple 100-10 000
Trypanozoon ITS1 ADNr PCR simple 100-1000
Trypanozoon ITS1 ADNr Nested PCR 1
Trypanozoon ITS1 ADNr Nested PCR 1

18S et 28S et
Trypanozoon ADNr FFLLB 10

. ITS1 et ADN 2,5 (ITS1) et 0,025
Trypanozoon satellite MDA et PCR (ADN satellite)
Trypanozoon ADN satellite PCR en temps réel 0,1
PCR oligo-
Trypanozoon 18S ADNr chromatographie 0,05
Trypanozoon PFRA LAMP 10
Trypanozoon RIME LAMP 0,001
Trypanozoon 18S ARNr NASBA 0,005
NASBA oligo-

Trypanozoon 18S ARNr chromatographie 0,005

ADN satellite et .
Trypanozoon RIME ADN branché 10
Trypanozoon 18S ARNr PNA-FISH 1

. . 100 (simple) et 1

T. b. gambiense  TgsGP PCR simple et nested (nested)
T. b. gambiense ~ ADNk PCR et southern blot
T. b. rhodesiense SRA PCR simple
T. b. rhodesiense SRA PCR simple
T. b. rhodesiense SRA et GPI-PLC  PCR multiplex 1-10
L. brucei et T. Maxicercles PCR simple 20

equiperdum

ESAG6/7=expression-site-associated genes 6/7. ITS1=first internal transcribed spacer. ADNr = ADN ribosomal.
FFLB=fluorescent fragment-length barcoding. MDA= multiple displacement amplification. PFRA= paraflagellar
rod protein A gene. LAMP= loop-mediated isothermal amplification. NASBA= nucleic acid sequence-based
amplification. RIME= repetitive insertion mobile element. PNA-FISH= peptide nucleic acid fluorescence in-situ
hybridization. TgsGP=Trypanosoma brucei gambiense-specific glycoprotein gene. ADNk=ADN
kinétoplastique. SRA= serum-resistance-associated gene. GPI-PLC= glycosylphosphatidylinositol phospholipase

C gene. (Parasites [n])=un parasite contient a peu prés 0,1 pg d’ADN génomique.
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> Les amorces ESAG 6/7 (Expression-Site-Asscciated Genes 6 and 7) amplifient les
génes ESAG 6/7 du sous-genre Trypanozoon (Kabiri ef al., 1999; Holland et al., 2001). Leur
sensibilité est inférieure a celle de la PCR TBR 1/2 parce que les séquences ESAG 6/7
existent a environ 20 copies seulement dans le génome du parasite (Kabiri et al., 1999). Cette

PCR est spécifique de Trypanozoon.

> Les amorces ITS 1 CF/BR amplifient les «internal transcribed spacer » (ITS) de
PADNr (Njiru et al., 2005). La PCR basée sur les ITS est aussi spécifique de Trypanozoon
mais permet aussi d’identifier de I’ADN de trypanosomes animaux tels que 7. congolense, T.

vivax, T. simiae, T. theileri (Desquesnes ef al., 2001).

> Les amorces 18S F/R amplifient les séquences des génes de ’ARN 18S et de ’ADNr
des Trypanosomatidae. Ces geénes sont en plusieurs copies et contiennent des séquences
conservées et spécifiques aux Trypanosomatidae (Deborggraeve et al., 2006; Deborggraeve et

al., 2011). Cette PCR trés sensible est spécifique de Trypanozoon.

» Les amorces TgsGP amplifient la séquence spécifique de la glycoprotéine de surface de
T. b. gambiense (TgsGP) (Radwanska ef al., 2002b). Comparé & d’autres génes homologues
de T. b. brucei, T. b. rhodesiense et T. b. gambiense groupe 2, ce géne TgsGP est bien
conservé et utilisable pour le diagnostic spécifique de I’espéce 7. b. gambiense groupe 1. Par
contre, la PCR-TgsGP amplifie une séquence unique du génome (Radwanska ef al., 2002b)
limitant ainsi sa sensibilité notamment dans le cas de faibles parasitémies souvent observées

dans la THA a T. b. gambiense.

» Les amorces ADNk qui amplifient les régions variables des minicercles de I’ADN
kinétoplastique permettent aussi d’identifier spécifiquement 7. b. gambiense groupe 1

(Mathieu-Daude et Tibayrenc, 1994) mais la encore, cette PCR est peu sensible.

Ces méthodes ont été en partie utilisées pour répondre a la question du statut
parasitologique des sujets CATT-positifs non confirmés trypanosomés par les tests
parasitologiques (SERO). Par exemple, en utilisant la PCR TBR 1/2, Kyambadde et al. (2000)
ont obtenu 28,6% (6/21) de SERO positifs en PCR en Ouganda (Kyambadde et al., 2000). De
méme, Garcia et al. (2000) lors d’un suivi longitudinal de deux ans de sujets SERO en Cote
d’Ivoire ont révélé un taux de positivité de 14,5% (32/220) (Garcia et al., 2000). Toujours en
Cote d’Ivoire, en utilisant deux méthodes d’extraction et en répliquant les PCR, Koffi et al.

(2006) ont obtenu un taux de 37% de PCR positives. Ces taux sont plus élevés que ceux
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obtenus par Simo et al. (1999) dans trois foyers du Cameroun. Ces auteurs ont trouvé 51 PCR
positives (3,8%) sur 1343 sujets SERO : 2,9% a Bipindi ; 0,5% a Campo et 5,5% a Fontem
(Simo et al., 1999). Ces résultats montrent une fois de plus trés clairement que si certains
SERO sont trés probablement des faux positifs au CATT, de ’ADN de trypanosome est
détectable chez d’autres. Ces sujets ont été ou sont toujours en contact avec le parasite.
Malheureusement, les méthodes PCR les plus sensibles, ciblant des séquences répétées dans
le génome du parasite sont spécifiques du sous-genre Trypanozoon et ne permettent pas de
faire la différence entre 7. b. gambiense et T. b. rhodesiense pathogénes pour I’homme et 7. b.
brucei, T. evansi et T. equiperdum en principe non pathogenes pour 1’homme, responsables de
la trypanosomose animale africaine. Dans les zones endémiques de THA ou la trypanosomose
animale est couramment rencontrée, les hommes sont exposés aux piqiires des mouches tsé-
tsé infectées par 7. b. brucei. Bien que 1. b. brucei soit généralement considéré comme non-
infectieux pour I’homme (Pays ef al., 2006), il est possible que ’ADN de T. b. brucei
demeure détectable dans le sang de certains sujets donnant ainsi des résultats positifs en PCR.
Il est alors difficile de dire si ces résultats positifs en PCR sont diis & des infections a T b.
gambiense ou & une exposition répétée a T. b. brucei (Garcia et al., 2000; Koffi et al., 2006).
Malheureusement, les PCR qui sont spécifiques de 7. b. gambiense (c’est-a-dire T. b.
gambiense groupe 1) ciblent des séquences uniques dans le génome des trypanosomes

(Mathieu-Daude et Tibayrenc, 1994; Radwanska et al., 2002a) limitant ainsi la sensibilité de

ces tests dans le cas de faibles parasitémies suspectées chez les sujets SERO.

L’utilisation des méthodes moléculaires a donc permis d’améliorer nos connaissances
en terme de diagnostique de la THA, notamment sur le statut des séropositifs sans
confirmation parasitologique. Néanmoins, une question importante continue de se poser : les
PCR positives rencontrées chez ces sujets SERO, sont-elles diies a des infections répétées
de T. b. brucei ou a une infection de 7. b. gambiense ? Dans le cas ou ces sujets sont
infectés par I. b. gambiense, les souches sont-elles identiques a celles détectées chez les
trypanosomés ? En d’autres termes, existe-t-il des génotypes caractéristiques de souches
particuliérement peu virulentes et pathogénes qui pourraient étre responsables de ce

phénotype SERO ?

Ces questions introduisent la prochaine partie qui traite de 1’existence d’éventuelles
corrélations entre la diversité génétique des trypanosomes et la diversité de réponses a

I’infection.
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3.2. Diversité génétique des trypanosomes et diversit¢ de réponses a
I’infection

En dépit de la dichotomie classique entre la forme chronique de la THA causée par 7.

b. gambiense et la forme aigué attribuable & 7. b. rhodesiense, nous avons vu qu’une diversité
d'évolutions cliniques a ¢été observée. Pour T. b. gambiense, cette diversité va de formes
asymptomatiques (Jamonneau ef al., 2000a; Sternberg, 2004) a des formes aigués (Truc et al.,
..1997; Garcia et al., 2000). En Afrique de I'Est, certaines formes chroniques causées par 7. b.
rhodesiense ont également été observées (MacLean ef al., 2004). Cette diversité clinique ne
correspond pas & la définition traditionnelle des formes cliniques de 7. b. gambiense et T. b.
_rhodesiense. D’autre part, nous avons vu que des questions se posent aussi sur I’évolution de
~la maladie chez un sujet atteint. Les sujets SERO, s’ils sont infectés par 7. b. gambiense,
correspondraient 4 une forme d’évolution trés lente de la maladie, comparés aux
trypanosomés classiques (positifs en parasitologie) qui évoluent plus ou moins rapidement
vers la phase neurologique. La diversité d’évolutions cliniques et la diversité de résultats aux
tests de dépistage décrites ci-dessus témoignent d’une importante diversité de réponses &
]’infection liée & des interactions complexes hotes/parasites. L’origine de cette diversité doit
étre recherchée a la fois chez le parasite (variabilité génétique) et chez 1’héte (susceptibilité

individuelle a la maladie) (Garcia ef ai., 2006).

Lors d’une étude menée entre 1996 et 1999 sur 139 patients dans I’ensemble des
foyers de THA de Cote d’Ivoire (Aboisso au Sud-est et Sinfra, Daloa, Bouaflé et Bonon au
Centre-ouest), les techniques de caractérisation des trypanosomes (isoenzymes et RAPD) ont
mis en évidence un important monomorphisme génétique au sein des souches isolées. Cette
étude a révélé une grande diversité de tableaux et d’évolutions cliniques au sein de 139 sujets
susmentionnés. Cette diversité clinique a ét¢ aussi observée lors d’un suivi de sujets
trypanosomeés refusant le traitement (Jamonneau ef al., 2002). L’hypothése du réle primordial
de I’héte dans la diversité de présentation clinique se dégageait donc comme une hypothése
plausible. Cependant, si elle semble insuffisante, la caractérisation isoenzymatique des
souches de trypanosomes a permis de conforter I’hypothése d’une relation entre génome
parasitaire et diversité clinique en Ouganda. En effet, la caractérisation des souches isolées
durant les récentes épidémies dans le Sud-est de ’Ouganda a montré que certains “types de
tableaux cliniques” pouvaient étre associés a un zymodéme particulier (Smith et Bailey,
1997). Aux souches du zymodéme B17 du groupe “Busoga” des zones centrales de Busoga,
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sont associées des formes cliniques plutdt graves a évolution rapide avec présence dans 92%
des cas d’un chancre d’inoculation. A ’inverse, aux souches des zymodémes du groupe
“Zambezi” provenant des zones & proximité des rives du lac ou du Nil, sont associées des
formes cliniques plus chroniques & évolution lente, avec atteinte progressive du systéme
nerveux et une absence fréquente de chancre d’inoculation. En Céte d’lvoire, Truc et al.
(1997) suspectent que les souches du groupe « bouaflé » sont responsables de formes
cliniques aigués (rhodesiense-like) alors que les souches du groupe 1 sont responsables de

formes chroniques (Truc et al., 1997).

Lors d’un suivi de trypanosomés dépistés depuis 1995 dans le foyer de Sinfra et
refusant le traitement, Jamonneau et al. (2004) ont mis en évidence I’existence d’infections
mixtes avec des trypanosomes du groupe 1 de 7. b. gambiense et d’un nouveau groupe de
trypanosomes pathogénes pour I’homme et circulant chez le porc ; des infections mixtes qui
pourraient étre responsables d’une forme particulicrement chronique de THA, avec des
parasitémies trés faibles, et qui pourraient étre impliquées dans le phénoméne de

séropositivité sans confirmation parasitologique des sujets SERO (Jamonneau ef al., 2004b).

La question du réle de la diversité génétique des trypanosomes dans la diversité de
réponses a l’infection reste donc entiere et d’autant plus entiere qu’elle semble liée a
I’existence d’infections multiples par plusieurs génotypes chez un méme héte, un phénomeéne
qui d’aprés plusieurs études semble répandu aussi bien chez I’hdte que chez I’insecte vecteur
(MacLeod et al., 1999; Truc ef al., 2002; Jamonneau et al., 2004b; Koffi et al., 2007, Balmer
et Caccone, 2008). Cependant, la fréquence de ce phénomeéne est toujours trés discutée. Par
exemple, Koffi et al. (2007) ont mis en évidence des infections mixtes dans neuf (53%)
patients sur 17. Ces résultats ont montré que les infections mixtes d'au moins deux souches
circulant chez un patient simultanément peuvent étre assez fréquentes. Une étude sur les
isolats de terrain a travers I’Afrique a révélé une fréquence de 8,8% d’infections mixtes
(souches multiples) de T. brucei dans les isolats (Balmer et Caccone, 2008). Chez le vecteur,
il a été montré qu’une proportion importante des isolats de glossines sauvages (36% au
Lugala (Ouganda) et 47% au Kiboko (Kenya)) contenait plus de deux alléles a un ou plusieurs
loci démontrant ainsi qu’une forte proportion des mouches tsé-tsé ont été infectées par plus
d’un génotype de trypanosomes (MacLeod er al., 1999). Ces résultats montrent que 1’héte
mammifére peut étre infecté par plusieurs souches de trypanosomes qui pourraient étre

responsables de la diversité de réponses a I’infection.
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Les trypanosomes peuvent étre rencontrés chez 1’hote dans trois fluides biologiques
différents tels que le sang, le suc ganglionnaire et le liquide céphalo-rachidien. La présence de
génotypes différents de trypanosomes dans le sang et dans le LCR d’un méme patient a déja
été évoquée (Truc et al., 2002). L’existence d’un tropisme tissulaire par différents génotypes
de trypanosomes est suspectée comme c’est le cas pour 7. cruzi agent pathogéne de la maladie
de Chagas (Valadares et al., 2008). Cette hypothése doit étre prise en compte dans 1’étude de
la diversité clinique. En effet, existe-t-il des souches neurotropes qui pourraient étre
responsables d’une évolution rapide vers une phase neurologique de la maladie (forme
aigué) ? Inversement, il pourrait aussi exister des souches essentiellement sanguicoles ou
lymphatiques, incapables de franchir la barriére hémato-méningée et qui pourraient
étre responsables des formes cliniques quasi-asymptomatiques sans évolution en

deuxiéme phase (phase 2).

L’étude du réle de la diversité génétique des trypanosomes dans la diversité de

réponses a I’infection se heurte donc encore a plusieurs questions primordiales :

Quelle est la fréquence des infections mixtes chez I’hdte ? Existe-t-il un tropisme
tissulaire des souches de trypanosomes ? Ce tropisme tissulaire est-il impliqué dans la

diversité de réponses a ’infection ?

La question de I’existence d’un tropisme tissulaire des souches de trypanosomes
revient a se demander s’il n’existe pas une structuration des populations de trypanosomes en
fonction du fluide biologique. Cette question peut étre abordée par une approche de
« génétique des populations ». Comme nous le verrons dans la prochaine partie, cette

discipline a été trés utilisée dans I’amélioration de nos connaissances sur ’épidémiologie de la

THA.
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3.3. Génétique des populations de trypanosomes, structuration temporelle

et géographique et lutte contre la THA

3.3.1. Définition

La génétique des populations est I’étude de la répartition de la variabilité génétique
entre et au sein de porulations naturelles et des forces génétiques, écologiques ou
environnementales qui la gouvernent. Ces forces, nombreuses et interactives, sont notamment
la mutation, la recombinaison, la sélection, la migration, la distance géographique entre
individus et le systéme de reproduction. Reconnaitre et quantifier ces facteurs est essentiel
pour déterminer ou prédire 1’évolution des populations et des espéces. En parasitologie, une
description précise et intelligible de la variabilit¢ génétique des populations et de sa
répartition dans [’espace et/ou dans le temps peut fournir des indications précieuses
permettant de mieux comprendre ’épidémiologie de la maladie étudi€e. La subdivision des
populations naturelles en sous-unités locales apparait d’un point de vue empirique comme un
¢lément majeur a prendre en compte. En effet, chez la plupart des espéces, il existe des
variations géographiques qui se manifestent tant au niveau morphologique qu’au niveau des
fréquences de certains génes. L’amplitude de ces différences résulte de la balance entre les
forces qui tendent a individualiser les populations locales d’une part, et les forces qui tendent
a homogénéiser la variabilité génétique au sein de i’espéce d’autre part. La complexité de ces
systémes nécessite le recours a des modéles mathématiques reposant sur un certain nombre de

postulats simples qui permettront I’analyse des structures génétiques existantes.

3.3.2. Fréquences génotypiques et alléliques

Considérons que nous travaillons sur un locus codominant chez un organisme
diploide. Admettons que nous ayons génotypé N individus de cet organisme dans un site que
nous supposons contenir une population. Parmi ces N individus, N, se sont révélés étre de
génotype 1/1, Ny, 1/2 et Np; 2/2. Notez que N est nécessairement €gal a Ny+Nj2+Nx. Soient
D1 et pa les fréquences des alleles 1 et 2 respectivement dans 1'échantillon de N individus. Il y

a 2N alleles en tout puisque nous sommes chez des diploides. Il y a 2N;; et N, alléles 1 chez
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les 1/1 et 1/2 respectivement et 2N,; et N, alleles 2 chez les 2/2 et 1/2 respectivement. La

fréquence des alléles 1 et 2 dans I'échantillon est donc:

_ 2N + Ny» ; B 2N,, + Ny, _1
p1 = N e D2 = oN = p1

Notons que ces valeurs sont aussi des estimations des fréquences alléliques de la population

échantillonnée.

3.3.3. Equilibre de Hardy-Weinberg

L’équilibre de Hardy-Weinberg a ét€ mis en évidence par Hardy G. H, un
mathématicien anglais et par Weinberg W, un médecin allemand en 1908 (Edwards, 2008).
L’équilibre de Hardy-Weinberg est le modéle théorique central de la génétique des
populations. La notion d’équilibre dans le modeéle de Hardy-Weinberg est soumise aux

conditions suivantes :

» La population est « infinie » (trés grande pour minimiser les variations dfies a la dérive
génétique) ;

> 1l ne doit y avoir ni mutation, ni migration, ni sélection (pas de pertes, ni-de gain
d’alléles) ;

> La population est panmictique : les zygotes (ceufs) se forment aprés rencontre aléatoire
des gametes ;

> Les générations successives sont discrétes (pas de croisement entre générations

différentes).

Pour un locus comptant 2 alléles (1 et 2) de fréquences p; et p; = 1-p; respectivement,
on peut calculer la probabilité¢ de former des individus diploides 11, 12, 22 a la génération
suivante. Sachant que nous puisons dans une population infinie, la probabilité d’obtenir un
individu 11 est exactement égale a la probabilité de piocher un alléle 1, soit p; par cette méme
probabilité, ce qui donne plz. On aura donc p,° 11 et de la méme fagon p,* 22. 1l existe deux
maniéres de construire un hétérozygote 12, soit en piochant un alléle 1 (p;) puis un alléle 2

(p2), soit inversement en piochant d’abord 2 puis 1, soit une probabilité de p\p, + pypi. Il en
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résulte que nous aurons p12 11, p2* 22 et 2p1p2 12. 1l est facile de constater que ia somme de

ces fréquences fait 1.

3.3.4. Estimateurs non biaisés de F-Statistiques

La méthode d’analyse des données la plus utilisée est celle développée par Wright afin
d’estimer la variance standardisée des fréquences alléliques entre les sous-populations
(Wright, 1951, 1965). Wright a construit un ensemble d’outils mathématiques basés sur les
rapports d’hétérozygoties observée et calculée sous I’hypothése de 1’équilibre de Hardy-
Weinberg dans chaque sous-population et sur la population totale, les F-statistiques. Elles
permettent de décrire la répartition de la variabilité génétique entre et au sein des populations.
Trois coefficients sont utilisés et leurs formules sont données ci-dessous. Dans une population
dont la structure est & trois niveaux (individus, sous-populations et population totale), les

paramétres sont définis comme suit :

— Fis est une mesure de la consanguinité des individus () par rapport & la consanguinité
dans les sous-populations (S). Le Fis varie de -1 (sous-population hétérozygote pour deux
alléles), 0 (panmixie) & +1 (individus tous hemozygotes pour différents alléles). Les valeurs
négatives reflétent un excés d’hétérozygotes (mode clonal de reproduction, différenciation
entre partenaires sexuels), les valeurs positives correspondent 4 un excés d’homozygotes

(mode consanguin de reproduction). C’est donc ainsi une mesure de la déviation locale par

rapport a la panmixie.

— Fgst est une mesure de la consanguinité dans les sous-populations (S) par rapport a la
consanguinité dans la population totale (T). Le Fst varie de O (distribution aléatoire des alléles
entre les sous-populations : homogénéité des fréquences) a +1 (sous-populations toutes fixées
pour ’un ou l'autre des alléles présents) et est donc aussi une mesure de la différenciation

génétique entre les sous-populations.

— Fyt est une mesure de la consanguinité des individus (I) par rapport a la consanguinité
dans la population totale (T). Il correspond 4 la résultante des deux précédents. Le Fir varie de
-1 (quand tous les individus de la population totale sont hétérozygotes pour les deux mémes
alléles) a 1 (quand tous les individus sont homozygotes, avec au moins deux alléles, dans la

population totale).
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Soient H: la probabilité de tirer deux alléles différents d’un individu d’une sous-
population ; Hs: la probabilité de tirer deux alleles différents de deux individus de la méme
sous-population et Hr la probabilité de tirer deux alleles différents de deux sous-populations
différentes et soient O;= 1 - Hy, la probabilité d’identité de deux alléles d’un méme locus au
sein d’'un méme individu ; Os = 1 - Hg, la probabilité de tirer deux alleles identiques de deux
individus différents de la méme sous-population et Or = 1 - Hr, la probabilité de tirer deux

alléles identiques de deux individus de deux sous-populations différentes, alors on obtient :

g = Hs — Q= Qs
s H Fig = ——

s 1-0s

I Hy — Hg (Nei et 0s — O (Rousset, 2004)

ST Hy Chesser, 1983) Fsr = 1-0,
HT - H[ —

Fir = Hy Fn‘_(i—lQQT

— Q7

Ces trois paramétres sont reliés par I’équation : (1 — Fp) = (1 — F;5)(1 — Fer)

Weir et Cockerham (1984) ont montré la correspondance entre les F-Statistiques de
Wright et les composantes de la variance des fréquences alléliques dans des populations
structurées (Weir et Cockerham, 1984). L’analyse par les F-Statistiques est donc analogue a
une analyse hiérarchique de variance ayant comme variables les fréquences alléliques et
comme facteurs : I’individu, la sous-population et la population totale. Cette analyse de
variance hiérarchique a conduit ces auteurs i proposer des estimateurs non biaisés (dont
I’espérance mathématique est indépendante de la taille et du nombre des sous-échantillons)

des F-statistiques de Wright.

3.3.5. Déséquilibre de liaison

On parle de déséquilibre de liaison lorsque les différents all¢les aux différents loci ne
paraissent pas s’associer au hasard. En effet, de fagon idéale lorsque deux loci & deux alléles
chacun (alléles A et a au premier locus et alleles B et b au deuxiéme locus) sont en équilibre
de liaison, alors le gameéte AB survient en probabilité avec une fréquence Pag = PoPp dans la

population, P, et Pg étant les fréquences alléliques de A et de B respectivement dans la
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population. Dans le cas contraire Pag = PoPg = D, ou D est le déséquilibre de liaison entre les
deux loci. Un déséquilibre de liaison significatif peut prendre sa source de multiples causes
non exclusives telles de petites tailles de populations, le régime de reproduction (clonalité),

les erreurs d’échantillonnage, la sélection ou la liaison physique entre les loci étudiés.

3.3.6. Apport de la génétique des populations a [’étude de [I’épidémiologie de la

trypanosomose

La technique d’électrophorése des isoenzymes MLEE (MultiLocus Enzyme
Electrophoresis) a permis d’individualiser un groupe génétiquement homogéne, correspondant
a 80% des isolats humains d’Afrique de 1’Ouest et Centrale. Ce groupe est communément
appelé le « groupe 1 » de T. b. gambiense (Gibson, 1986; Gibson, 2007). Les 20% restants ont
été étiquetés par les auteurs comme « gambiense groupe 2 », « non gambiense » ou encore
groupe « bouaflé ». Ce dernier groupe, génétiquement trés hétérogéne comprend aussi des
souches isolées de I’animal (Godfrey et al., 1990; Baker, 1995; Stevens et Tibayrenc, 1996;
Truc et al., 1997). En Afrique de I’Est, la MLEE n’a pas permis de distinguer clairement les
souches de T. b. rhodesiense et de T. b. brucei (Godfrey et al., 1990). Cependant, des
subdivisions homogénes définies avec 1’apport des études sur I’ADNKk, ont été mises en
évidence : trois groupes ont ¢té identifiés au sein de 7. b. brucei ; Sindo, Kakumbi et Kiboko
(Tait et al., 1985; Godfrey et al., 1990) et deux groupes au sein de 7. b. rhodesiense ; Busoga
et Zambezi (Stevens et Godfrey, 1992). Certaines souches caractéristiques du groupe Busoga,
isolées en Afrique Centrale et principalement chez des animaux, ont formé un nouveau

groupe : le groupe Bouaflé/Busoga (Stevens et Godfrey, 1992).

Les résultats obtenus par les techniques de *Restriction Fragment Length
Polymorphism ” (RFLP),(Gibson ef al., 1985), d’hybridations avec des sondes génomiques
(Hide et al., 1990; Mathieu-Daude et Tibayrenc, 1994), de Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD), (Tibayrenc ef al., 1993; Kanmogne et al., 1996b) et d’Amplified Fragment
Length Polymorphism (AFLP), (Masiga et al., 2000; Agbo et al., 2002; Simo et al., 2008) ont
confirmé ceux obtenus par 1’identification isoenzymatique : un groupe homogéne au sein de
T. b. gambiense (le groupe 1) et un groupe hétérogéne rassemblant les souches du groupe
bouaflé, celles de T. b. brucei et de T. b. rhodesiense. Ceci conforte I’hypothése qui décrit T
b. rhodesiense (Tait et al., 1985) et le groupe bouaflé comme étant des variants de T b. brucei
(Gibson et al., 1999) capables de s’adapter a ’homme.
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Par contre, cette caractérisation isoenzymatique de souches de trypanosomes semble
insuffisante et reste controversée. Avec 1’évolution des nouvelles technologies, de nouveaux
outils moléculaires tels que les marqueurs microsatellites ont été utilisés pour la
caractérisation génétique des organismes. Ils ont été tres utilisés pour étudier la structure des
populations de plusieurs agents pathogenes et aussi de plusieurs vecteurs des maladies
infectieuses. Comme exemple d’agents pathogeénes, nous avons : Plasmodium (Annan et al.,
2007; Pumpaibool et al., 2009), Leishmania (Bulle et al., 2002; Schwenkenbecher et al.,
2004; Schwenkenbecher et al., 2006), Theileria (Oura ef al., 2003; Oura et al., 2005; Odongo
et al., 2006) et Trypanosoma (Biteau et al., 2000; Balmer et al., 2006; Koffi et al., 2007,
Morrison et al., 2008; Simo et al., 2008; Koffi et al., 2009; Simo ef al., 2010). De méme un
exemple de vecteurs est : Anopheles (Chen et al., 2004; Antonio-Nkondjio et al., 2008; Ndo et
al., 2010) et Glossina (Solano et al., 2000; Krafsur ef al., 2008; Krafsur, 2009; Solano et al.,

2009).

Ces marqueurs microsatellites ont permis de mettre en évidence une diversité
génétique au sein de T. b. gambiense 1 (Gibson, 2007; Koffi et al., 2009; Balmer et al., 2011).
Ils ont permis d’étudier la question de la reproduction de 7. brucei s.I qui demeure de nos
jours controversée. Jusqu’en 1980, on considérait que le trypanosome, asexué, ne se
reproduisait que par fission binaire. Cependant, depuis la découverte de la diploidie chez les
trypanosomes, plusieurs auteurs se sont interrogés sur une éventuelle reproduction sexuée.
Des échanges génétiques ont €té mis en évidence chez trois espéces de trypanosomatidés dont
les génomes ont été séquencées (Berriman et al., 2005; El-Sayed et al., 2005; Ivens et al.,
2005) : T. brucei, T. cruzi et Leishmania major. Pour T. brucei, les échanges génétiques ont
été mis en évidence au cours de son développement chez I’insecte vecteur par des expériences
de croisement au laboratoire en montrant que les marqueurs étudiés ségrégaient suivant la loi
de Mendel, laissant supposer I’existence d’une méiose normale (Jenni et al., 1986; MacLeod
et al., 2005a; Akopyants et al., 2009). Au laboratoire, il s’est avéré possible de croiser toutes
les sous-espéces de T. brucei entre elles sauf I’agent pathogéne humain 7. b. gambiense
groupe 1. La difficulté de mettre en place des croisements de T. b. gambiense groupe 1 est en
partie die a la difficulté d’infecter Glossina morsitans ssp, la mouche tsétsé standard de
laboratoire avec ce taxon (Gibson, 1986; Dukes ef al, 1989). Pour les autres espéces de

trypanosomes, la reproduction sexuée semble avoir lieu dans les glandes salivaires de la
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glossine durant le cycle de développement du trypanosome (Bingle ez al., 2001; Gibson et al.,

2008).

Lors des études de génétique des populations de 7. b. gambiense a 1’aide des
marqueurs microsatellites, en Afrique de 1'Ouest (Cote d’Ivoire et Guinée), les résultats
obtenus ont montré que 7. b. gambiense groupe 1 est un organisme dont la reproduction est
strictement clonale (Koffi et al., 2009). Ces auteurs ont aussi montré que la migration des
souches de 7. b. gambiense groupe 1 ne se produit pas a ’échelle de I’ Afrique de 1’Ouest, et
que méme a une échelle plus fine (entre les foyers de Boffa et Dubréka au sein de la Guinée),
la migration est limitée, et que la taille des populations de trypanosomes est probablement
plus élevée que celle suggérée par les enquétes épidémiologiques (Koffi er al., 2009). Ces
résultats ont aussi montré qu’il existe une importante structuration géographique entre les
souches de trypanosomes de Guinée et celles de la Cote d’Ivoire (Koffi ef al., 2009). Cette
structuration a aussi été mise en évidence entre deux foyers beaucoup plus proches (150 km)
du littoral guinéen (Boffa et Dubréka). Cette structuration géographique est-elle toujours
effective a une plus petite échelle, notamment a ’échelle du foyer ? I existe un troisiéme
foyer de THA dans cette méme région, le foyer de Forécariah, & une centaine de kilomeétres de
Dubréka (voir ci-dessous). La structuration géographique mise en évidence entre Boffa et
Dubréka se confirme-t-elle en prenant en compte le foeyer de Forécariah ? Nous pourrons
aussi tester si les campagnes médicales menées ces derni€res années sur tout le littoral

guinéen ont eu un effet sur les effectifs clonaux calculés comme dans Koffi et al. (2009).

Il faut préciser que ces questions sont posées dans le contexte d’un projet
d’élimination que nous souhaitons mener dans les prochaines années sur I’ensemble du littoral
guinéen constitué par les trois foyers étudiés (Boffa, Dubréka et Forécariah). La connaissance
des liens qui existent entre les populations de trypanosomes qui circulent dans ces trois foyers
voire méme a I’intérieur d’un de ces foyers nous aidera a optimiser la stratégie de lutte a
mettre en place. Par exemple, il est important de savoir si une lutte séquentielle foyer par
foyer, logistiquement plus facile & mettre en place, permettra une élimination durable de la

THA sans craindre des phénomenes de ré-invasion.

Pour répondre a ces questions, nous allons utiliser une approche de génétique des
populations. Comme évoqué ci-dessus, nous tiendrons compte, lors de nos analyses du fluide
biologique a partir duquel les trypanosomes ¢tudiés proviennent: existe-t-il une
structuration génétique entre les souches de trypanosomes extraits des trois fluides
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biologiques? Nous pourrons aussi tenir compte du stade d’évolution de la maladie au moment
ou le trypanosomé a été dépisté (phase 1, phase 2 précoce et phase 2 avancée). Cette approche
nous permettra d’apporter des éléments de réponse a une question déjd posée dans la
précédente partie : existe-t-il des corrélations entre diversité génétique parasitaire et
diversité d’évolutions cliniques ?

Dans ce chapitre III, plusieurs questions relatives a 1’épidémiologie moléculaire de la
THA ont été soulevées. Nous allons tenter de répondre & ces questions mais une étape

importante était le choix du marqueur a utiliser.

3.4. Le choix du marqueur

Nous avons vu-que plusieurs méthodes moléculaires basées sur les protéines, sur

PADN et ’ARN ont été développées pour étudier la diversité génétique des trypanosomes.

Les marqueurs les plus utilisés ont été dans leur ordre d’apparition chronologique : les

marqueurs MLEE (Multi Locus Enzyme Electrophoresis) (Gibson, 1986; Tibayrenc et al.,

1993), les marqueurs RFLP (Restriction Fragment Lengh Polymorphism) (Kanmogne et al.,

-1996c¢; Tilley et Hide, 2001), les marqueurs RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(Tibayrenc et al., 1993; Kanmogne ef al., 1996b), les marqueurs AFLP (Amplified Fragment

Length Polymorphism) (Masiga ef al., 2000; Agbo et al., 2002; Simo et al, 2008), les

éléments génétiques mobiles (MGE-PCR, Mobile Genetic Element PCR) (Tilley et al., 2003;

Simo et al., 2005), les marqueurs minisatellites et microsatellites (Barrett ef al., 1997; Biteau

et al., 2000; MacLeod et al., 2000; Balmer et al., 2006; Koffi et al., 2007; Simo et al., 2011).

Il est important d’€tre conscient des limites des différents marqueurs employés. Il est
évident que la qualité de toute étude de génétique des populations est limitée par la méthode
d’échantillonnage et les attributs des marqueurs génétiques. Le choix des marqueurs dépend

de ce que I’on veut étudier.

Les microsatellites sont de courtes séquences d’ADN répétées en tandem,
généralement de deux, trois, quatre (plus rarement cinq) paires de bases (par exemple : AC,
CGT, GATA). Ce sont des marqueurs nucléaires codominants. Le polymorphisme de ces
marqueurs se base sur la variation du nombre de répétitions du motif de base de la séquence.
Les loci microsatellites sont généralement considérés comme hautement polymorphes,
codominants, abondants dans le génome et relativement faciles 4 mettre en évidence
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(Lehmann ¢t al., 1996). lls sont particulicrement adaptés aux études de génétique des
populations grice a leurs propriétés (haut degré de polymorphisme intra-spécifique,

codominance, facilités d’interprétation, neutralité supposée).

Dans le cadre de notre étude, nous allons nous intéresser a la diversité génétique de T.
b. gambiense. Tous les marqueurs précités ont montré que les individus de ce groupe
appartenaient a une entité génétiquement homogeéne (Gibson, 1986; Gibson, 2007). Les
marqueurs microsatellites se sont montrés assez polymorphes pour mettre en évidence la
diversité génétique au sein de cette entité monophylétique (Gibson, 2007; Koffi et al., 2009;
Balmer et al., 2011). En plus, les marqueurs microsatellites se sont montrés assez sensibles
pour étre appliqués au génotypage de 7. brucei directement a partir des échantillons
biologiques (Morrison ef al., 2007) sans la nécessit¢ d’amplifier les parasites in vivo
(rongeurs) ou in vitro. Ils permettent aussi de détecter des infections multiples (Koffi et al.,
2007). Plusieurs marqueurs microsatellites ont été définis afin de différencier les différentes
espéces et sous-espéces de trypanosomes d’intéréts médical et vétérinaire (Biteau et al., 2000;
Balmer et al., 2006; Koffi ef al., 2007). En outre grace aux récentes améliorations telles que
I’utilisation de séquenceurs automatiques dotés de capillaires, des techniques d’extraction
d’ADN et d’amplification ; il est possible de travailler sur de trés petites quantités de matériel
biologique. Razakandrainibe et al. (2005) sont parvenu en effet 4 génotyper un seul oocyste

de Plasmodium falciparum au niveau de sept loci microsatellites (Razakandrainibe et al.,

2005).

C’est donc cet outil que nous avons utilisé dans le cadre de notre étude. Cependant,
nous verrons qu’en utilisant ce marqueur pour répondre aux questions posées ci-dessus, nous
avons malheureusement mis en évidence des contraintes méthodologiques liées a I’utilisation
des marqueurs microsatellites pour I’étude de la diversité génétique des trypanosomes
directement a partir des fluides biologiques. Nous nous sommes alors intéressés a ces
contraintes probablement diies & un manque de sensibilité des marqueurs, afin de répondre a
la question : les marqueurs microsatellites sont-ils réellement un outil de choix pour
étudier la diversité génétique des trypanosomes sans étape d’isolement, de culture et de
purification ? Cette question nous a permis de tester si ’on peut faire de la « bonne »

génétique des populations a partir des fluides biologiques.

Dans cette partie problématique, un certain nombre de questions relatives a

I’épidémiologie moléculaire de la THA ont été soulevées. Dans cette étude nous avons tenté
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de répondre a ces questions en utilisant un outil qui semble prometteur pour étudier la
diversité génétique des trynanosomes, les marqueurs microsatellites. La partie expérimentale
ci-dessous traite de la surveillance épidémiologique de la THA et de la présentation des zones
d’étude, suivie des résultats obtenus. Les matériels et méthodes utilisés, les résultats obtenus
ayant déja été publiés ou soumis pour publication et la discussion de ces résultats seront

présentés sous forme d’activité de recherche dans la suite du document :

v’ Le premier article déja publié¢ (Kaboré et al, 2011a), aborde spécifiquement la
problématique des sujets séropositifs (SERO). Sont-ils réellement porteurs de 7. b.

gambiense ? Certaines souches de 7. b. gambiense sont-elles responsables de ce phénotype ?

v" Le second article déja publié (Kaboré er al., 2011b) et qui fait I’objet d’une approche en
génétique des populations, s’intéresse non seulement a la distribution des populations de
trypanosomes dans les fluides biologiques humains et & son éventuelle implication dans la
diversité de réponses a l’infection, mais aussi & la distribution spatio-temporelle de ces
populations dans trois foyers géographiquement proches dans un contexte d’élimination de la

THA.

v" Le troisiéme article qui vient d’étre soumis pour publication, s’intéresse a la question de
savoir si les marqueurs microsatellites sont 1’outil idéal pour faire de la génétique des

populations de trypanosomes & partir des fluides biologiques.

Cette étude qui a pour objectif d’apporter des ¢léments de réponses aux questions
soulevées dans ce chapitre, a été menée dans les foyers de THA les plus actifs actuellement en

Afrique de I’Ouest. Ceux-ci sont décrits dans la partie suivante.
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DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE




SURVEILLANCE EPIDEMIOLOGIQUE DE LA THA EN
AFRIQUE DE L’OUEST ET PRESENTATION DES ZONES

D’ETUDE

L’équipe IRD/CIRDES qui est Centre Collaborateur de I’OMS pour la THA a été ces
derniéres années particuliérement impliquée dans les activités de surveillance
épidémiologique en Afrique de I’Ouest en collaboration avec les programmes nationaux de
lutte conte la THA (PNLTHA). La majeure partie des échantillons et des données de terrain
utilisés dans ce travail a été collectée dans le cadre de ces activités menées en Guinée et en
Cote d’Ivoire auxquelles j’ai eu a participer. Ce chapitre me permet de décrire les méthodes
utilisées pour cette surveillance ainsi que les foyers de THA qui constituent les zones d’étude
de ma thése. Lors de cette partie «terrain», j’ai aussi contribué a améliorer certaines

méthodes de diagnostic et de surveillance épidémiologique.

1. Prospections médicales

La premiére étape d’une prospection médicale est une phase de cartographie et de
recensement exhaustif de la population de la zone ciblée. Ce recensement a été effectué
famille par famille. Un numéro individuel de recensement a été attribué a toute personne
recensée. L’ensemble de la population présente le jour de la prospection est prélevé (70 ul de
sang) par ponction digitale dans un tube hématocrite hépariné pour chaque sujet, dans le but
de réaliser un test sérologique, le Card Agglutination Test for Trypanosomiasis CATT
(Magnus et al., 1978) sur sang total (CATT/sg). Les sujets positifs & ce test (agglutination
visible, signe d’une réaction antigénes/anticorps recherchés) sont prélevés au pli du coude
(5ml de sang sur tube Vacutainer® hépariné) pour effectuer un test CATT sur dilutions
successives de plasma (CATT/pl) plus spécifique que le CATT/sg (voir paragraphe 1.4.
Diagnostic et traitement de la THA, Chapitre 1). Les tests parasitologiques, mini Anion
Exchange Centrifugation Technigue mAECT (Lumsden et al., 1979) sur le sang et la
recherche des trypanosomes dans le suc ganglionnaire (étalé a 1’état frais entre lame et
lamelle) prélevé en cas de présence d’adénopathies cervicales, sont effectués pour les sujets

positifs au CATT/pl (quand le test est au moins positif a la dilution 1/8). Les sujets positifs
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aux tests parasitologiques sont confirmés trypanosomés (T+), les sujets positifs au CATT/pl
mais négatifs en parasitologie sont qualifiés de séropositifs (SERO). Le diagnostic de phase

est alors effectué pour le choix du traitement a administrer.
Deux types de sujets ont ainsi été inclus lors des prospections médicales :

» Trypanosomés (T+) : sujets ayant un CATT/sg positif, un CATT/pl > 1/8 et un test
parasitologique positif

» Séropositifs (SERO) : sujets ayant un CATT/sg positif, un CATT/pl > 1/8 sans
confirmation parasitologique
Pour tous les sujets T+ et SERO, un questionnaire épidémiologique et clinique a été

rempli. Ces sujets ont été géo-référencés.

Cinq prospections médicales ont été réalisées en Guinée pendant ma thése et les

résultats obtenus sont les suivants :

Tableau III: Résultats des prospections médicales menées en collaboration avec le

PNLTHA de Guinée et I’équipe IRD/CIRDES dans le cadre de cette étude

Foyer Période Population vue Trypa(u%is)omés Se’:(rsog;)(s(;t)lfs
Nov 2007 7 586 13 16
Forécariah Mars 2008 3 867 6 14
Oct 2008 865 6
Mai 2008 3437 29 8
Dubréka Fév 2009 968 11
Av 2009 6171 50 38
Mai 2008 3358 10 9
Boffa )
Fév 2009 --- 3 2
Total 26252 128 93

Lors de ces prospections médicales, j’ai contribué & une étude permettant d’améliorer
la sensibilit¢ de la mAECT pour améliorer le diagnostic parasitologique de la THA. Le
principe était d’effectuer le test avec 350 pl de buffy-coat a la place de 350 pl de sang
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habituellement utilisés (Camara et al., 2010). Les résultats obtenus ont été prometteurs et la
nouvelle procédure est maintenant retenue dans les stratégies de diagnostic en Afrique de

’Ouest et commence a étre utilisée par les équipes mobiles d’ Afrique Centrale.

Lors des enquétes de terrain, j’ai aussi contribué a 1’évaluation de la technique dite de
trypanolyse (TL), basée sur la détection d’anticorps spécifiques d’antigénes variables de
surface des trypanosomes, comme outil de surveillance épidémiologique. Les résultats ont
montré que le taux de positivité du test TL sur les sujets SERO est associé au degré
d’endémicité, confirmant une fois de plus que ces sujets identifiés dans les foyers actifs et qui
ne sont pas traités, sont ou ont ét€ en contact avec 7. b. gambiense et qu’il est important de les
considérer dans les stratégies de lutte. La TL, dont la méthode a été transférée au CIRDES est
maintenant utilisée comme marqueur de transmission dans une zone donnée. Elle pourrait étre
utilisée comme test de référence dans le contexte actuel des importantes initiatives

d’élimination récemment lancées par ’OMS et I’'UA (Jamonneau ef al., 2010).

2. Zones d’étude

La zone du littoral guinéen se compose de trois foyers (Boffa, Dubréka et Forécariah),
(Camara et al., 2005). La zone du Centre-ouest ivoirien, dont le foyer de Bonon (Kaba et al.,

2006) a aussi fait I’objet d’un suivi.

2.1. Foyers de Boffa, Dubréka et Forécariah (Guinée)

La République de Guinée se trouve sur la cote atlantique de I’ Afrique de 1I’Ouest. Avec
une population de 9,4 millions d’habitants en 2007, la République de Guinée couvre une
superficie de 245 857 Km? répartie entre quatre régions naturelles caractérisées par une
diversité climatique et culturelle. Il s’agit de la Haute-Guinée savanicole, de la Moyenne
Guinée abritant le Fouta Djalon montagneux, de la Guinée forestiére et enfin de la Guinée
maritime. La majorité¢ de la population (71%) vit en zone rurale ou ’agriculture demeure la
principale activité. Toutefois, le pays connait de plus en plus un exode rural massif des jeunes
vers les grands centres urbains et les zones minieres. Au plan socio-politique, ’afflux de

réfugiés et de populations déplacées consécutif a plus de quinze années de conflit dans la
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sous-région a laissé des traces encore visibles sur I’environnement et les infrastructures de
base. -~

La Guinée est actuellement le pays le plus touché par la maladie du sommeil en
Afrique de I’Ouest. La maladie sévit en forét mais aussi et surtout sur le littoral (Guinée
maritime) en zone de mangrove. La Région Naturelle de Guinée Maritime occupe une bande
d’environ 150 km de largeur entre les contreforts du plateau du Fouta-Djalon a I’Est et
’océan atlantique a 1’Ouest. Cette région se caractérise par un climat trés contrasté, puisque
malgré D’existence d’une saison séche qui s’étend sur cinqg mois (décembre a avril), la
pluviométrie est supérieure a 2000 mm/an. En 2000, la Guinée Maritime regroupait 36% de la
population du pays soit 2,5 millions d’habitants parmi lesquels 1,4 millions de ruraux (Rossi
et al., 2000). La Guinée Maritime connait une évolution démographique spectaculaire
(croissance d’environ 3% par an), du fait de I’accroissement naturel de la population régionale
et d’une migration massive en provenance de I’intérieur du pays. Ces derniéres années, cette
région littorale s’est fortement urbanisée, notamment a travers ’extension de la capitale
Conakry, mais aussi du fait du développement de grandes villes industrielles (Kamsar, Fria)
ou commerciales (Kindia) qui attirent des populations de I’ensemble du pays. L’attraction
urbaine est également sensible dans certains centres secondaires tels que Boffa, Dubréka et
Forécariah, qui profitent du commerce suscité par la monétarisation du marché de poissons,

de sel, de riz et de bois (Rossi ef al., 2000).

Les trois foyers actifs de THA en Guinée qui ont fait I’objet de notre étude sont dans

les zones suivantes (Figure 12) :

> La préfecture de Boffa a 150 kilométres de la capitale Conakry se situe le long de
l'océan atlantique sur un axe Conakry-Boké et est traversée par le fleuve Rio Pongo. Elle se
caractérise par une importante zone de mangroves entre I’océan atlantique au sud et un vaste

espace de savane au nord qui prend fin dans les contreforts du Fouta-Djalon.

> La préfecture de Dubréka est située a proximité de la capitale. La partie Sud-ouest,
bordée par l'océan atlantique, est basse et constituée de mangroves. A l'intérieur, le relief
s'éleve rapidement. Le fleuve Konkouré descend du Fouta-Djalon, les crues de ce fleuve

cotier alimentent d'importantes riziéres prés de Wassou.

> La préfecture de Forécariah est située au Sud-ouest du pays, limitée a I'Ouest par 1'océan

atlantique et au Sud par la Sierra Leone. Sur le plan administratif, elle dépend de la région de
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Kindia et la ville de Forécariah en est le chef-lieu. La partic Ouest est une zone cotiére basse,
caractérisée par des mangroves et des rizieres, traversée par de petits fleuves cotiers, le plus
important étant la Forécariah. Au Nord-est, le relief s'éléve jusqu'a 1124 m pres de Sikhourou,

annongant le massif du Fouta Djalon.

Les cartes de répartition des trypanosomés et des SERO dépistés pendant cette étude
dans ces trois foyers sont représentées en Ammexe VII. L’espace végétatif favorise la
transmission et la diffusion de la maladie dans toute la zone de mangrove, notamment au
niveau des estuaires et des chaines de mangroves ou les populations pratiquent de nombreuses
activités de subsistance a risque (riziculture, extraction de sel, péche, coupe du bois....)
(Figure 13) qui impliquent des déplacements quotidiens ou saisonniers des populations et un

important contact avec le vecteur (Courtin ef af., 2010a).

OCEAN
ATLANTIQUE

Océan Atlantique

100 0 100 200 Kilometres
=]

@ Villes principales des foyers

B Mangrove a palétuviers

/ Fleuves principaux

Figure 12 : Carte de ]Ja Guinée et localisation des zones d’étude
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¢. Péche d. Extraction de sel

Figure 13 : Exemples d’activités et de zones a risque en mangrove guinéenne

2.2. Foyer de Bonon (Céte d’Ivoire)

Le foyer de Bonon est situé a 350 km au Nord-ouest d’Abidjan, dans le Centre-ouest
de la Céte d'lvoire (Figure 14) (Courtin er al, 2005). La sous-préfecture, a I’instar de
I’ensemble de la région, est sous I'influence d’un climat régional de type €quatorial a deux
saisons de pluies (de mai a mi-juillet, d’aoiit a octobre). Les amplitudes thermiques annuelles
sont faibles (3°C) et la pluviométrie annuelle oscille actueltement autour de 1300 mm. Le
paysage est dominé par une succession de bas-fonds et de versants courts et étroits résultant
de Pactivité de nombreux cours d’eau temporaires qui se raccordent aux affluents de la
Marahoué. Avec le développement des cultures de rente a partir du début des années 60, les

plantations de café et de cacao ont remplacé progressivement la focét humide qui n'y subsiste
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plus que sous forme de forét classée comme celle de la Marahoué (Parc National) (Solano et

al., 2003).

1

Céle d'ivoire .8

2000 C 2000 4000 Kilometers
e

Figure 14 : Carte de la Céte d’Ivoire et localisation de la zone d’¢tude (Bonon) (Courtin

et al., 2005)

Le foyer de Bonon est Je dernter foyer épidémique de la Cdte d’Ivoire. Par exemple,
lors d’'une prospection médicale menée en 2000, sur un total de 15 227 individus qui ont été
examinés dans la ville, les villages, Jes hameaux et les campements qui lui sont rattachés, un
total de 74 trypanosomeés ont été dépistés, soit une prévalence de 0,48%. Les prospections
médicales menées entre 1998 et 2006 ont permis de dépister prés de 200 trypanosomés et
d’endiguer I’épidémie (Kaba ef al., 2006). En 2006, la prévalence de la THA était d'environ
0,1% (Kaba et al., 2006). Depuis 2006, peu de données de surveillance sont disponibies pour
ce foyer a cause de Ja crise en Cote d’Ivoire qui touche particuliérement cette zone
géographique. J’ai néanmoins participé a une mission médicale dans le foyer de Bonon en
2009 dans le cadre du suivi de cohortes de trypanosomés refusant le traitement et de sujets
SERO. Un article dans lequel je suis co-auteur est en préparation sur les résultats de cette
¢tude qui s’intéresse plus particuliérement au role de I’hote dans le phénoméne de diversité de
réponses a I'infection et a U'existence de phénoménes de trypanotolérance humaine. Les

résultats montrent aussi que la THA sévit toujours a |’état endémique dans ce foyer.
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Si la plupart des échantillons utilisés dans cette étude proviennent des foyers de THA
du littoral guinéen, nous avons aussi utilis€¢ des ADN extraits a partir de sujets SERO
identifiés lors d’une prospection médicale menée en 2004 dans le foyer de Bonon. Ces
derniers ont été essentiellement utilisés dans le premier article décrit ci-dessous visant a
explorer le rdle des sujets SERO dans I’épidémiologie de la THA. Les deuxiéme et troisiéme

articles présentés ensuite utilisent essentiellement des échantillons provenant de la Guinée.

3. Considérations éthiques

Tous les échantillons utilisés dans le cadre de cette étude (2 l'exception des souches de
référence) ont été collectés lors des prospections médicales menées en collaboration avec les
programmes nationaux de lutte contre la THA (PNLTHA) de Guinée et de Cote d'Ivoire
suivant les procédures nationales de diagnostic de la THA. Tous les participants ont été
informés de l'objectif de notre étude dans leur propre langue et ont donné leur consentement
éclairé. Les enfants de moins de 12 ans ont été exclus de notre étude. Pour les participants
entre 12 et 18 ans, le consentement éclairé a été obtenu de leurs parents. Cette étude fait partie
d'un projet visant & améliorer les stratégies de surveillance épidémiologique de la THA pour

lequel des accords éthiques ont été obtenus aupreés des comités éthiques de 'OMS et de I’IRD.
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ACTIVITE DE RECHERCHE 1: PREMIERE MISE EN
EVIDENCE QUE LES SUSPECTS SEROLOGIQUES
(APPAREMMENT  APARASITEMIQUES) DANS LA
MALADIE DU SOMMEIL SONT PORTEURS DES MEMES
PARASITES (TRYPANOSOMA BRUCEI GAMBIENSE) QUE
CEUX INFECTANT LES TRYPANOSOMES CONFIRMES EN
PARASITOLOGIE.
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1. Introduction

" La THA causée par T. b. gambiense en Afrique de I’Ouest et Centrale, est
habituellement diagnostiquée en utilisant deux étapes successives: d’abord, le test CATT
[Card Agglutination Test for Trypanosomiasis, (Magnus et al., 1978)] est utilis¢ pour le
dépistage sérologique, suivi de la microscopie qui permet de confirmer la présence du parasite
et d’initier le traitement (WHO, 1998; Chappuis et al., 2005). Actuellement, le CATT
continue d’étre utilisé comme test de dépistage de masse du fait de sa simplicité et de sa
sensibilité trés élevée. Cependant, le CATT génére souvent des faux-positifs soulevant la
question de savoir si les sujets CATT-positifs qui sont négatifs en microscopie (SERO) sont
exposés a ’infection a T. b. gambiense (Garcia ef al., 2006). En effet, certains de ces sujets
pourraient étre porteurs d’une faible parasitémie indétectable en microscopie méme quand la
mini-colonne mAECT (mini Anion Exchange Centrifugation Technique), la méthode
parasitologique la plus sensible actuellement (seuil de détection a 10 parasites/ml) (Buscher et

al., 2009; Camara et al., 2010), est utilisée.

A cause de la faible sensibilité des méthodes parasitologiques, des méthodes
moléculaires qui amplifient des séquences spécifiques d’ADN du parasite ont été développées
pour le diagnostic de la THA (Deborggraeve et Buscher, 2010). Ces méthodes ont été utilisées
en partie pour répondre a la question du statut parasitologique des sujets CATT-positifs non
confirmés en microscopie (Kanmogne er al., 1996a; Kabiri et al., 1999; Garcia et al., 2000;
Kyambadde er al, 2000; Solano er al., 2002; Koffi er al., 2006). Malheureusement, les
méthodes PCR les plus sensibles, ciblant des séquences répétées dans le génome du parasite
sont spécifiques du sous-genre Trypanozoon et ne permettent donc pas de différencier les
sous-espéces de T brucei pathogenes pour ’homme (7. b. gambiense et T. b. rhodesiense), de
celles responsables de la trypanosomose animale africaine (7. b. brucei, T. evansi et T.
equiperdum). Dans les zones endémiques de THA ou la trypanosomose animale est
couramment rencontrée, les hommes sont exposés aux piqlres des mouches tsé-tsé infectées
par T. b. brucei. Alors que T. b. brucei est actuellement considéré comme non-infectieux pour
I’homme (Pays et al., 2006). 1l est possible que I’ADN de T. b. brucei reste détectable dans le
sang des sujets, conduisant ainsi & des PCR positives. Il est alors difficile de dire si ces PCR
positives sont diles & une infection de 7. b. gambiense ou une exi)osition répétée a T. b. brucei
(Garcia et al., 2000; Koffi er al., 2006). D’autre part, les PCR qui sont spécifiques a 7. b.

gambiense (c’est-a-dire T. b. gambiense groupe 1) ciblent des séquences uniques de génes
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(Mathieu-Daude et Tibayrenc, 1994; Radwanska ef al., 2002b) limitant ainsi la sensibilité de
ces tests dans le cas de faible parasitémie. Une autre hypothése est que les sujets SERO

pourraient étre infectés par des souches particuliéres non virulentes de 7. b. gambiense.

Les marqueurs microsatellites se sont avérés suffisamment polymorphes pour étudier
la diversité génétique chez T. b. gambiense groupe 1 (Biteau et al., 2000; MacLeod et al.,
2005b; Balmer et al., 2006; Koffi et al., 2007; Morrison et al., 2008; Koffi et al., 2009). Ces
marqueurs se sont montrés assez sensibles pour caractériser les trypanosomes directement a
partir d’échantillons biologiques (Koffi er al., 2007) évitant ainsi la nécessité d’isoler et
d’amplifier les parasites au laboratoire sur les rongeurs ou dans un milieu de culiure avant
analyse. Dans cette étude, nous avons appliqué la technique du génotypage par les marqueurs
microsatellites pour répondre aux questions suivantes : les sujets SERO sont-ils infectés par
des souches de 7. b. gambiense et si oui, ces souches sont-elles les mémes que celles circulant

chez les sujets trypanosomés confirmés porteurs de parasites ?

2. Matériels et méthodes

2.1, Zone d’étude et échantillonnage

- Cette étude a été menée dans les foyers de Bonon en Cote d’Ivoire et de Dubréka en

Guinée.

2.2. Sujets de I’étude

Tous les sujets de 1'étude ont été identifiés en Guinée et en Coéte d'Ivoire pendant les
activités de surveillance de la THA (voir ci-dessus « surveillance épidémiologique »). Chez
les sujets positifs au CATT/sg qui est spécifique & 7. b. gambiense, du sang a été recueilli
dans des tubes héparinés pour effectuer le CATT/pl. Il consiste a tester une série de dilutions
en cascade du plasma dans du tampon CATT pour déterminer le titre final, c’est-a-dire la plus
faible dilution toujours positive (CATT/pl). Tous les sujets CATT/pl positifs ont subi ensuite
les examens parasitologiques par examen direct du suc ganglionnaire lorsqu’il y a présence de
ganglions lymphatiques et/ou par la mAECT. Ainsi, deux catégories de participants ont été

définies selon le but de I’étude :
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T+ (Trypanoscmés) : CATT/pl titre final > 1/8 et confirmés en parasitologie
- SERO (séropositifs) : CATT/pl titre final > 1/8 mais pas de parasites détectés
Les échantillons de sang ont été collectés :

(i) en 2004 dans le foyer de Bonon situé dans la partie Centre-ouest de la Cote d'Ivoire, entre
la savane et la forét mésophile ou la prévalence de la THA est d'environ 0,1% (Kaba et al.,
2006). Des souches isolées de trypanosomés identifiés dans cette zone avaient déja été
génotypées (Koffi et al., 2007) et ont été incluses dans cette étude (N = 13) de méme que des
souches de référence (voir ci-dessous). Pour l'échantillonnage des SERO, nous avons
sélectionné des extraits d'ADN de sang provenant de sujets déja décrits dans Koffi et al.
(2006) pour lesquels le diagnostic PCR avait déja été réalisé. Sur 38 SERO PCR-positifs,

nous avons sélectionné ceux diagnostiqués en 2004 et pour lesquels ' ADN extrait était encore

disponible (N = 24).

(ii) en 2008 dans le foyer de Dubréka situé en zone de mangrove guinéenne qui est

actuellement le foyer le plus actif de la THA en Afrique de 1'Ouest avec une prévalence

d'environ 1% (Camara et al., 2005).

2.3. PCR diagnostic

Pour tous les sujets, un aliquot de 1 ml de sang a été échantillonné dans des
microtubes de 1,5 ml ; lesquels ont ét€ conservés a -20°C jusqu’a utilisation. L’extraction
d'ADN a ét€ réalisée en utilisant le kit DNeasy ® Tissue (Qiagen) telle que décrite dans Koffi
et al. (2006). Une PCR utilisant les amorces TBR 1/2 (Tableau IV) trés sensibles, spécifiques
du sous-genre Trypanozoon (Moser ef al., 1989) a été réalisée sur les échantillons d’ADN
(Koffi et al., 2006). Briévement, I’amplification a été réalisée dans un volume final de 50 ul
contenant du tampon 1X + 1,5 mM de MgCl,, 10 pmol de chaque amorce ; 0,2 mM de chaque
désoxyribonucléotide (dANTP), 10 pl de I’échantillon a amplifier et 1 unit¢é de Tag ADN
polymérase. L’amplification s’est faite dans un thermocycleur PTC-100 (programmable
thermal controller-100) ; 35 cycles ont été effectués avec au préalable une dénaturation a
94°C de 3 min et par cycle: une phase de dénaturation a 94°C de 30 sec, une phase
d’appariement des amorces a 55°C de 30 sec et une phase de polymérisation a 72°C de 1 min.

Aprés élongation finale & 72°C pendant 5 min, 20 ml des produits d’amplification ont été
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migrés sur gel d’agarose & 2% contenant 0,5 pg/ml de bromure d’éthidium. Le résultat de
’électrophorése est photographié sous lumiere UV. En cas de présence d’une bande a 177 pb,
taille de la séquence spécifique recherchée, la PCR est considérée positive. Les échantillons

de sang retenus pour le génotypage sont ceux positifs a la PCR diagnostic TBR 1/2.

Tableau IV : Séquences des amorces TBR 1/2 spécifiques au groupe Trypanozoon

Spécificité ~ Amorces Séquences des amorces Référence
TBR-1 5-CGAATGAATATTAAACAATGCGCAG-3' Moser et

T. brucei s.l. 1
TBR-2  5-AGAACCATTTATTAGCTTTGTTGC-3' - (1989)

2.4. Génotypage de microsatellites

Les souches de référence ainsi que celles isolées en 2004 dans le foyer de Bonon
utilisées dans cette étude, ont été génotypées en utilisant la méthode décrite dans Koffi et al.
(2007). Nous avons utilisé la méme méthode pour génotyper les sujets SERO qui proviennent
du ‘'méme site d’étude. Avec I’amélioration de la technique de génotypage ces derniéres

années, nous avons utilisé des méthodes récentes pour caractériser les échantillons de Guinée.

Pour les échantillons de Cote d'Ivoire (souches de référence et celles isolées en 2004
dans le foyer de Bonon), les loci microsatellites ont €té amplifiés en utilisant sept paires
d'amorces: M6C8-CA (M6C8) et MT30/33-AC/TC (MT30/33, (Biteau et al., 2000), Micbgl,
Micbg5, Micbg6, Misatg4, et Misatg9 (Koffi ef al., 2007). L’amplification par PCR a été
réalisée dans un thermocycleur PTC-100 TM (MJ Research Inc., Etats-Unis). La PCR est
effectuée dans un volume final de 50 ul contenant 10 pmol de chaque amorce ; 0,2 mM de
chaque désoxyribonucléotide (ANTP), 1 X de tampon d’enzyme contenant 1,5 mM de MgCl,,
0,5 unité de Taq polymerase (MP Biomedicals, Ilkirch, France) et 10 pl d’échantillon d’ADN
extrait avec le DNeasy® Tissue kit (Qiagen). Les réactions de PCR ont été optimisées pour

chacun des couples d’amorces :

- pour les loci Micbgl, Micbg5, Micbg6 : aprés dénaturation a 95°C pendant 3 min, 40
cycles avec dénaturation a 95°C de 30 sec, une phase d’appariement des amorces a 60°C de

30 sec, une élongation & 72 °C de 1 min, suivie d’une €longation finale de 5 min & 72°C.
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- pour les loci Misatg4 et Misatg9 : aprés dénaturation a 95°C pendant 3 min, 2 cycles avec
dénaturation a 95°C de 30 sec, une phase d’appariement des amorces a 60°C de 30 sec, une
élongation & 72°C de | min, puis 38 cycles avec dénaturation & 95°C de 30 sec, un
appariement & 56°C de 30 sec, une élongation a 72°C de 1 min, suivie d’une élongation finale
472°C de 5 min.

- pour les loci M6C8 et MT3033 : aprés dénaturation a 95°C pendant 3 min, 2 cycles avec
dénaturation a 95°C de 30 sec, une phase d’appariement des amorces a 60°C de 30 sac, une
élongation & 72°C de 1 min, puis 38 cycles avec dénaturation & 95°C de 30 sec, un
appariement a 55°C de 30 sec, une €élongation & 72°C de 1 min, suivie d’une élongation finale
a 72°C de 5 min. Aprés vérification de 1’amplification sur gel d’agarose, les fragments

amplifiés ont ét¢ séparés sur gel d’acrylamide 10% non dénaturant (Koffi et al., 2007).

Pour les échantillons de Guinée, les loci microsatellites ont ét¢ amplifiés en utilisant
six paires d'amorces : M6C8-CA (Biteau et al., 2000), Micbg5, Micbg6 et Misatgd (Koffi et
al., 2007) et CH5/JS2 et CH1/18 (MacLeod ef al., 2005a). Un pl d’ADN extrait du sang a été
utilisé pour la PCR dans un volume de 10 pl. L’amplification par Nested-PCR a été réalisée
dans les conditions suivantes : Tampon buffer (45 mM Tris-HCI] pH 8,8 ; 11 mM (NH,4),SOy4,
4,5 mM de MgCl, ; 6,7 mM de 2-mercaptoéthanol ; 4,4 pM EDTA, 113 pg/ml de BSA, | mM
de chacun des quatre désoxyribonucléotides triphosphates), 1 pM de chaque amorce et 0,1
unité de Taq polymérase (ABgene) par réaction de 10 pl. Les conditions de Nested-PCR pour
les deux « rounds » étaient de 28 cycles de 50 sec a 95°C, 50 sec & 55°C et 1 min 4 65°C. Ces
conditions sont les mémes pour tous les marqueurs microsatellites. Un pl de la dilution 1/280
du produit PCR du premier round a été utilisé comme produit & amplifier dans le deuxiéme
round de Nested-PCR. Une amorce de chaque paire de microsatellites du second round de
Nested-PCR était marquée par un fluorochrome 5-FAM ou HEX, ce qui permet une
séparation des produits sur un séquenceur a base de capillaires (ABI 3100 Genetic Analyser ;
Applied Biosystems). Un ensemble de tailles standardisées et labellisées (GS400 HD
markers ; Applied Biosystems) a été inclus dans chaque échantillon, permettant la
détermination de la taille du produit PCR au niveau de 1 pb en utilisant le logiciel Peak

Scanner V1.0 (Applied Biosystems).
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2.5. Souches de référence

Pour les échantillons de Céte d'Ivoire, nous avons utilisé des souches de référence de
T. b. brucei, T. b. rhodesiense et T. b. gambiense groupes 1 et 2 (Annexe II). Nous avons
également utilisé des souches de référence de I. b. gambiense groupe 1 isolées chez des
trypanosomés en 2004 dans le foyer de Bonon (la méme année et dans la méme zone de
méme que les SERO). Pour les souches de référence décrites en Annexe II, les résultats du
génotypage étaient déja disponibles (Koffi er al., 2007). Les résultats TRBPA ont ¢té retirés
pour la raison suivante : le locus TRBPA 1/2 présente une variance telle que ce locus en est
devenu ininterprétable ; cette variance pourrait s’expliquer par 1’existence d’alléles nuls ou
une sélection complexe. TRBPA 1/2 est d’ailleurs le seul locus microsatellite appartenant a la
séquence d’un géne codant (gene codant pour la procycline) et est donc probablement soumis

a une pression de sélection (Koffi et al., 2009).

2.6. Analyses des données

Les relations entre souches isolées des SERO et les autres souches de trypanosomés
(T+) ont été étudiées en générant un arbre « dendrogramme » (neighbour-joining tree,
NJTree) sur la base de la matrice de distance de Cavalli-Sforza et Edwards (Cavalli-Sforza et
Edwards, 1967) comme recommandé (Takezaki et Nei, 1996) & l’aide du logiciel
Microsatellite analyser (MSA) 4.05 (Dieringer et Schlétterer, 2002). Le dendrogramme
(NJTree) a été visualisé avec le logiciel Molecular Evolutionary Genetics Analysis, MEGA 5
Beta #04 (Tamura et al., 2007).

3. Résultats

3.1. PCR diagnostic

Comme mentionné ci-dessus, 24 SERO de la Cé6te d'Ivoire donnant un résultat positif
ala PCR TBR 1/2 (Koffi ef al., 2006) et pour lesquels I’ADN était encore disponible, ont été
sélectionnés pour ’analyse. En Guinée, des échantillons de sang ont été prélevés chez 65
trypanosomeés (ou T+) et 54 SERO. Tous les T+ et 20 SERO parmi les 54 étaient positifs a la
PCR TBR 1/2 (Figure 15). Tous ies extraits d’ADN positifs ont ensuite ét¢ utilisés pour la

suite de 1’étude.
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177pb —

PM T+ T- 1 2 3 4 5 6 PM

Figure 15 : Exemple de révélation d’'une PCR TBR 1/2 sur gel d’agarose

PM = poids moléculaire, T+ = témoin positif de manipulation, T- = témoin négatif attestant qu’il n’y a pas eu de
contamination de ta PCR, les échantillons 1 et 2 correspondent 4 2 trypanosomés (T+) positifs en PCR (présence
de la bande a )77 paires de base), 3 et 4 sont des SEROQ posilifs en PCR, 5 et 6 soni des SERO négatifs en PCR
(absence de la bande a 177 pb).

3.2, Génotypage des échantillons de Céte d’[voire

Afin de déterminer le génotype des parasiles, sept marqueurs microsatellites ont €1é
amplifiés a partir des échantillons d'ADN. [I n’y a pas eu de produit d'amplification avec les
sept loci pour 10 des 24 SERO. Les résultats du génotypage des 14 SERO restants et des 27
souches de référence, y compris les 13 souches de 7. b. gambiense groupe | provenant de
Bonon en 2004 sont donnés en Annexe III. Malheureusement, sur cing SERO, un seul locus a
été amplifié. Ces individus n’ont pas été pris en compte dans les analyses. Le dendrogramme
« Nltree » obtenu avec les neuf autres SERO et les souches de référence est donné ci-dessous
dans la Figure 16. Deux groupes peuvent étre observés dans ce dendrogramme, un
regroupement de toutes les souches de référence de 7. b. gambiense groupe 1, et le second
regroupant les autres souches de référence. Le fait le plus intéressant est que tous les SERO
s’integrent dans le méme cluster que 7. b, gambiense groupe 1. Huit SERO sur les neufs
partagent des profils trés similaires a ceux observés chez les trypanosomés et un, bien que
s’intégrant toujours dans 7. b. gambiense groupe 1, semble étre génétiquement plus distant.
On peut ajouter que les cing SERO retirés des analyses du dendrogramme ont montré des

alleles spéeifiques de 7. b. gambiense groupe 1 (Annexe IH).
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Figure 16 : Dendrogramme basé sur la matrice de Cavalli-Sforza et Edwards des profils

microsatellites des échantillons de Cdte d’Ivoire.

Les souches de référence sont soulignées et les séropositifs (SERO) sont en gras.
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3.3. Génotypage des échantillons de Guinée

Sur les 65 échantiilons d'ADN extraits des trypanosomés, 21 ont donné un génotype
multiJocus complet. Sur les 20 SERO utilisés pour le génotypage, seulement cing ont donné
un produit damplification avec au moins un locus. Les résultats du génotypage de
microsatellites des 21 T+ et des cinq SERO sont donnés en Annexe I'V. Pour deux SERO, un
seul locus a été amplifié. Ces deux SERO ont été retirés des analyses. Le dendrogramme
(NJtree) obtenu avec les trois SERO restants et les 21 T+ est donné dans la Figure 18. Les
profils microsatellites des SERO sont identiques ou trés similaires aux profils observés chez

les trypanosomés (Figure 17).
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Figure 17 : Profils électrophorétiques d’un SERO (a) et d’un T+ (b) présentant des

alléles identiques.

II semble n’y avoir aucune différence entre SERO et T+ qui sont regroupés dans le
méme cluster. Les deux SERO retirés de I'analyse présentaient des alleles qui sont également

observés chez les trypanosomeés (Annexe 1V).
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Figure 18 : Dendrogramme basé sur la matrice de Cavalli-Sforza et Edwards des profils

microsatellites obtenus des échantillons de Guinée,

Les SERQ sont en gras et les trypannsomés en normale (non gras).



4, Discussion

Dans les zones endémiques de THA, le dépistage du sujet infeclé par 7. b. gambiense
est problématique. Cela est di an fait que le test dc dépistage de masse (CATT) est connu
pour son manque de spécificité et peut done donner des faux-positifs, ¢'est-i-dire des
individus qui sont positifs au test mais qui n’ont jamais été exposés 4 7. h. gambiense. En
outre et contrairement a 7. b. rhodesiense, 1l est connu que 7. b. gambiense peut étre présent
ehez son héte humain avec de faibles parasitémies. Cependant, les tests parasitologiques
disponibles ont une sensibilité limitée et peuvent seutement détecter pour le mieux, des
parasites 4 une concentration de 10 parasites/m! de sang (Buscher et al., 2009; Camara er al.,
2010). Pour ces raisons, le statut parasitologique des sujets CATT-positifs qui sont négatifs
aux tests parasitologiques (SERO) a longtemps été douteux. Plusieurs éléments prouvent
qu’une partie au moins des sujets SERO sont effectivement porteurs de parasites, mais avec
une parasitémie trés faible en dessous du seuil de la limite de détection des tests
parasitologiques. Les méthodes PCR pour détecter ’ADN du parasite ont montré qu’une
fraction importante de sujets SERO étaient positifs, cependant cela a nécessité I'utilisation de
méthodes trés sensibles ciblant des séquences répétees du parasite qui ne sont pas spécifiques
de T. h. gambiense, laissant ainsi des doutes sur la nature exacte des parasites infeetant cette
catégorie de sujets (Garcia et al., 2006; Koffi er al., 2006). En Afrique de 1’Ouest, le suivi des
sujets SERO dans les zones endémiques de THA a montré que certains de ces sujets restent
CATT-positifs sur de longues périodes sans développer la maladie (Garcia et al., 2000). La
trypanolyse qui est trés spéeifique de 7. b. gambiense (Van Meirvenne ef al., 1995) a montré
qu'une fraction importante de ces sujets SERO élaient positifs a ce test dans les zoncs de
transmission a 7. b, gambiense (Jamonneau ef al., 2010). Enfin, une récente étude de la
génétique de populations de trypanosomes en Guinée a montré que I'incidence locale
observée de la THA semble étre inférieure a la taille effective de la population clonale

correspondantc, sans doute parce que de nombreux hétes demeurent inconnus (Koffi ef af .

2009).

Dans cette ¢tude, nous avons utilis¢ des marqueurs microsatellites pour étudier
I’importance épidémiologique des sujcts SERO par rapport aux trypanosomés. Plus
précisément, nous nous sommes intéressés & ’examen de ces sujets pour la mise en évidence
de I’ADN et le génotypage de tout trypanosome présent afin de déterminer leur rclation locale

avec les parasites de 7. b. gambiense groupe 1. Cependant, certains problémes d'échecs

76



d'amplification comme déja observés (Koffi et «l, 2007) ont soulevé la question de la
sensibilit¢ des marqueurs microsatellites lorsqu'ils sont appliqués sur ['ADN cxtrait
directement a partir des échantillons de sang. Un tel probléme est devenu un inconvénient
important de la méthode lorsqu'elle est appliquée aux sujets SERO pour lesquels, la
parasitémie dans le sang est faible (c’est-d-dire non détectable par les méthodes
parasitologiques). Cela est particulicrement vrai en Guinée ou les parasitéinies dc T. b.
gambiense dans le sang des patients sont connues pour étre trés faibles (Camara et al., 2005;
Camara et al., 2010). En effet, en Cbte d'Ivoire, les échecs d'amplification ont été obscrvés
chez les SERO pour 119/168 (24 SERO/sept marqueurs} protils. En Guinée, les échecs
d'amplification ont été observés chez les trypanosomés pour 144/390 (65 THA/six marqueurs}
profils et chez les SERO pour 106/120 (20 SERO/six marqueurs) profils. L'amélioration de la
sensibilité du génotypage de microsatellites directement a partir des échantillons biologiques
est un objectif hautement souhaitable pour améliorer le génotypage des trypanosomes
directement a partir des échantillons biologiques principalement chez les sujets présentant une

faible parasitémie.

Néanmoins, en tenant compte des génotypes disponibles pour les SERO, nous avons
montré pour la premiére fois que ' ADN du parasite extrait des sujets SERQ appartient 4 7. 5.
gambiense groupe | a la fois en Cate d’Ivoire et en Guinée. Cette observation confirme donc
qu’au moins certains SERO peuvent étre infectés par 7. b. gambiense groupe 1 comme

précédemment suspecté par | utilisation d’autres méthodes moléculaires.

Le traitement des sujets CATT-positifs qui ne sont pas confirmés par les tests
parasitologiques a longtemps ét€ une question controversée en raison (i) de la toxicité des
médicaments disponibles, (ii} des contraintes des horaires de traitement pour les autres
personnes en bonne santé (accompagnants de malades), (iii) du fait que les recommandations
de ’OMS sont de traiter uniquement les cas de parasitologie positive (WHO, 1998).
Toutefois, cettc situation n’était pas satisfaisante car le suivi de cohortes de sujets CATT-
positifs non confirmés en Angola (Simarro ef al., 1999) et au Sud-Soudan (Chappuis et al.,
2004) ont mentré qu’ils avaient un risque élevé de développer (a maladie dans les années
suivantes, en particulier ceux présentant des titres finaux de CATT/pl > 1/16. Ainsi, ces
auteurs ont reeommandeé le traitement de ces sujets dans les populations oti la prévalence de la
maladie est élevée comme dans les foyers de forte endémie ou épidémie rencontrés en

Afrique Centrale. Pour Inojosa et al. (2006), cette stratégie ne devrait pas étre appliquée
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lorsque la prévalence de la maladie est faible, comumc c'est lc cas en Afrique de 1'Ouest inais
aussi dans d= nombreux foyers en Afrique Centrale (Simarro ef al., 2010). Espérons que ce
serait égalementl le cas dans les foyers actuels de forte endéinie ou épidémie dans le cadre du
processus d'élimination de la THA (Simarro ef al., 2008). Dans les foyers a faible prévalence,
la plupart des sujets SERO ne développent pas la maladie. Par exemple, dans un foyer
d'endémie faible de la Céte d'Ivoire, un senl patient a été diagnostiqué comme trypanosomeé

durant deux ans de suivi sur 77 sujets SERO (Garcia et al., 2000).

Notre constat, que les trypanosomcs génotypés a partir du sang de sujets SERO
s’intégrent dans le groupe 1 de T. b. gambiense, est donc conforme 2 la recommandation de
traiter les cas de THA. Toutefois, il convient de garder a I’esprit que le phénotype des sujets
SERO est complexe : (1) la réaction CATT peut ne pas Stre spécifique, (i1} ces sujets peuvent
étre dans la phase trés précoce de l'infection, telle qu’elle est observée dans les foyers
épidémiques cn Afrique Centrale pour les personnes présentant des titres de CATT > 1/16,
dont cnviron la moiti¢ développe la maladie I'année suivante, (iii) ils peuvent étre des
porteurs asymptomatiques de parasites capables de contrdler [a parasitémie du sang 4 un
niveau trés bas pendant de longues périodes de temps, tel qu’il est observé en Afrique
Occidentale dans les zones de faible endémicité (Garcia et al., 2006). Il convient de noter
qu’une traetion importante des sujets CATT-positifs dans les foyers épidémiques de I’ Afrique
Centrale (dont la moitié¢ des individus ont un CATT > 1/16 et tous les autres) peut également
entrer dans cette catégorie plus tard. Actuellement, ces sujets ne sont pas traités par les
programmes nationaux de lutle bien qu’ils puissent agir en réservoir de parasites. Il est
important de noter qu’en Guinde, pour les cinqg SERO chez lesquels I’ADN de T. 4.
gambiense aurait ét¢ mis en évidence, trois SERO ont €t€ suivis aprés un an er sont restés
positifs au CATT mais sans étre confirmés en parasitologie. En Céte d’Ivoire, trois SERO
auraient ¢té suivis en 2009 (cing ans aprés le diagnostic initial) et un seul cas a €té contirmé
trypanosomé (données non présentées). Des lravaux supplémentaires sont maintcnant
nécessaires pour mieux caractériser le role joué par ces sujets dans la transmission du parasite
pour aider a la décision thérapeutique coneernant cetie catégorie de sujets. De toute fagon, sur
le plan éthique et en terme de santé publique, le traitement de sujets SERO restera une
question ouverte jusqu’a ee que de nouveaux traitements bien tolérés et moins génants
(administration orale) soient disponibles pour lc traitement de la THA. Avant cetic issue

incertaine, (Brun ef af., 2010), il a été récemment et fortement recommandé d’utiliser le test
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trypanolyse trés speécifique pour distinguer les SERO ayant é1€ en contact avec 7. b.
gambiense qui devraicnt étre suivis dans les stratégies de lutte (Jamonneau ef al., 2010). Les
méthodes moléculaires telles que lamplification isotherme (Njiru e qf, 2011) ou
I’amplification basée sur la séquence de I’acide nucléique avec une oligochromatographie
(Mugasa ef al., 2009) pourraient également étre utilisées afin de mieux caractériser le statut

parasitologique des SERO.

L’infection par T. b. gambiense produit une grande diversité de résuitats ehez les hotes
humains allant dc la forme elassique décrite fatale & des porteurs asymptomatiques (Checchi
et al., 2008; Sternberg et MacLean, 2010). Une question est donc de savoir si ces différences
sont liées & des parasites ou & des facteurs de P’hdte. Une conelusion importante de cette étude
est que nous n’avons pas trouvé de différence enlre les parasites génotypés de SERO et des
trypanosomés. Dcpuis que 7. b gambiense a été montré comme €tant probablement un
organisme strictement clonal (Kofh ef al., 2009), le regroupement des trypanosomes de SERO
aurait dii étre attendu si le phénotype des SERQ était dii a des souches particuliéres de
parasites. Ce n'est évidemment pas le cas puisque les parasites des SERO se retrouvent dans
toutes les branches principales du dendrogramme en Guinée et en Céte d'Ivoire. Nos résultats
sont donc en faveur de D’existence de facteurs liés & I’hdte impliqués dans le contrdle de
I’infection. A cet égard, le polymorphisme des génes de cytokines a été associé a la THA
(Courtin et al., 2006; Courtin ef al, 2007). D’autres investigations sont nécessaires pour
explorer plus profondément [es réponses immunitaires et les interactions hites/parasites chez
ces sujets séropositifs et aparasitémiques qui n’ont pas encore regu dattention. Comprendre
comment les individus sont naturellement capables de contréler l'infection parasitaire peut

conduire 4 I'identification de nouvelles cibles thérapeutiques pour le traitement de la THA.
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ACTIVITE DE RECHERCHE 2 : STRUCTURE GENETIQUE
DES POPULATIONS DE  TRYPANOSOMA  BRUCEI
GAMBIENSE EN GUINEE SELON LES FACTEURS DE
L’HOTE.
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1. Introduction

La THA ou maladie du sommeil es! un probléme majeur de santé publique en Afrique
subsaharienne. L’agent pathogene est 7rypanosoma brucei, un euglénozoaire parasite diploide
transmis par des glossines ou mouches tsé-tsé. Cette espéce a été subdivisée en trois sous-
espéees morphologiquement identiques sur la base de critéres extrinséques incluant I’héte, la
distribution géographique et les signes cliniques : 7. b. gambiense est responsable de ia forme
chronique en Afrique de I’Ouest et Centrale et 7. b. rhodesiense provoque une infeetion aigué

3" sous-espéce, T' b. brucei n’esl

chez ’homme en Afrique de I'Est et du Sud, tandis que la
pas infectieux pour I’homme {Hoare, 1972). Grice a la biologie moléculaire et aux analyses
génétiques, e’est maintenant un fait connu que cette définition « ne refléte pas la réalii¢ »
(MacLean et al., 2007) et seul le groupe 1 de I. b. gambiense (Gibson, 1986) peut étre
considéré comme une entité génétique distincte. Ce groupe génétiquement homogéne (a tout
le moms relativement aux autres lignées) est composé de souches isolées d’humains en
Afrique de I'Ouest et Centrale (Gibson, 2007) mais aussi de souches isolées d’animaux
sauvages et domestiques suggérant I’existence d’un réservoir animal (Mehlitz ef al., 1982;
Simo et al., 2008). En outre, une importante diversité clinique a été observée ehez des patients
infectés par des souches appartenant a ce groupe (Garcia et al, 2006). Le réle du
polymorphisme génétique de 7. b. gambiense groupe 1 dans la diversité de réponses a
I’infection de la THA, demeure une question ouverte. En plus, des infections mixtes avec au
moins deux génotypes chez le méme patient semblent étre répandues (Jamonneau ef al., 2003;

Kofti er al, 2007) et de telles infections sont suspectées étre associées & une faible

parasitémie chez les patients asymptomatiques (Jamonneau et af., 2004a).

Dans la THA, les trypanosomes peuvent étre rencontrés dans trois différents fluides
biologiques : le sang, la lymphe et le liquide eéphalo-rachidien. La localisation des
trypanosomes dans ’un de ces trois fluides biologiques est corrélée avec la progression et fe
stade de la maladie. En effet, la THA eommence par une phase lymphatico-sanguine (1%
phase ou phase précoce) durant laquelle le parasite se multiplie dans le sang et la lymphe,
suivie d’une phase méningo-encéphalique (2™ phase ou phase avancée) correspondant a
'invasion du systéme nerveux central. Une importante observation sur le terrain de la THA
est qu’une diversité de réponses a I'infection peut se produire lors de 'infection de I’homme
par 1. b. gambiense : alors qu’une invasion rapide du systéme nerveux central se produit chez

cerfains individus (forme aigu€), la premiére phase de la maladie peut durer pendant des
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années chez d’autres individus ct il n’est pas encore bien compris si ccla cst di a des souches
particuliéres ayant un tropismc particulier pour lc LCR ou a des facteurs liés a [’hdte
(Sternberg et MacLean, 2010; Bucheton ef af., 2011). La présence chez le méme patient de
différents génotypes de trypaﬂosomes dans le sang ct le LCR a déja été suspectée (Truc et al.,
2002). Comme il a été déja mis en évidence dans la maladie de Chagas (Valadares et al.,

2008), un tropisme tissulaire diftérentiel peut aussi étre suspecté dans le cas de la THA.

L’éeologie, les modes de reproduction, les tailles des populations et la dispersion des
irypanosomes peuvent surfoul étre appréciés par des méthodes indirectes utilisant des
marqueurs moléculaires polymorphes sous le terme d’épidémiologie moléculaire (Tibayrenc,
1998; De Meels et al, 2007). La connaissance des paramétres biologiques des parasites
mentionnés ci-dessus est d’une importance cruciale pour une meilleure compréhension de
I’épidémiologie de la maladie et définir des stratégies de lutte durable. Toutefois, unc
estimation précise de ces parametrcs nécessite une prise en compte de ’analyse des facteurs
ayant un impaet sur la distribution de la variation génétique dans les populations de parasites
tels les échelles temporelle et spatiale de 1’échantillonnage (Koffi e al., 2009; Rougeron et
al., 2009). Les marqueurs microsatellites sont assez polymorphes pour étudier la diversité
génétique au sein du groupe 1 de 7. b. gambiense. Il a été suggéré que de tels marqueurs
pourraient offrir de nouvelles perspectives dans 1'étude du réle du polymorphisme génétique
de T. brucei s.l. dans la diversité de réponses a 'infection (Koffi et al., 2007). En plus, les
marqueurs microsatellites se sont montrés assez sensibles pour étre appliqués au génotypage
de 7. brucei directement sur les échantillons biologiques (Morrison et al., 2007) évitant ainsi

I’isolement in vivo et in vitro des trypanosomes qui sont des protocoles lourds et onéreux.

Dans cette étude, nous utilisons une approche de génétique des populations basée sur
les marqueurs microsatellites pour tester I’homogénéité génétique des souches a travers
différents fluides brologiques et diftérents statuts du patient en fonction de la phase de la
maladie, du site et de la date de I’échantillonnage car une différenciation spatio-temporelle a

été récemment observée (Koffi et al., 2009).
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2. Matériels et méthodes

2.1, Zone d’étude et échantillonnage

Les échantillons de trypanosomes oni été collectés dans les foyers actifs de THA
(Boffa, Dubréka et Foréeariah) situés dans les zones de mangrove du littoral guinéen (Camara
et al., 2005, Courtin et al, 2010a) entre novembre 2007 et avril 2009. Tous les échantillons
(0.5 ml de sang, 10 pl de suc ganglionnaire s’il y’a présence de ganglions et 0,5 ml de LCR
collectés dans 1,5 ml de tube de centrifugation et conservés a -20°C jusqu'a utilisation) ont &t

collectés durant les prospections médicales.

2.2. PCR Diagnostic

L’extraction d’ADN a été réalisée a |'aide du kit DNeasy® Tissue (Qiagen). La PCR
utilisant des amorees hautement sensibles TBR 1/2 ciblant des séquences répétées spécifiques
an groupe Trypanozoon (Moser ef al., 1989) a éié effectude sur les extraits d’ADN comme
briévement décrit dans ["activité de recherche 1 (Koffi et al., 2006). Seuls les extraits d’ADN

positifs a Ja PCR TBR 1/2 ont ét¢ utilisés pour les analyses microsatellites.

2.3, Génotypage par les margueurs microsatellites

2.3.1. Nested PCR

La méthode d’amplification utilisée est la Nested PCR. C'est une méthode
d’amplification au cours de laquelle le produit issu de la premié¢re PCR est de nouveau
amplifi¢ a I’aide d’un second couple d*amorces. Ce couple d’amorces s’hybride a une partie
inteme (rested ou niché) de la séquence amplifiée. Cette PCR permet d’augmenter d’une part
la sensibilité de la méthode puisque deux PCR suceessives sont réalisées et d’autre pan, la

spécificit¢ de la réaction car deux couples d’amorces sont utilisés.

Nous avons utilisé six «nested » paires d’amorces oligonucléotides pour les
marqueurs microsatellites Ch5/]JS2, Ch1/18 (MacLeod ef al., 2005a), M6C8 (Biteau ef al.,
2000), Misatgd, Micbg5, Micbgb (Koffi er al, 2007). Le nombre dc chromosomes sur
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lesqucls les loci microsatellites sont situés est indiqué dans le Tableau V. Un pl d’extrait
d’ADN de chaque échantillon (sang, suc ganglionnaire, LCR) a été utilisé pour la PCR dans
unt volume final de 10 ul de réaction. L amplification par Nested-PCR a été réalisée en
utilisant les conditions suivantes, PCR buffer (45 mM Tris-HC! pH 8,8 ; 11 mM (NH,);S0,,
4.5 mM MgCl;; 6,7 mM 2-metcaptoéthanol ; 4,4 uM EDTA, 113 pg/ml de BSA, | mM de
chacune des quatre désoxyribonucléotides triphosphates), 1 uM de chaque amorce et 0,1 unité
de Taq polymérase (ABgene) par réaction de 10 pl. Les réactions ont été recouvertes d huile
minérale pour éviter I’évaporation et ’amplification a été réalisée dans un thermocyeleur
"Robocycler gradient 96" (Stratagene, La Jolla, CA, UK). Toutes les réactions PCR ont été
amplifiées dans les conditions suivantes : 28 cycles de 95°C pendant 50 sec, 55°C pendant 50
sec et 65°C pendant 1 min. 1 pl de la dilution 1/280 des produits de la 1% étape de PCR a été
utilisé pour la 2°™ étape de PCR. Une amorce de chaque paire de microsatellites de la 2°™
étape de Nested-PCR était marqué par un fluorochrome 5’-FAM ou HEX, ce qui permet une
séparation des produits sur un séqueneeur a capillaires (ABI 3100 Genetic Analyser ; Applied
Biosystems) Un ensemble de tailles standardisées et labellisées (GS400 HD ma-kers ;
Applied Biosystems) a €té inclus dans chaque échantillon, permettant de déterminer la taille
du produit PCR au niveau de 1 pb en utilisant le logiciel Peak Scanner V1.0 (Applied
Biosystems). Pour chaque plaque de PCR et chaque marqueur, un témoin négatif (eau ultra-
pure) a été inclus 4 la premiére étape d’amplification et a ensuite €té utilisé pour la deuxiéme
amplification (Nested). Les produits de la 2°™ étape de PCR ont ét¢ séparés par
electrophorese sur 3% de Nusieve GTG agarose gel dans un tampon TBE 0,5 X contenant
50ng/ml de bromure d’éthidium, puis visualisés a la lumiére ultra-violette (UV). Le résultat de
I’électrophorése est photopraphié pour analyse. Les séquences des amorces sont données dans

le Tablean V.
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2.3.2. Préparation des plaques de génotypage

En fonction de Iiutensité des profils électrophorétiques sur le gel, une dilution
adéquate (1/10 — 1/500) est réalisée pour chaque produit de la 2°™ étape de Nested PCR en
fonction de I'intensité du profil du témoin positif. Puis 20 pl de ehaque dilution est distribuée
dans les différents puits de la plaque de génotypage. Les puits sont ensuite recouverts d’huile

minérale pour éviter I'évaporation. Les plaques sont enfin prétes pour le génotypage.

2.3.3. Génotypage

Le genotypage est réalisé a P'aide du séquenceur automatique doté de 8 capillaires
(ABI 3730 Capillary DNA Sequencer, Genetic Analyser ; Applied Biosystems ; Dundee

Sequencing Service http://www.dnaseq.co.uk ) qui est couplé 4 un ordinateur.

2.3.4. Détermination de la taille des alléles

Aprés le génotypage, les résultats ont été analysés a Iaide du logiciel Peak Scanner'™

Software Version 1.0 (Applied Biosystems). Ce logiciel a permis de déterminer la taille des
alltles. La taille a ét¢ déterminée par rapport & un ensemble de normes de taille (GS400 HD

markers, Applied Biosystems}) qui permet une résolution de 1 pb.

cx
_n
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Tableau V : Liste des marqueurs mierosateilites

Outstde (externe)

Nested (niché)

Loci Amorces Séquence (5’2 37) Amorces Séquence (5’2 37)
Chl/18 1/18-C tataatgcgtttgtgagaat 1/18-A-FAM igtgagaatggtactcacgegetg
1/18-D gaagggapgppaacagaageaggsg 1/18-B caacgttagcacacaattcctgtg
ChI/M6CS M6CE-C1 getgtttgaatttigectata M6C8-A-FAM ctttcaacegcecttatcage
Z-b.g) M6CS8-DI caaccactecttgatatteac M6C8-B ggctagttacactgtagitete
Ch5/182 Is2-C agtaatgggaatgagcgtcaccag IS2-A-FAM gattggcgeaacaactttcacatacg
JS2-D gatcttcgettacacaageggtac JS2-B ctttettecttggecattgttttactat
Ch10/Michg5 Micbg5-Cl getctatatatticttgeacte MicbgS-A-FAM  caaagcaaaggagaagcgtga
(Tbrucei) Micbg5-D1 gcgagtacggaageaga Micbg3-B cccagttggacttgttaacggat
Chl1/Micbg6 Micbg6-Cl getagteoeggtggtattc Michg6-A-FAM  cggtgtagtggcattegggt
(T.bg) Micbg6-D1 gacctgaagagpecatgat Micbg6-B gotcgengecteatgaggtg
Ch11/Misatg Misatg4-C2 atcgtactgetggtigtte Misatg4-A-FAM  gaagtaactctatacgggtgg
ATh.g Misatgd-D2 caagatacgtcegectetg Misatg4-B gttttcceettgngtaatc




2.4. Analyses des données

Les résultats du génotypage de microsatellites ont été analysés avec le logicie] Peak
Scanner ™ Software Version 1.0 (Applied Biosystems). Cette analyse a montré deux types de
profil allélique : un profil aliélique avec deux alléles interprété hétérozygote et un profit
allélique avec un seul allele, normalement interprété homozygote mais pouvant aussi provenir
d’un allele dropout (Figure 19, Figure 20). L’allele dropout est, chez un individu
hétérozygote. la non-amplification d’un all¢]e au cours de la PCR au profit de I"autre allele.

La suite des analyses a été réalisée en tenant compte de ces profils allé]iques.

7 FRA7016.013 45 Anslyzed 01
%0 100 110 120 13 140 150
6000 ] [ 7000
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3000 ] 1 Ii G
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Figure 20 : Profil mono-allélique représentant un homozygote ou un profil da i ’aliéle

dropout.

Pic rouge : marqueur de poids. Sur cefte figure, nous notons 1'absence de 'alléle ) qui se traduil ici par Ja non-

amplification au cours de la PCR.
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En supposant que la population de 7. 5. gambiense groupe 1 est clonale en accord avec
des études antérieures (Morrison et al., 2008; Koffi et al., 2009; Simo et al., 2010), nous nous
attendons a un exces d’hétérozygotes a plusieurs loci. Cependant, de nombreux échantillons
n'ont pas pu étre amplifiés a certains loci (génotypes blancs) diis au faible nombre de parasites
détectés directement dans les fluides biologiques. En prenant en considération le nombre
élevé d’échantillons dont I’amplification a échoué, nous avons interprété ici (pour la
comparaison entre fluides biologiques) la position des homozygotes comme étant le résultat
de I’alléle « dropout » ; c'est-a-dire un seul alléle a été amplifié¢ avec succes. Si cela est vrai,
nous nous attendons a une corrélation négative entre le nombre des échecs d’amplification des
deux alléles a un locus (blancs) avec la proportion des positions hétérozygotes. Nous avons
ainsi testé cela avec une régression logistique sous le logiciel R (R-Development-core-team,
2010), dont le mode¢le est : proportion de sites hétérozygotes ~ nombre de loci non amplifiés.
La densité parasitaire est connue pour étre variable entre les fluides biologiques (Camara et
al., 2005). Nous avons donc comparé les proportions de génotypes blancs dans chaque fluide
biologique avec le test exact de Fisher sous le module « Struc » du logiciel Genepop v3.4

(Raymond et Rousset, 1995) avec 10° randomisations.

2.4.1. Indice de fixation de Wright

Les parametres les plus largement utilisés pour décrire la structure d’une population
sont les F-statistiques de Wright (Wright, 1965). Ces paramétres ont été estimés en utilisant
les estimateurs non biaisés de Weir et Cockerham (Weir et Cockerham, 1984) sous le logiciel
Fstat v2.9.4 (Goudet, 2003). Dans une population dont la structure est a trois niveaux
(individus, sous-populations et population totale), le Fis est une mesure de la consanguinité
des individus par rapport a la consanguinité dans les sous-populations et le Fst est une mesure
de la consanguinité¢ dans les sous-populations par rapport & la consanguinité dans la
population totale. Le Fjs varie entre -1 (une classe d’hétérozygotes est fixée dans les sous-
populations), +1 (tous les individus sont homozygotes) et est égal a 0 sous I’hypothése de la
panmixie. C’est donc ainsi une mesure de la déviation locale de la panmixie. Le Fsr varie
entre 0 (distribution aléatoire des alléles entre les sous-populations) et +1 (toutes les sous-
populations ont fixées I’un ou l'autre all¢le) et est donc aussi une mesure de la différenciation
génétique entre les sous-populations. Des marqueurs hautement polymorphes peuvent

abaisser la valeur maximale possible du Fsr qui peut étre estimée (Hedrick, 1999, 2005).
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La définition générale de ce paramétre de Fsy est : Fst = (Os-Or) / (1-O1) (Rousset,
2004), ou Qs est la probabilité d'échantillonner deux allé¢les identiques dans la méme sous-
population et Or est la probabilité d'échantillonner deux alleles identiques dans deux sous-
populations différentes. Quand les sous-populations sont totalement isolées les unes des
autres, nous nous attendons a Or ~ 0, et donc que le Fst max = Us. Cette Us peut étre estimée
avec 1-Hs, ou Hs est l'estimateur non biaisé de Nei de la diversité génétique (Nei et Chesser,

1983). Une mesure pratique normalisée du Fst peut donc étre donnée par la formule :

Fst’= Fst/ FsT_max-

2.4.2. Mesure du déséquilibre de liaison

Les tests de déséquilibre de liaison ont été effectués avec le logiciel Fstat v2.9.4
(Goudet, 2003). Ce logiciel fait des raidomisations (10 000 dans notre cas) de réassociation
aléatoire des alléles des loci dans les sous-échantillons, calcule pour chaque paire de loci, la
- somme des « Log-likelihood ratio G » correspondant des sous-échantillons. La proportion de
fois que ce G global randomisé est égal ou supérieur a celui observé fournit la valeur exacte
de P-value pour une paire de locus donné. Cette procédure s'est avérée étre la plus puissante
(De Meets et al., 2009). Il y a autant de tests que de paires de loci possibles (ici 12 paires
parce que trois paires de loci n'ont pas pu étre analysées diies au faible polymorphisme). Sous
I’hypothése nulle, si on teste pour la méme hypotheése nulle un certain nombre de fois £, & un
seuil de signification a, alors ces k& tests devraient suivre une distribution uniforme bornée de
0 a 1, avec une moyenne de 0,5 et ak tests significatifs attendus. Si plus de ak sont trouvés
(soit £7), cela peut provenir d’une violation de I’hypothése nulle dans la série. Cela peut étre
testé avec un test exact binomial et unilatéral (alternative = greater) avec k&’ succés parmi k
essais et de moyenne a [consulter (De Meels et al., 2009)]. Ce test a été réalisé sous le

logiciel R.
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2.4.3. Tests de différenciation par paire

Pour tous-iss tests, nous avons classé¢ chaque échantillon appartenant au méme sitc,
méme période de temps (date), statut de la maladie du patient (statut) et nature du fluide
biologique comme un sous-échantillon. En d’autres termes, chaque combinaison (site x date x
statut x fluide) est considérée comme une entité séparée (sous-échantillon) sauf indication
contraire. Nous avons considéré deux périodes différentes d’échantillonnage : la premiére
correspond aux échantillons colleciés entre Novembre 2007 et Mai 2008 et la seconde
correspond aux échantillons collectés entre Octobre 2008 et Avril 2009 (six mois chacune).
Trois statuts différents de patients peuvent étre définis a partir de la littérature (Lejon ef al.,
2002). Selon le nombre de lymphocytes trouvés par pl de LCR, les trypanosomés sont classés
comme suit : phase précoce S1 (0-5 cellules/ul), phase intermédiaire S2 (6-20 cellules/ul) ou
phase avancée S3 (> 20 cellules/ul). Enfin, il y avait trois types de fluides biologiques : le
sang, le suc ganglionnaire et le LCR. La différenciation entre les souches de trypanosomes
des diftérents fluides biologiques et entre le statut du trypanosomé, considérée séparément
dans chaque cas, a €té mesurée avec I’estimateur non biaisé de Weir et Cockerham (Weir et
Cockerham, 1984), du Fst de Wright (Wright, 1965). Il a été testé avec 10 000
randomisations des individus entre sous-échantillons en utilisant I’estimateur de Robertson et
Hill (Robertson et Hill, 1984) sur les loci comme statistique. Cela a été effectué sous le
logiciel Genetix v4.05 (Belkhir ef al., 2004). L’utilisation du logiciel Genetix & la place du
logiciel Fstat est justifiée ici par la présence de nombreuses données manquantes diies aux
alléles dropout. En utilisant le logiciel Genetix, les individus sont randomisés, méme s’il y a
des données manquantes a certains loci, alors que Fstat ne randomise que les individus
complétement génotypés. Nous avons utilisé 1’estimateur de Robertson et Hill comme
statistique, car il est aussi puissant que le test basé sur le G (Goudet ef al., 1996), ce test n’est
pas disponible dans Genetix. L’analyse a été¢ réalisée entre chaque paire possible de sous-
échantillons, par exemple entre le sang et le suc ganglionnaire dans un environnement
homogene suivant le statut du trypanosomé, la période et le site. Nous avons ainsi obtenu
plusieurs mesures et tests pour chaque type de comparaison que nous avons combiné pour
moins de quatre tests avec le test Z de Stouffer (Whitlock, 2005), et pour quatre tests et plus
avec le test binomial généralisé (Teriokhin ef al., 2007) en utilisant le logiciel Multitest V1.2
(De Meets ef al., 2009). Les nombreuses données manquantes peuvent fournir des résultats

non fiables dans les tests de différenciation par paire (bug dans Genetix). Par conséquent, tous
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les cas ou une valeur de P-value = 0 a ¢été observée, ont été doublement et individuellement
(et en fait a toujours conduit a une P-value beaucoup plus élevée) vérifiés avec le test sur
permutations de Genetix en ne gardant que les deux sous-échantillons incriminés. Cette

procédure a été appliquée aux deux sous-échantillons concernés.

La clonalité, aidée de la dérive, augmente la liaison statistique entre les loci. Cela
pourrait artificiellement augmenter ou diminuer la différenciation. Une fagon de vérifier cela
est d’effectuer des tests de différenciation avec les génotypes multilocus (MLGs) comme les

différents alléles d'un locus unique (De Mee(s et al., 2002; Koffi et al., 2009).

Pour visualiser les relations génétiques entre les différents sous-échantillons, nous
avons réalisé un dendrogramme « neighbour-joining tree, NJTree » basé sur la matrice de
distance de Cavalli-Sforza et Edwards (Cavalli-Sforza et Edwards, 1967) qui a été construit
sous le logiciel MSA (Dieringer et Schlétterer, 2002) avec Mega 5 Beta # 03 (Tamura et al.,

2007) comme cela a été recommandé (Takezaki et Nei, 1996).

3. Résultats

3.1. Génotypage de microsatellites

Au total, 119 trypanosomés ont été inclus dans 1’étude dont 213 échantillons (88
sangs, 95 sucs ganglionnaires et 30 LCRs) ont donné un résultat positif a la PCR TBR 1/2.
Ces échantillons ont été¢ amplifiés par nested-PCR, puis migrés sur du nusieve gel (Figure 21)
et enfin, ont été génotypés. Les résultats du génotypage des 213 échantillons sont présentés

dans le tableau en Annexe V.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Figure 21 : Profils de migration obtenus sur du nusieve gel avec le locus M6C8 mettant
en évidence des profils différents entre souches isolées en Guinée.

| = marqueur de poids, 2 a4 19 : échantillons de sucs ganglionnaires, 20 = témoin négalif de PCR, 21 = témoin

positif.

Les six couples d’amorces microsatellites ont été testés et certains se sont montrés {rés
palymorphes comme M6C8 (17 alléles) et CH5/JS2 (23). Les tailles des alléles varient de 079
a 354 pb. Les loci Misatg4, Micbg6 et Micbg5 se sont révélés moyennement polymorphes.
Par contre, Le locus CH1/18 est le moins polymorphe (Tableau VI).

Tableau VI : Nombre et taille des all¢les obtenus avec les six marqueurs

Marqueurs Nombre d'all¢les Taille des alléles en pb
CH5/JS2 23 129-354
CH1/18 3 163-169
M6C8 17 079-176
MISATG4 7 112-138
MICBG6 6 161-181
MICBGS 7 148-172
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Nous avons pu observer 10 cas d’infections mixtes, c’est-a-dire la présence de
différents génotypes multilocus (MLGs) dans les différents fluides biologiques d’un méme
trypanosomé, bien que les mémes MLGs ont été souvent présents dans les différents fluides
biologiques (Annexe V). Chez six de ces trypanosomés, les deux génotypes trouvés
différaient seulement a un seul locus par deux paires de base. Ainsi pour-ces derniers, un
événement de mutation du parasite infectant est ’hypothése la plus probable. Aucune

infection mixte n’a pu étre trouvée dans le méme fluide biologique (Annexe V).

L'un des inconvénients de I’examen des parasites directement a partir des fluides
biologiques est que le nombre de parasites est généralement trés faible, entrainant de
fréquents échecs d'amplifications par PCR. Les positions homozygotes ne pourraient qu’étre
le résultat d'un échec d’amplification d’un alléle chez un hétérozygote. Pour vérifier cela, la
relation entre les génotypes blancs (échec d’amplification des deux alléles) et les positions
homozygotes a été testée. La régression de la proportion de sites hétérozygotes en fonction
des données manquantes a donné un résultat hautement significatif (P-value < 0,0001)

. (Figure 22), indiquant que de nombreuses positions homozygotes sont le résultat d’alléles

dropout.
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Figure 22 : Régression entre la proportion de sites trouvés hétérozygotes en fonction du

nombre de génotypes blancs (données manquantes).



Il est également intéressant de noter que la proportion de sites hétérozygotes est pour
la plupart du temps égale a 1 (tous les loci) quand le nombre de blancs est nul. En plus, pour
tester notre hypothése, nous avons sélectionné 20 échantillons d’ADN qui ont été génotypés
comme homozygotes avec le marqueur Micbg5 (le marqueur pour lequel la plupart des
génotypes homozygotes ont €t€¢ observés) et avons répété la PCR avec des quantités
croissantes d'ADN (2,5 et 5 pl). Ce test a révélé des profils hétérozygotes observés pour 12
échantillons en utilisant 2,5 pl d'ADN et deux autres échantillons en utilisant 5 pl. Ainsi, la
plupart des génotypes homozygotes pour ce marqueur (14/20) ont été en effet le résultat de
l'échec d’amplification allélique (alléle dropout) en raison de la faible concentration d’ADN
du parasite dans I'échantillon testé. Nous pouvons donc supposer que la plupart des loci
homozygotes dans nos données sont le résultat de 1’all¢le dropout et ont été analysés comme

tels sans modification.

La proportion de génotypes blancs était de 0,04 pour les souches provenant du suc
ganglionnaire ; 0,26 pour celles provenant du sang et 0,54 pour celles provenant du LCR. Ces
valeurs différent toutes significativement les unes des autres (toutes les P-value < 0,0001)

indiquant que le suc ganglionnaire contient une concentration plus élevée de parasites que le

sang et le LCR.

3.2. Déséquilibre de liaison

Sur les 12 paires de loci possibles, cing paires se sont révélées significatives au seuil
de significativité de 5%. Ce qui est plus élevé que la proportion attendue sous l'hypothése
nulle de la panmixie (P-value = 0,0002). Tous les tests restent significatifs aprés la correction
séquentielle de Bonferroni et impliquent quatre des six loci utilisés. Les sous-échantillons ne
sont pas trés grands et la correction de Bonferroni est trés conservatrice. Nous pouvons donc
supposer que le déséquilibre de liaison implique tous les loci et partant tout l'ensemble du
génome. Si la nature du fluide biologique est ignorée, neuf paires de loci deviennent
significativement liées et restent toutes significatives aprés la correction de Bonferroni
(Tableau VII). Ces neuf paires sont toutes impliquées mais le locus Chl/18 est le moins
polymorphe, et aucune de ces paires significatives n’a impliqué deux loci sur le méme
chromosome. Le polymorphisme semble en effet expliquer mieux quel locus devrait étre

préférentiellement trouvé dans une liaison significative.
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Tableau VII: Résultats des tests de déséquilibre de liaison des paires de loci

significatives selon les conditions d’analyse et la correction de Bonferroni.

. , Considérant les fluides En ignorant les fluides
Conditions d’analyse biologi biologique
iologiques giques
~ Paire de loci P-value Tests Bonferroni  P-value Tests Bonferroni

M6C8 X MISATG4 0,0001 9 0,0009 0,0001 9 0,0009
MICBG6 X MICBGS 0,0001 8 0,0008 0,0001 8 0,0008
M6C8 X MICBGS 0,0003 7 0,0021 0,0001 7 0,0007
MISATG4 X MICBG5  0,0036 6 0,0216 0,0001 6 0,6006
M6C8 X MICBG6 0,0061 5 0,0305 0,0001 5 0,0005
CH5JS2 X MISATG4 0,0859 4 0,3436 0,0001 4 0,0004
CH5JS2 X MICBGS 0,1448 3 0,4344 0,0001 3 0,0003
CHSJS2 X MICBG6 0,1874 2 0,3748 0,0038 1 0,0038
CHS5JS2 X M6C8 0,2325 1 0,2325 0,0001 2 0,0002

3.3. Différenciation entre les fluides biologiques

L’examen des génotypes des parasites pour les différents fluides biologiques indique
que dans la plupart des cas, des génotypes identiques sont trouvés dans les différents fluides
biologiques de chaque individu (Annexe V). Cependant, il y a quatre exceptions notables ou
les génotypes dans les différents fluides biologiques différent (Du57-2, Du226-6, Dul88-6 et
Du249-6) indiquant des infections mixtes avec différents génotypes de parasites présents dans
les différents fluides biologiques. Toutefois, I’examen de la population dans son ensemble a
révélé une différenciation génétique non significative statistiquement, avec un Fst = - 0,037
(P-value = 0,687) entre les souches du sang et du suc ganglionnaire ; ensuite un Fsr = - 0,009
(P-value = 0,629) entre les souches du sang et du LCR ; enfin Fsr = 0,022 (P-value = 0,447)
entre les souches du suc ganglionnaire et du LCR (Tableau VIII). En fait, parmi les 16 tests
qui ont été effectués, un seul (soit 6%) était significatif au seuil de 5%. C'est exactement ce
qui est attendu sous I'hypothése nulle (si les tests sont assez puissants) (test exact binomial,

avec une P-value = 0,556).

Les tests sur les MLGs ont confirmé ce résultat (toutes les P-values > 0,6). Ce

parametre (fluide biologique) a été donc ignoré dans les analyses suivantes.
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Tableau VIII : Tests de différenciation par paire entre les souches de trypanosomes de

patients de différents fluides biologiques.

Comparaison Foyer Date Statut 6 P-value Hs Fgr'
Sl 0,037 0,733 0,688 -0,121

Boffa Datel  S2 0,058 0,203 0,541 -0,128

S3 0,084 0,498 0,725 -0,307
Sang Sl 0,060 0,660 0,768 -0,260
Versus Datel S2 0,008 0,800 0,626  -0,023
suc , S3 0,010 0,928 0,643  -0,029
ganglionnaire ~ Dubréka S 0,049 0,687 0,752 -0,200
Date2 S2 0,014 0,961 0,661 -0,042

- S3 0,009 0,906 0,640 -0,025

Combiné 0,037 0,687 0671 -0,113

Date 1 S3 0,085 0,048 0,808 0,446

Sang Dubréka S2 0,090 0,965 0,661 -0,268
Eecrius S3 0,020 0,657 0,689 -0,066
Combiné 0,009 0,629 0,719 -0,030

Date ] S3 0,178 0,140 0,801 0,898

Suc - Dubréka [ . S2 0,065 1,000 0,649 -0,186
%:?Sgu ;"“na“e “ 33 0,011 0,355 0,683 -0,037
LCR Forécariah Datel S3 0,013 0417 0,720 -0,047
Combiné 0,022 0447 0713 0,076

L’estimateur Fsy de Weir et Cockerhan (6), les P-values correspondantes, les valeurs combinées, moyenne de la

diversité génétique (Hs) et le Fst standardisé (Fsr’) sont aussi donnés.

3.4. Différenciation entre les statuts du patient

La différenciation s’est révélée significative entre les souches provenant de

trypanosomés appartenant a différents stades de la maladie pour tous les types de comparaison

avec une moyenne Fgr'~ 0,106 — 0,264 (Tableau IX). Les tests sur les MLGs ont confirmé

qu’une différenciation génétique significative existe entre les souches de S1 et S3, S2 et S3

mais pas entre les souches de S1 et S2. Bien que les valeurs des Fst’ soient assez €levées, il

est intéressant de noter que la plupart des P-values ne sont pas trés faibles (peu significatives),

ce qui témoigne de la grande variabilité dans le signal.
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Tableau IX: Tests de différenciation par paire entre les souches de trypanosomes de
patients de différents statuts: S1 phase précoce, S2 phase intermédiaire, S3 phase

avancée de différents foyers et dates.

Comparaison Foyer Date 6 P-value Hs Fst'
Boffa D1 0,0162 0,2468 0,647C 0,0459
D2 0,0882 0,0727 0,8324 0,5263
S1/82 Dubréka D1 0,0442 0,0034 0,6453 0,1247

D2 0,0054 0,1527 0,6516 0,0154

Forécariah D1 0,1255 0,0256 0,7965 0,6164

Combiné 0,0559 0,0063 0,7145 0,1958

Boffa D1 0,0092 0,1405 0,6525 0,0264

D2 0,2398 0,1375 0,7699 1,0420

S1/83 Dubréka D1 0,0325 0,0068 0,6641 0,0967

D2 0,0150 0,1457 0,6447 0,0421
Forécariah D1 0,0915 0,0616 0,8020 0,4620

Combiné 0,0776 0,0335 0,7066 0,2645
Boffa D1 0,0196 0,1006 0,6521 0,0565
D2 0,1476 0,1114 0,7133 0,5149

S2/83 Dubréka D1 0,0009 0,3581 0,6217 0,0023
' D2 0,0006 0,0559 0,6388 0,0016

Forécariah DI 00126  0,1638 0,6262  0,0336
D2 00290  0,1130 0,7712  0,1266
Combiné 0,0350  0,0214 0,6705  0,1064

L’estimateur Fgr de Weir et Cockerhan (6), les P-values correspondantes (en gras quand c’est significatif), les

valeurs combinées, moyenne de la diversité génétique (Hs) et le Fst standardisé (Fsr’) sont aussi donnés.

3.5. Différenciation temporelle

Les résultats des tests de différenciation temporelle sont donnés dans le Tableau X et,
avec une moyenne Fsr’= 0,12 (P-value combinée = 0,037), donnant des résultats similaires a
ceux observés avec les statuts du trypanosomé. La différenciation temporelle apparait plus
faible que dans Koffi et al. (2009), ce qui n'est pas surprenant car la distance temporelle
maximale dans nos données était d'environ 11-16 mois alors qu'elle était & un minimum de 24
mois dans Koffi et a/l. (2009). Néanmoins, cela confirme que le temps (période) et le statut du

trypanosomé ont une influence sur la répartition de la variabilité génétique et sont
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probablement corrélés. Les analyses avec les MLGs confirment cette différenciation
temporelle (moyenne Fsy' = 0,24 ; P-value combinée = 0,045). Bien que les valeurs
moyennes des Fsr’ soient assez €levées, il est intéressant de noter que la P-value combinée
n’est que peu significative, ce qui témoigne encore une fois ici de la grande variabilité dans le

signal.

Tableau X :"Résultats des tests de différenciation temporelle pour chaque combinaison

(foyer x statat).
Dates Foyer Statut Fsr P-value  Hs Fsr'
S1 0,1217 04519  0,7681  0,5248
D1 versus D2 Boffa S2 0,0250 0,670  0,7112  0,0866
S3 0,1198  0,0309  0,6542  0,3464
S1 0,0000 03320  0,6726  0,0000
D1 versus D2 pybréka S2 0,0100 0,581  0,6243  0,0266
S3 0,0017 02053  0,6362  0,0047
. S2 00,0209 0,5105  0,7409  -0,0807
Dl versus D2 Forécariah o 0,0409 0,320  0,6565  0,1191

Combiné 0,0309 0,0373 0,6830 0,1176

L’estimateur Fsy de Weir et Cockerhan (8), les P-values correspondantes (en gras quand c’est significatif), les

valeurs combinées, moyenne de la diversité génétique (Hs) et le Fst standardisé (Fst’) sont aussi donnés.

L’analyse du dendrogramme « NJTree» de la Figure 23 montre que les sous-
échantillons sont d’abord regroupés en fonction de la localisation géographique avec deux
groupes principaux (Boffa et Dubréka) alors que les sous-échantillons de Forécariah sont plus
hétérogenes. Le deuxiéme regroupement est la combinaison de la date de I'échantillonnage et

le stade de la maladie du trypanosomé et enfin les fluides biologiques.
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Figure 23 : Dendrogramme non raciné décrivant la répartition génétique entre les

différents sous-échantillons de T. brucei gambiense dans les foyers de la Guinée.

Les sous-échantillons sont définis en fonction de la géographie (Boffa, Dubréka, Forécariah), de la date de
I’échantillonnage (D1 et D2), du statut du patient en fonction du stade de la maladie : S1 (phase précoce), S2

(phase intermédiaire), S3 (phase avancée) et enfin du fluide biologique (sang, suc ganglionnaire, LCR).
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Nous savons par Koffi et al. (2009) et par la présente étude qu’une différenciation
significative se produit avec le temps. La premiére phase de la maladie peut donc
correspondre en moyenne a des infections plus récentes que les phases avancées, conduisant a
une signature génétique. Nous avons donc choisi de considérer chaque combinaison (date x
statut) comme un sous-échantillon réel pour le calcul du Fis et nous avons considéré les

données homozygotes comme données manquantes.

Le Fis a montré des valeurs fortement négatives dans tous les sous-échantillons et a
travers tous les loci (Figure 24) avec une moyenne générale et un intervalle de confiance 95%
de Fis ~ -0,615 [-0,757 ; -0,505], c'est & dire la méme valeur que précédemment obtenue en
Guinée (Koffi et al, 2009), c’est a dire Fis = - 0,62 [-0,7; -0,35] avec des données
majoritairement issues de souches isolées avec trés peu de pics uniques (positions

homozygotes).

Boffa* Dubréka Forécariah All

Figure 24 : Moyennes Fis obtenues pour les sous-échantillons de 7. b. gambiense dans les

trois foyers de Guinée.

95% d’intervalles de confiance des loci sont présentés sauf Boffa car seulement quatre loci étaient disponibles

pour lesquels les valeurs minimum et maximum sont présentées.
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4. Discussion

Tous les échantillons analysés dans cette €tude ont été isolés a partir des tluides
biologiques (sang, suc ganglionnaire et le LCR) qui ont permis d’éviter le coit, le temps et le
lourd protocole des techniques habituellement utilisées pour 1’isolement in vivo ou in vitro des
trypanosomes. Il est apparu qu’en raison du faible nombre de parasites dans ces fluides,
l'amplification directe a partir des fluides biologiques conduit a des problémes techniques. En
effet, de nombreux alléles dropout ont été observés. Il est clair que cette situation requiert
notre attention pour des études ultérieures. Il est toutefois apparu que le meilleur fluide
biologique 2 utiliser pour le génotypage est le suc ganglionnaire au moins en Guinée, tandis
que les deux autres (sang et LCR) ont fourni de nombreux échecs d'amplification, surtout le
liquide céphalo-rachidien ou, plus de la moiti€ des données sont manquantes. Cela peut étre
attribué a la trés faible parasitémie habituellement rencontrée en Guinée dans le sang et le
LCR, alors que les trypanosomes semblent s'accumuler dans les ganglions lymphatiques

(Camara et al., 2005).

Notre décision de recoder les homozygotes apparents comme données manquantes
parce que potentiellement des hétérozygotes avec un alléle manquant, a fourni une estimation
du Fis rigoureusement identique a celui calculé par Koffi et al. (2009) dans les foyers de
Bofifa et de Dubréka sur des échantillons isolés avec des techniques classiques. 1l est donc
probable que cette décision a conduit & des estimations plus précises que les données brutes
comme également confirmé par les expériences supplémentaires qui ont rejeté la plupart des

génotypes homozygotes.

L'analyse des données n'a montré aucune différenciation génétique significative entre
les souches isolées des différents fluides biologiques. Ce résultat ne peut guére étre une
conséquence de la faible puissance des tests car nous avons en effet 6% des tests qui sont
significatifs au cours de la procédure. Nous pouvons donc en conclure qu'aucun type
particulier de souche n’est spécifique a n’importe quel type de fluide. Un goulot
d’étranglement « bottleneck » comme celui qui se trouve entre I’infection et 1’invasion des
glandes salivaires des mouches tsé-tsé (Oberle ef al., 2010) aurait probablement été détecté
entre les souches du sang et du LCR au moyen des tests de différenciation. Ici, les souches de

LCR semblent étre représentatives de ce qui peut étre trouvé dans le sang.
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Dans la présente étude, les loci microsatellites n’ont pas détecté d’infections mixtes
dans un échantillon biologique donné. Cela pourrait provenir du fait que les génotypes
surreprésentés sont préférentiellement amplifiés par rapport aux autres. Néanmoins, en
multipliant les tentatives d'isolement dans le temps ou en utilisant des techniques d'isolement
différentes, des infections mixtes d'au moins deux génotypes chez I'homme ont été observées
(MacLeod et al., 1999; Jamonneau et al., 2003; Koffi ef al., 2007). Des infections mixtes ont
également été observées dans la présente étude (différentes souches de trypanosomes circulant
dans différents fluides du méme patient) dans au moins quatre trypanosomés. Le role de ces
infections mixtes dans la diversité de réponses aux infections parasitaires a été mis en
évidence dans la maladie de Chagas (Lauria-Pires et Teixeira, 1997; Franco ef al., 2003;
Mantilla et al., 2010) ou dans la trypanosomose animale (Masumu er al., 2009). Des
infections mixtes ont été suspectées pour étre associ€es a une parasitémie faible chez les
patients asymptomatiques de la maladie du sommeil (Jamonneau et al., 2004b). Des études

supplémentaires seront nécessaires pour approfondir cette problématique.

La différenciation entre les statuts du trypanosomé vient probablement d'une
interaction avec la différenciation temporelle. En effet, il est probable que des trypanosomés
en phase précoce (S1) ont été infectés par des souches plus récentes que ceux de la phase
intermédiaire (S2) ou de la phase avancée (S3). La durée de la premiére période peut en effet
durer plusieurs années (MacLean et al., 2007). Nous ne pouvons cependant pas exclure
totalement la possibilité que certains génotypes puissent conduire plus ou moins rapidement a
un stade de la maladie ou a l'autre stade. Mais dans ce cas, nous aurions probablement trouvé
quelques différences significatives entre les souches provenant de différents fluides
biologiques. Cette hypothése n'est donc pas mieux supportée que I'hypothése de

différenciation dépendante du temps.

La différenciation temporelle apparait plus faible que dans Koffi et al. (2009), ce qui
n'est pas surprenant car la distance temporelle maximale dans nos données était d'environ de
11-16 mois alors qu'elle était & un minimum de 24 mois dans Koffi et al.'(2009). L’interaction
probable entre le statut du trypanosomé et la date d’échantillonnage combinée avec les
problémes techniques sont des facteurs probablement importants pour expliquer la variabilité
trouvée dans les deux signaux, ce qui explique 1’absence de P-values trés significatives.

Toutefois, ceci confirme que le temps et le statut du trypanosomé influencent effectivement la
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répartition génétique et interagissent probablement. Cela devra étre pris en compte dans les

études ultérieures.

5. Structuration géographique

Nous avons vu que notre étude a été conirontée a des probleémes méthodologiques qui
sont abordés dans I’activité de recherche 3. Ils sont probablement liés & un manque de
sensibilité des marqueurs utilisés pour 1’étude des trypanosomes directement & partir des
fluides biologiques. Cette contrainte méthodologique ne nous a pas permis d’obtenir tous les
résultats pour une analyse fine de la structuration géographique des trypanosomes entre nos
trois foyers d’étude voire méme au sein d’un méme foyer. Néanmoins, en attendant d’obtenir
un jeu de données complet, nous avons pu obtenir des résultats préliminaires qui n’ont pas été

- publiés mais qu’il nous semblait important de présenter dans ce document.

Nous avons utilisé le méme modéle que celui de Koffi et al. (2009) qui nous a permis
d’estimer les effectifs clonaux de la population (Ncl) et les taux de migration (m) pour deux
taux de mutation probables (#=0,001 ou x#=0,0001). La prise en compte de ces paramétres

permet de mettre en évidence les échanges entre les différents foyers.

N=-25) & m-= 1[1 — /L] )
8UF]s 2 Fst - 4UFis

Dans le cas des estimations effectuées a partir des modéles de populations clonales,

c’est un effectif clonal que I’on estime. L'effectif clonal d'une population noté Ncl est sensé
représenter avec quelle vitesse une population clonale perd sa diversité génétique par dérive
génétique. Les estimations de la taille de la population clonale et les taux de migration ont

permis d’aboutir aux résultats rapportés dans le Tableau XI.
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Tableau XI : Estimation de Peffectif clonal Ncl de la population des trois foyers et les
proportions de migrants entre chaque paire de foyer () selon les estimations des

équations (1) et (2) en utilisant deux taux de mutation probables.

u=0,001 Effectif clonal Boffa Dubréka
Boffa Ncl=118

Dubréka Ncl=79 m=0,006

Forécariah Ncl=70 m=0,005 m=0,01
1=0.0001 Effectif clonal Boffa Dubréka
Boffa Ncl=1181

Dubréka Ncl=789 m=0,0007

Forécariah Ncl=697 m=0,0005 m=0,001

Ncl : effectif clonal ; m : taux de migration ; » : taux de mutation

Ces résultats préliminaires montrent que le taux de migration m reste relativement
faible entre les différents foyers de la Guinée. En observant la taille effective de la population
clonale et la migration respectivement dans les foyers de Boffa, Dubréka et Forécariah, la
migration est faible (Koffi er al, 2009). Ces analyses préliminaires semblent montrer
’existence d’une structuration géographique entre foyers qui est illustrée par la Figure 25

avec un nombre d’individus migrants (Nm < 1) entre foyers qui est relativement faible.

L’étude de la structuration géographique est d’une importance capitale car elle permet
de connaitre les différents liens qui existent entre les différents foyers tels que les échanges
parasitaires. Sur le long du littoral guinéen, la maladie du sommeil se manifeste dans trois
foyers (Boffa, Dubréka et Forécariah). Ces foyers sont considérés comme étant les plus actifs
en Afrique de [’Ouest. Nous souhaitons mener en collaboration avec le PNLTHA de guinée
une vaste campagne de lutte dans ces trois foyers. Mais pour la mise en place d’un tel projet
de lutte, il est impératif de connaitre la structuration géographique entre ces foyers afin
d’identifier la stratégie de lutte & mettre en place. Cette stratégie de lutte est relative a la

structuration géographique. La stratégie de lutte a adopter peut étre :
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— une lutte simultanée lorsqu’il n’existe pas de structuration géographique. Cetle lutte se

révéle tres couteuse en terme de logistique et de ressources humaines ;

— une lutte séquentielle c’est-a-dire procéder foyer par foyer, lorsqu’il existe une

structuration géographique entre foyers mais avec un risque de ré-invasion. Cette lutte

s’avére moins coliteuse et facile & mettre en place en terme de logistique.

< -

. Nm=0.474 |,

o Village avec cas
o Village avec séropositif

e \Village sans cas

Figure 25 : Structuration géographique des souches de 7. b. gambiense entre trois foyers

situés sur le littoral guinéen (Boffa, Dubréka et Forécariah)
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ACTIVITE _DE_RECHERCHE 3: AMELIORATION DE
L’AMPLIFICATION DE LOCI MICROSATELLITES DE B
TRYPANOSOMA BRUCEI GAMBIENSE A PARTIR DE}
FLUIDES BIOLOGIQUES.
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1. Introduction

La Trypanosomose Humaine Africaine est une maladie parasitaire dont 1’agent
pathogéne est Trypanosoma brucei. Il peut étre rencontré dans les différents fluides
biologiques (sang, suc ganglionnaire, LCR). Des études antérieures ont montré que les
marqueurs microsatellites sont assez polymorphes pour faire du génotypage directement a
partir des fluides biologiques (Morrison et al., 2007) sans passer par des isolements in vitro ou
in vivo qui sont des protocoles lourds et onéreux. Cependant, il a été observé que le
génotypage de T. brucei directement a partir des fluides biclogiques est confronté a des
échecs d’amplification (Morrison et al., 2007; Koffi et al., 2009; Kaboré et al., 2011b) qui
sont diis soit a des alléles dropout et/ou a des alléles nuls. Ces problémes d’amplification
conduisent & I’observation de profils homozygotes qui sont assez fréquents, ce qui n’est pas
attendu dans une population purement clonale comme celle de T" b. gambierse (Koffi et al.,
2009). 11 est toutefois apparu en Guinée que le meilleur fluide biologique a utiliser pour le
génotypage est le suc ganglionnaire, tandis que le sang et le liquide céphalo-rachidien
fournissaient de nombreux échecs d'amplification, surtout le liquide céphalo-rachidien ou,

plus de la moiti¢ des données sont manquantes (Kaboré et al., 2011a; Kaboré et al., 2011b).

Dans la présente étude, nous avons tenté de vérifier si les nombreux profils
homozygotes rencontrés sont de vrais homozygotes ou sont dis & des alléles dropout et/ou a
des alléles nuls et si ces profils manquants sont diis & des alléles dropout et/ou alléles nuls,
nous avons ‘étudié dans ce cas, les moyens d’améliorer la sensibilité de la technique de

génotypage de T. b. gambiense directement a partir des fluides biologiques.

2. Matériels et méthodes

Pour ce faire, nous avons testé trois protocoles (P1, P2, P3) en variant la concentration
d’ADN (1 ul; 2,5 plet 5 ul d’ADN) sur quatre types de fluide biologique (sang, buffy-coat,
suc ganglionnaire et liquide céphalo-rachidien) en utilisant trois marqueurs microsatellites
(MicbgS, Micbg6, Misatgd) pour lesquels de nombreux échecs d’amplification avaient été
précédemment observés. Le buffy-coat ou couche leucocytaire est la fraction d’un échantillon
de sang non coagulé apres centrifugation qui contient la plupart des éléments qui se trouvaient
dans le sang (globules blancs, plaquettes, parasites). Nous avons sélectionné des échantillons
biologiques pour lesquels des problemes de génotypage avaient été observés.

107



2.1. Echantillonnage :

. Nous avons réalisé I’échantillonnage en tenant compte des échecs d’amplification et

de la nature du fluide biologique.

Pour les deux marqueurs microsatellites Misatgd et Micbg6, nous avons choisi 6
échantillons qui sont : Du 132-6 (suc ganglionnaire), 7-1 (suc ganglionnaire), Dul43-6 (suc

ganglionnaire), Dul17-6 (buffy-coat), Du29-6 (buffy-coat) et 45-1 (sang).

Pour le marqueur microsatellite Micbg5 qui a causé le plus d’échecs d’amplification
dans nos études antérieures, nous avons choisi 31 échantillons qui se composent de : 8 sucs
ganglionnaires (7-1, Dul43-6, Dul92-6, Dul67-6, Dul80-6 , B0o92-1, 40-1, Dul32-6), 9
buffy-coats (Bo92-1, Bo9-6, Dull5-6, Du36-6, Dul68-6, Du257-6, Du57-2, Dul17-6 , Du29-
6), 7 sangs (58-6, B3, 45-1, Du22-6, Dul84-6, Bo91-2, Du28-6) et 7 liquides céphalo-
rachidiens (Du24-6, Dul1-6, Du34-6, Bo92-1, Bo230-6, 15-2, 50-1).

2.2, Conditions d’amplification :

Les amplifications de Nested-PCR ont été réalisées en utilisant les conditions
suivantes, PCR buffer (45 mM Tris-HCI1 pH 8,8 ; 11 mM (NH4),SO4; 4,5 mM MgCl,; 6,7
mM 2-mercaptoéthanol ; 4,4 uM EDTA, 113 pg/ml de BSA, 1 mM de chacune des quatre
désoxyribonucléotides triphosphates), 1 uM de chaque amorce et 0,1 unité de Taq polymérase
(ABgéne) par réaction de 10 pl. Les réactions ont été recouvertes d’huile minérale pour éviter
I’évaporation et I’ampiification est réalisée dans un thermocycleur "Robocycler gradient 96"
(Stratagene, La Jolla, CA, UK). Toutes les réactions PCR ont été amplifiées dans les
conditions suivantes: 28 cycles de 95°C pendant 50 sec, 55°C pendant 50 sec et 65°C

ére

étape de PCR a été utilisé

2éme

pendant 1 min. Un pl de la dilution 1/280 des produits de la 1
pour la 2™ ¢tape de PCR. Une amorce de chaque paire de microsatellites de la étape de
Nested-PCR était marquée par un fluorochrome 5-FAM ou HEX, ce qui permet une
séparation des produits sur un séquenceur a capillaires (ABI 3100 Genetic Analyser ; Applied
Biosystems). Un ensemble de tailles standardisées et labellisées (GS400 HD markers ;
Applied Biosystems) a été inclus dans chaque échantillon, permettant de déterminer la taille
du produit PCR au niveau de 1 pb en utilisant le logiciel Peak Scanner V1.0 (Applied
Biosystems). Les produits de la 2°™ étape de PCR ont été séparés par électrophorése sur 3%

de Nusieve GTG agarose gel dans un tampon TBE 0,5 X contenant 50 ng/ml de bromure
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d’éthidium. Les produits ont ¢été visualisés aux UV. Le résultat de 1’électrophorése est
photographié pour analyse. Pour tester les protocoles (P1, P2 et P3), nous avons utilisé

respectivement 1 pul ;2,5 ul et 5 ul d’ADN.

2.3. Préparation des plaques de génotypage

En fonction de I’intensité des profils électrophorétiques, une dilution adéquate (1/10 —
1/500) est réalisée pour chaque produit de la 2°™ étape de Nested PCR. Puis 20 pl de chaque
dilution est distribuée dans les différents puits de la plaque de génotypage. Les puits sont

ensuite recouverts d’huile minérale pour éviter I’évaporation. Les plaques sont prétes pour le

génotypage.

2.4. Génotypage

Le génotypage est réalisé¢ a I’aide du séquenceur automatique doté de 8 capillaires
(ABI 3730 Capillary DNA Sequencer, Genetic Analyser ; Applied Biosystems; Dundee

Sequencing Service http://www.dnaseq.co.uk ).

2.5. Détermination de la taille des alléles

Aprés le génotypage, les profils €lectrophorétiques ont été analysés a I’aide du logiciel
Peak Scanner'™ Software Version 1.0 (Applied Biosystems). Ce logiciel a permis de
déterminer la taille des alléles. La taille a été déterminée par rapport & un ensemble de normes

de tailles (GS400 HD markers, Applied Biosystems) qui permet une résolution de 1 pb.

2.6. Analyses des données

Le succés de I’amplification a été analysé avec les modéles linéaires généralisés
(GLiM) sous le logiciel R 2.1.2.0 (R-Development-core-team, 2010). Les modeéles ont été de
la forme : Réponse ~ Protocole + Fluide + Locus + Protocole : Fluide + Protocole : Locus +
Fluide : Locus.

La réponse a été soit le nombre d'alléles amplifiés observés, analysé avec un modéle
de Poisson et une erreur de log-normale, soit la présence d'échec d'amplification des deux
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alleles (des blancs) ou la présence du succés de l'amplification d’un ou des deux alltles
différents (révélé individus hétérozygotes) dans lequel des deux cas des régressions
logistiques ont €té utilisées avec une erreur logit. Dans tous les cas, nous avons sélectionné le
meilleur modéle suivant une procédure stepwise et la significativité des paramétres du modéle

minimal a été testée avec un test du Chi carré.

3. Résultats

Le nombre d’allé¢les amplifiés a varié pour le méme échantillon d’une expérience
I’autre. Certains alléles manquants ont pu étre amplifiés et la plupart des profils initialement
homozygotes ont pu donner des profils hétérozygotes (Annexe VI). Ces résultats montrent
que ces profils homozygotes sont de faux homozygotes et sont diis a I’effet de ’allele
dropout. Pour ’amélioration de la sensibilité du protocole de génotypage, nous avons effectué

les tests suivants :

3.1. Effets du sang et du buffy-coat

Les résultats des différents protocoles sont résumés dans le tableau en Annexe VI.
Etant donné que le buffy-coat est une centrifugation du sang, nous avons cherché a savoir si le
buffy-coat et le sang donnaient des résultats différents par une régression linéaire log-
normale. Cette analyse n’a donné aucune différence significative entre le buffy-coat et le sang
(toutes les P-values > 0,18) (Tableau XII). Ainsi, nous pouvons mélanger les souches du
buffy-coat avec celles du sang pour constituer un seul fluide biologique (sang) pour les
analyses suivantes. Nous disposons maintenant de trois fluides biologiques qui sont le sang, le

suc ganglionnaire et le liquide céphalo-rachidien.
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Tableau XII : Régression du nombre d’all¢les amplifiés entre le sang et le buffy-coat

Df Deviance Resid DfResid Dev P(>|cChi])

Nulle 91 67,948

Fluides 10,6910 90 67,257 0,4058
Protocoles 23,4202 88 63,836 0,1808
Loci 21,3745 86 62,462 0,5030
Fluides : Protocoles 21,7345 84 60,727 0,4201
Fluides : Loci 2 0,6878 82 60,040 0,7090
Protocoles : Loci 4 0,9361 78 59,103 0,9193

3.2. Effets des fluides biologiques, des protocoles et des loci

Apreés la procédure du « stepwise », seuls les fluides biologiques et les protocoles ont
été gardés dans les modeles. Ces deux facteurs ont donné une différence significative
(Fluides : P-value = 0,01974 ; Protocoles : P-value = 0,02255) (Tableau XIII). Par contre, les
trois loci examinés ici n’ont pas montré de différence significative dans le succés de
I’amplification de ’ADN (P-value = 0,49667). 1l reste & déterminer les différents liens qui
existent entre les trois fluides biologiques (sang, suc ganglionnaire et liquide céphalo-
rachidien) et les trois protocoles (P1, P2 et P3) par des comparaisons multiples planifiées

corrigées au seuil de Bonferroni.

Les analyses entre les fluides biologiques ont révélé une différence significative entre
le-LCR et les deux autres fluides (sang et suc ganglionnaire) (P-value = 0,015). Par contre, il
n’y a pas eu de différence significative entre le sang et le suc ganglionnaire (P-value = 0,808).
De méme, les analyses entre les protocoles ont montré aussi une différence significative entre
le protocole P1 et les deux protocoles P2 et P3 (P-value = 0,0392). Par contre, il n’y a pas eu
de différence significative entre P2 et P3 (P-value = 0,92). Les multiples comparaisons
montrent que ces résultats sont diis au fait que moins d’alleles sont amplifiés chez les
trypanosomes du liquide céphalo-rachidien ou avec le protocole P1 comparés aux deux autres
fluides et protocoles (P-value = 0,01535; Figure 26). Les régressions logistiques ont

confirmé que la plupart des échecs d’amplification (blancs) se sont produits dans le LCR et
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pour le protocole P1 et la plupart des génotypes hétérozygotes ont été vus pour les

trypanosomes du sang et du suc ganglionnaire durant les protocoles P2 et P3.
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Figure 26 : Nombre d’alléles amplifiés en fonction des fluides biologiques par protocole

et en fonction des protocoles par fluide biologique.

Tableau XIII : Régression du nombre d’alléles amplifiés entre le sang, le LCR et le suc

ganglionnaire.
Df Deviancz Resid  Df Resid Dev P |Chil)
Fluides 2 7,8504 181 148,10 0,01974
Protocoles 2 7,5843 179 140,52 0,02255
Loci 2 1,3996 177 139,12 0,49667
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4, Discussion

Le premier résultat de notre étude est que nous pourrions repécher quelques génotypes
initialement manquants et en effet confirmer avec une évidence certaine que la plupart des
profils homozygotes vus pendant des études antérieurs (Kaboré et al., 2011b) sont en fait des

hétérozygotes comme attendu pour un organisme diploide et clonal (De Meefs et al., 2006).

Notre étude a montré que I’importance des alleles dropout est relative au type de fluide
biologique et au protocole mais aussi a la réplication des expériences, étant donné que pour le
méme protocole, des PCR successives ont donné des résultats différents (Annexe VI). Les
meilleurs fluides biologiques étaient le suc ganglionnaire et le sang, et la meilleure
concentration d’ADN, les deux plus élevées étaient les concentrations issues des protocoles
P2 et P3 (P-value = 0,0392 ; Figure 26). Dans nos études antérieures, nous avons trouvé
qu’en Guinée, les trypanosomes du suc ganglionnaire donnaient de meilleurs résultats que
ceux du sang et du LCR (Kaboré¢ ef al., 2011b). La différence vient probablement du fait que
nous avons utilisé ici un sous-ensemble de scuches (sous-échantillon moins grand) et serait
assez puissant pour détecter la différence entre le LCR et les deux autres fluides (sang et suc
ganglionnaire). En Guinée, les parasitémies sont tres faibles dans le LCR et trés élevées dans
le suc provenant des ganglions lymphatiques (Camara ef al., 2005). Ces différences dans la

parasitémie expliquent les différences dans les succés d’amplification.

Suivant nos résultats, nous recommandons, pour des investigations ultérieures en
génétique des populations, ’utilisation du fluide biologique ou les parasites sont le plus
concentrés, c’est-a-dire le suc ganglionnaire provenant des ganglions lymphatiques pour 7. b.
gambiense en Guinée, une concentration d’ADN adéquate et une répétition des PCR afin
d’augmenter les chances d’obtenir le bon génotype. La variation de la quantité d’ADN a
permis de recouvrir plusieurs alléles dropout. Plus important, nous montrons aussi que
beaucoup de profils initialement interprétés homozygotes se sont avérés étre des
hétérozygotes. C’est un résultat extrémement important car les alléles dropout tendent
rapidement a augmenter les taux d’homozygotie et peuvent conduire a surestimer 1’impact
possible de recombinaison sexuelle dans de tels genres d’organismes. Il est donc important
que de telle possibilité soit investiguée dans d’autres études. Les études de génétique des
populations exigent I’identification de loci hétérozygotes. Une telle situation est donc

importante lorsqu’elle est appliquée & des organismes qui sont dilués dans leur
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environnement, comme les trypanosomes le sont dans le sang, le LCR ou le suc ganglionnaire
de leurs hotes. L’amélioration des protocoles de génotypage nous permettra d’améliorer les
estimations d’hétérozygotie et donc la précision des conclusions concernant le systéme de
reproduction, la taille de la population et la dispersion de 7. b. gambiense au sein et entre les
différents foyers de cette maladie tropicale négligée, ol cette maladie mortelle continue

toujours de menacer la santé humaine et le développement.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La lutte contre la THA repose essenticllement sur le dépistage/traitement des
trypanosomés. On observe une grande diversité de tableaux cliniques (troubles
infectieux/inflammatoires, cutanés, cardiaques, hormonaux, neurologiques...), raison pour
laquelle on ne peut pas baser un diagnostic de la maladie sur un simple examen clinique. On a
alors recours a des tests de diagnostic. La stratégie de dépistage se base en Afrique de 1’Quest
et Centrale sur un test sérologique permettant de faire un dépistage actif de masse des

populations a risque : le CATT.

Cependant lors des prospections médicales, les €équipes de terrain font face a une
diversité de résultats : des individus négatifs au CATT qualifiés de sujets indemnes de THA,
des individus positifs au CATT chez lesquels le parasite est mis en évidence par les tests
parasitologiques, qualifiés de trypanosomés et traités, et enfin des individus séropositifs sans
confirmation parasitologique appelés SERO. Ces derniers ne sont pas traités a cause de la
toxicité et de ’aspect contraignant des traitements et parce que des doutes subsistent sur le fait
qu’ils soient réellement porteurs de trypanosomes et qu’ils constituent ainsi un réservoir de
parasites dans les foyers. Des tests PCR ont pourtant mis en évidence la présence d’ADN de
trypanosomes chez certains de ces individus, mais ces tests spécifiques du sous-genre
Trypanozoon ne permettent pas de différencier les sujets qui pourraient étre des porteurs
d’infections transitoires a 7. b. brucei (non pathogéne pour ’homme) de ceux vraiment

infectés par T. b. gambiense.

La THA évolue chez I’homme en deux phases : une phase lymphatico-sanguine et une
phase méningo-encéphalique qui correspond au passage du trypanosome dans le LCR. Pour la
décision thérapeutique et toujours a cause de la toxicité des médicaments utilisés, une
classification des phases en fonction de la cytorachie a été proposée comme suit et adoptée
dans notre étude : phase 1 avec une cytorachie < 5 cellules/ml (notée S1), phase 2 précoce
avec une cytorachie comprise entre 6 et 20 cellules/ml (notée S2), phase 2 avancée avec une
cytorachie > 20 cellules/ml (notée S3). Les sujets S3 doivent étre traités au mélarsoprol qui
est trés toxique alors que les sujets S1 et S2 peuvent étre traités efficacement a la pentamidine

qui est moins toxique.
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On observe une importante diversité d’évolutions cliniques qui ne correspond pas a la
définition traditionnelle qui décrit 7. b. gambiense responsable de la forme chronique de THA
en Afrique de 1'Ouest et Centrale. En effet, on décrit des sujets totalement asymptomatiques
pendant plusieurs années et qui n’évoluent pas en S3. Les sujets SERO potentiellement
porteurs de 7. b. gambiense pourraient d’ailleurs étre diis 4 une forme asymptomatique de
THA avec des parasitémies tres faibles. A I’inverse, on décrit aussi des sujets qui évoluent
trés rapidement de S1 & S3 évoquant une forme aigu€ de la maladie (attribuable par définition

a T. b. rhodesiense en Afrique de 1'Est).

La diversité de tableaux et d'évolutions cliniques et de réponses aux tests de dépistage
témoignent d’une importante diversité de réponses & 1’infection qui doit étre recherchée a la

fois chez le parasite (variabilité génétique) et chez I’hdte (susceptibilité individuelle).

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes intéress€és a la caractérisation
génétique des trypanosomes par PCR microsatellites afin (i) d’identifier les trypanosomes
présents chez les sujets séropositifs et (ii) d’étudier la variabilité génétique en fonction des
fluides biologiques et du stade de la maladie. Un autre objectif de ’approche génétique des
populations est d’avoir accés a un certain nombre de paramétres liés au parasite tels que la
taille des populations, leurs niveaux de subdivision et leur capacité de dispersion dans
lespace et le temps, ainsi que leur modalité de reproduction, qui sont des paramétres
importants a connaitre dans la perspective d’une campagne d’élimination de la maladie a

’échelle du littoral guinéen qui est la zone la plus touchée par la THA en Afrique de I’Ouest.

Sujets séropositifs sans confirmation parasitologique (SERO)

Dans I’activité de recherche 1, nous avons traité les questions relatives aux sujets
séropositifs qui ne sont pas confirmés par les tests parasitologiques classiques, mais chez
lesquels de I’ADN parasitaire peut étre détecté par PCR : sont-ils porteurs de 7. b. gambiense,
et si oui, les trypanosomes détectés sont-ils identiques a ceux trouvés chez les trypanosomés
positifs aux tests parasitologiques ? Notre étude a montré pour la premiére fois que ' ADN des
trypanosomes extrait de sujets SERO identifi€s en Coéte d’Ivoire et en Guinée est bien de
I’ADN de T. b. gambiense groupe 1. Nos résultats ont montré aussi que ces sujets SERO
étaient infectés par les mémes profils génotypiques des trypanosomes rencontrés chez les

trypanosomés « classiques ». Ces résultats confirment donc définitivement qu’au moins
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certains sujets SERO peuvent étre infectés par T. b. gambiense groupe 1 comme
précédemment suspecté par I’utilisation d’autres méthodes moléculaires. Ces sujets SERO
seraient donc de potentiels porteurs asymptomatiques de 7. b. gambiense groupe 1 et
pourraient constituer un réservoir de parasites. L’existence de ces porteurs asymptomatiques
(généralement non pris en charge par les programmes de lutte) pourrait étre responsable du
plateau observé dans la Figure 2 qui décrit le nombre de cas rapportés cette derniére
décennie. Malgré les nombreux efforts de lutte médicale qui ont permis ces derniéres années
de faire baisser significativement les prévalences de la maladie & 1’échelle du continent, la
THA continue de se maintenir a un niveau hypo-endémique. Ce phénoméne est aussi observé
en Guinée (Camara et al., 2005) et en Cote d’Ivoire (Kaba et al., 2006). Ce maintien a 1’état
hypo-endémique n’est possible que dans un contexte ou la transmission du parasite est
toujours possible notamment du fait du maintien d’un contact homme/vecteur important. Par
exemple, en zone de savane qui était la plus touchée par la THA dans les années 50/60 (Mali,
Burkina Faso), si la lutte médicale semble avoir permis d’éliminer la maladie, il semble de
plus en plus évident que d’autres facteurs ont contribué a cette élimination progressive. Les
changements climatiques (asséchement des rivieres), la démographie, le développement
économique, ’anthropisation (dégradation du biotope des tsé-tsé, élimination des hotes
sauvages des glossines, I’aménagement d’installations hydrauliques) sont responsables de la
réducticn du contact homme/glossines (Courtin ef al., 2009; Rayaisse et al., 2009). Par
exemple le conflit ivoirien (2002) a provoqué le retour de 360 000 rapatriés burkinabés dans
leur pays d’origine. En provenance de foyers ivoiriens de maladie du sommeil, ces rapatriés
se sont principalement installés dans des régions du Burkina Faso qui furent les foyers les plus
actifs de la maladie au milieu du XX° siécle. Malgré ce retour massif, on n’a pas observé de
réémergence de la maladie du sommeil au Burkina Faso car les conditions pour une reprise de

la transmission semblent ne plus étre réunies (Courtin et al., 2010b).

Dans les foyers ou les conditions d’une transmission sont toujours réunies, on peut se
demander quelle pourrait étre la stratégie de prise en charge des sujets SERO dans les
campagnes de lutte : certains individus SERO pourraient en effet constituer un réservoir de 7.
b. gambiense et pourraient étre responsables du maintien de la maladie a 1’état hypo-
endémique dans un foyer. Ces sujets pourraient aussi étre responsables des phénoménes de
réémergence épidémique de la maladie dans des foyers historiques plusieurs dizaines

d’années apres une apparente disparition de la maladie.
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Si certains auteurs ont recommandé le traitement de ces sujets SERO pour réduire le
risque de transmission (Simarro ef al., 1999; Chappuis et al., 2004; Ilboudo et al., 2011),
d’autres pensent que le traitement des SERO ne devrait pas étre appliqué lorsque la
prévalence de la maladie est faible (Inojosa er al, 2006), une situation qui devrait se
généraliser dans les années a venir grice aux campagnes d’élimination en cours (Simarro et
al., 2010). Le traitement de ces sujets SERO restera une question ouverte jusqu’a ce que de
nouveaux fraitements bien tolérés et moins contraignants (administration orale) soient
disponibles. En attendant, ce qui malheureusement risque d’étre assez long (Brun et al.,
2010), nous recommandons aux acteurs de la lutte de mettre en place des suivis actifs de ces
sujets SERO afin d’identifier ceux qui vont développer la maladie et de limiter le risque de
traiter a tort des sujets faux-positifs. Une alternative est d’associer a la lutte médicale qui
montre ici des limites, la lutte anti-vectorielle contre les glossines pour réduire les risques de
transmission du parasite. Il faut bien entendu continuer & mener des activités de recherche
pour préciser le réle épidémiologique de tels sujets apparemment porteurs de parasitémies trés
faibles. Notre équipe a mis en place des suivis de cohortes en Cote d’Ivoire et en Guinée qui
sont toujours en cours et auxquels je participe. En collaboration avec I’OMS et les
programmes nationaux, nous constituons au CIRDES une banque de données et
d’échantillons biologiques qui vont, a 1’aide d’analyses transcriptomiques et protéomiques
nous permettre d’améliorer nos connaissances sur ce statut, son évolution dans le temps et les
facteurs humains et parasitaires impliqués. Si nous mettons par exemple en évidence des
facteurs d’hotes impliqués dans le maintien de faibles parasitémies, ceci pourrait ouvrir de

nouvelles voies dans la recherche de thérapies alternatives.

Une autre question se pose aussi : avec des parasitémies si faibles, les glossines qui
vont se nourrir sur ces sujets peuvent-elles s’infecter ? On pourrait répondre a cette question
en faisant du xénodiagnostique sur les SERO que nous suivons, mais cette approche est
éthiquement et logistiquement difficile & mettre en place. Néanmoins une étude préliminaire
en conditions expérimentales (glossine/rongeurs/porcs) est actuellement menée par notre

équipe au CIRDES.
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Tropisme tissulaire et corrélation entre diversité génétique des trypancsomes et
diversité d’évolutions cliniques

Dans Dactivité de recherche 2, nous avons répondu aux questions suivantes : les
trypanosomes circulant dans les différents fluides biologiques de I’homme sont-ils
identiques ? Quelle est la fréquence des infections mixtes chez 1’hdte ? Existe-t-il des
corrélations entre diversité génétique parasitaire et diversité d’évolutions cliniques ? Nos
résultats ont montré qu’il n’y a pas de différenciation génétique entre les souches provenant
des différents fluides biologiques. En d’autres termes, on peut considérer que les parasites

présents dans le sang, le suc ganglionnaire et le LCR proviennent d'une seule population.

Ces résultats montrent qu’il ne semble pas exister de tropisme tissulaire de certains
génotypes de trypanosomes qui pourraient étre impliqués dans 1’évolution de la THA. Ces
résultats vont plutét dans le sens d’une absence de corrélations entre la diversité génétique
parasitaire observée et la diversité d’évolutions cliniques résultant de I’infection par les
trypanosomes, mais ceci reste a prouver par une €tude spécifique. Par contre, nous avons
observé des infections mixtes dans la présente étude (différents génotypes de trypanosomes
circulant dans différents fluides du méme patient). Le r6le de ces infections mixtes dans la
diversité de réponses aux infections parasitaires a été¢ prouvé dans la maladie de Chagas
(Lauria-Pires et Teixeira, 1997; Franco et al, 2003; Mantilla et al., 2010) ou dans la
trypanosomose animale (Masumu et al., 2009) et est suspecté dans la THA (Jamonneau ef al.,
2004b). Des études supplémentaires seront nécessaires pour approfondir nos connaissances

sur ce phénomeéne (voir perspectives).

Cependant, nos résultats ont montré ’existence d’une différenciation génétique entre
les souches de trypanosomes provenant de trypanosomés a différents stades de la maladie
(entre S1 et S3, entre S2 et S3). Nous avons aussi confirmé 1’existence d’une différenciation
temporelle (Koffi ef al., 2009). Etant donné qu’il n’y a pas de différenciation génétique entre
les souches en fonction du fluide biologique, la différenciation génétique notée entre les
statuts du trypanosomé vient probablement d'une interaction avec la différenciation
temporelle. En effet, il est probable que des trypanosomés en phase précoce (S1) ont été
infectés par des souches plus récentes que ceux de la phase intermédiaire (S2) ou de la phase
avancée (S3). La premiére phase de la maladie peut en effet durer plusieurs années (Checchi

et al., 2008). Cela confirme que le statut du malade et le temps (période) ont une influence sur
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la répartition génétique et sont probablement corrélés. Ces paramétres doivent étre pris en

compte dans les études de génétique des populations de 7. b. gambiense.

Marqueurs microsatellites, outil de choix pour I’étude des trypanosomes ?

Les échecs d’amplification rencontrés (alléle dropout/nul) lors du génotypage des
souches de trypanosomes directement a partir des échantillons biologiques, posent le
probléme de la sensibilité¢ des marqueurs microsatellites. Pour la suite de nos études, nous
avons cherché 4 savoir, d’un point de vue technique, si les marqueurs microsatellites
représentent réellement un outil de choix pour I’étude de la variabilité génétique des
trypanosomes directement a partir des fluides biologiques (c’est-a-dire, s’il est possible
d’optimiser le protocole de génotypage pour qu’il soit suffisamment sensible). Cette étude a
permis d’améliorer la sensibilité du protocole de génotypage et d’augmenter ainsi le succés de
I’amplification. Un résultat trés important était de confirmer que les profils interprétés
homozygotes ou blancs rencontrés dans lors du génotypage étaient de faux homozygotes et de
fausses données manquantes qui sont dis & des all¢les dropout et/ou des alleles nuls. Nous
avons pu voir que le succés de 1’amplification est dépendant de la nature du fluide biologique,

de la concentration d’ADN du protocole et de la réplication des expériences.

La plupart des études de caractérisation génétique a été réalisée sur des échantillons de
sang et de LCR. La particularité de notre étude est 1’utilisation non seulement de ces deux
fluides mais aussi et pour la premiére fois & notre connaissance du suc ganglionnaire. En
Guinée, le meilleur fluide biologique pour des études de génotypage s’est révélé étre le suc
ganglionnaire. Ceci présente un avantage du moins dans le contexte guinéen ou plus de 80%
des sujets dépistés le sont 4 I’examen microscopique de ce fluide. On peut aussi trés bien
baser une analyse de génétique des populations sur les trypanosomes circulant dans ce fluide
sans engendrer de biais puisque dans 1’activité de recherche 2, nous avons montré qu’il n’y a
pas de structuration génétique des populations de 7. b. gambiense en fonction des trois

différents fluides biologiques.

Les marqueurs microsatellites sont de bons marqueurs malgré les problemes de
sensibilité rencontrés. En Guinée, ces problémes semblent pouvoir étre surmontés par

P’utilisation du suc ganglionnaire et en effectuant le génotypage avec différentes
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concentrations d’ADN et en répliquant les expériences afin de minimiser les problémes

d’échecs d’amplification des all¢les.

Perspectives

Ce sont ces échecs d’amplification qui ne nous ont pas permis d’analyser finement la
structuration géographique des populations de trypanosomes entre et au sein des trois foyers
(Boffa, Dubréka, Forécariah) en Guinée. Par contre, nous avons présenté ci-dessus des
résultats préliminaires. Ces résultats confirment qu’il existe une structuration géographique
entre les foyers de Boffa et Dubréka (Koffi et al., 2009) qui semble aussi exister avec le foyer
de Forécariah. La connaissance de la structuration géographique entre foyers est d’un intérét
capital pour la mise en place d’un projet de lutte contre la THA. Elle permet de connaitre les
échanges parasitaires entre les différents foyers et ainsi de décider de la stratégie de lutte a

mettre en place d’ou la nécessité d’approfondir cette approche.

Avec ’amélioration de la technique de génotypage de microsatellites (activité de
recherche 3), nous allons dans un premier temps compléter nos génotypes blancs (données
manquantes de génotypage) pour une analyse plus fine en génétique des populations. Notre
banque d’échantillons s’est élargie avec les différentes prospections médicales effectuées de
fin 2009 a juin 2011. Nous disposons actuellement d’échantillons de sang, de suc
ganglionnaire et de LCR de 200 trypanosomés et de 150 sujets SERO. Ces études nous
permettront de mieux connaitre les relations existant entre les différents foyers géographiques
voire méme a 1’échelle d’un foyer, c’est-a-dire la connaissance des échanges interfoyers et
intrafoyers qui conditionneront la mise en place d’un vaste projet de lutte contre la maladie du

sommeil.

Enfin et toujours dans l’objectif de rechercher des corrélations entre diversité
parasitaire et diversité de réponses a I’infection, nous allons mener une approche
expérimentale sur rongeurs de laboratoire au CIRDES qui vise & caractériser
phénotypiquement en terme de pathogénicité et de virulence, 10 souches de trypanosomes
isolées ces derniéres années en Guinée et en Cdte d’Ivoire. Nous étudierons alors les
interactions entre souches (infections mixtes) ayant montré des caractéristiques différentes et
les comparerons aux infections simples. Nous allons effectuer des suivis en paralléle de la

réponse immune ou cellulaire a I’infection qui devrait permettre de déterminer si certaines
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souches ou combinaisons de souches sont capables d’influencer le développement de la
réponse de 1’héte. Et des analyses protéomiques et génétiques conduites sur les souches de
parasite présentant des phénotypes extrémes seront réalisées pour identifier les facteurs

parasitaires impliqués dans les processus de virulence et de pathogénicité au cours de la THA.

Ces études se feront en collaboration entre le CIRDES, I’IRD, le Wellcome Trust
Centre for Molecular Parasitology de 1’Université de Glasgow et les programmes nationaux

de lutte contre la THA (PNLTHA) de Guinée et de Céte ¢’Ivoire.
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CONCLUSION

Au cours de cette thése, nous avons pu montrer que certains sujets séropositifs sont
infectés par T. b. gambiense groupe 1. Les souches rencontrées chez ces sujets SERO sont les
mémes que celles retrouvées chez les trypanosomés. Ces individus SERQ constituent donc un
réservoir de parasites de 7. b. gambiense. Cependant, la prise en charge de ces SERO dans les
stratégies de lutte reste toujours une question ouverte. Nous avons aussi montré qu’il n’y a pas
de différenciation génétique entre les souches de trypanosomes circulant dans les trois fluides
biologiques humains (sang, suc ganglionnaire et LCR). Ce résultat suggére qu’il n’existe pas
de tropisme tissulaire et semble montrer une absence de corrélations entre la diversité
d’évolutions cliniques et la diversité génétique parasitaire. En d’autres termes, n’importe quel
tissu biologique peut €tre utilis€é pour la caractérisation génétique des trypanosomes.
Cependant, le meilleur fluide en Guinée pour des études de génétique des populations est le
suc ganglionnaire. Nous avons aussi mis en évidence I’existence d’une structuration
temporelle, dont il faut tenir compte pour ’analyse de la structuration géographique au sein et
entre les trois foyers (Boffa, Dubréka, Forécariah) en Guinée. Ce parametre temporel doit étre
pris en compte dans les études de génétique de pepulations. La sensibilité des PCR
microsatellites sur échantillons biologiques peut étre augmentée en utilisant le liquide
biologique ie plus appropri¢ (suc ganglionnaire en Guinée), en faisant varier les
concentrations d’ADN et en répliquant les expériences. Les marqueurs microsatellites restent
a I’heure actuelle les meilleurs marqueurs pour étudier la diversité génétique au sein des

populations de trypanosomes directement a partir des fluides biologiques.
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ANNEXES

Annexe I : Dlustration du déroulement d’une prospection médicale

Figure 1: Recensement/Enregistrement Figure 2: Prélevement digltal

Recensement des sujets présents le Jour de la  Prélévement de toute |a population par ponction
prospection. Seuls les sujets enreglstrés peuvent  digitale. Le sang prélevé dans les capillaires
entrer dans la chaine de dépistage héparinés est destiné aux tests sérologiques

Elgure 3: Sérologie Flgure 4: CATT/sang
Le test sérologique (CATT} est effectué pour tous les sujets prélevés. Les sufets séronégatlfs sont libérés,
les séropositifs sont malntenus pour la recherche des trypanosomes par les tests parasitologiques



A - : MY ae.

Figure 5: Parasitologle ) Figure 6: Parasitologle

Prélévement du sang total au pll du coude dans un Ponction des ganglions cervicaux pour la

tube hépariné de chaque sulet séropositif pour recherche des trypanosomes dans le suc

affectuer la mini-colonne (MAECT) ganglionnaire étalé a l'état frals entre lame et
lamelle

Figure 7: Parasitologie Figure 8: Parasltologle
Ponction lombaire effectuée au moment de la Recherche de trypanosomes dans les fluides

prospection médicale pour déterminer la phase de  blologlques par microscopie et en mini-colonne
la maladie

U



Figure 9: Convocation pour le traitement Flgure 10: Equipe Trypano IRD/CIRDES et PNLTHA
Les sujets positifs en parasltologle sont convoqués  de Gulnée au centre de trattement

au centre de traltement le plus proche. Un dossier

comprenant une flche d'ldentiflcation alnsi qu'un

guestiocnnaire épidémiologique et clinlque est

constitué pour chaque trypanosomé par un

infirmier spécialiste de la THA

J;Hv-,.-‘.,"r [
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Annexe II: Souches de référence utilisées pour la caractérisation avec les loci
microsatellites (activité de recherche 1)

CI, Cote d’Ivoire; Tbgl, Trypanosoma brucei gambiense group 1; Tbg2, Trypanosoma brucei
gambiense group 2; Tbb, Trypanosoma brucei brucei; Tbrh, Trypanosoma brucei

rhodesiense.

Souches Forme Hote Origine Année Espéces Réf.
Jua Procyclique =~ Homme  Cameroun 1979 Tbgl 1
Peya Procyclique n Homme  Congo 1980 Tbgl 1
A005 Procycliquer  Homme Cameroun 1988 Tbgl 1
Dal972 Procyclique = Homme Cote d’Ivoire 1986 Tbgl 1
OK Sanguine Homme  Congo 1974 Tbgl 1
2561 Procyclique = Homme  Céte d’Ivoire 1997 Thbgl 2
Di12K Sanguine Mouton Congo 1980 Tbgl 3
Ligo Sanguine Homme  Coéte d’Ivoire 1984 Tbg2 5
Abba Sanguine Homme  Cote d’Ivoire 1983 Tbg2 5
TH2 Procyclique Homme  Cbte d’Ivoire 1978 Tbg2 6
Eatro 1125 Procyclique = Bushbuck Ouganda 1966 Tbb 5
Stib 215 Procyclique  Lion Tanzanie 1971 Tbb 7
TRPZ166 Procyclique  Zébu Zambie 1982 Tbrh 4
LVHI143 Sanguine Homme  Kenya 1982  Tbrh 4
B4/F303 KIVI ms Procycliquer Homme  Coéte d’Ivoire 2004 Tbgl 8
B4/F303 RI ms Sanguine Homme  Cote d’Ivoire 2004 Tbgl 8
B4/G27 KIVI ms Procyclique Homme  Cote d’Ivoire 2004 Tbgl 8
B4/G27 RI ms Sanguine Homme  Cote d’Ivoire 2004 Tbgl 8
B4/1314 KIVI ms Procycliquer Homme  Cote d’Ivoire 2004 Tbgl 8
B4/U163 KIVI ms Procyclique  Homme  Coéte d’Ivoire 2004 Tbgl 8
B4/1315 RI ms Sanguine Homme  Cote d’Ivoire 2004 Tbgl 8
B4/F303 BS ms Sanguine Homme  Cote d’Ivoire 2004 Tbgl 8
B4/G27 BS ms Sanguine Homme  Cote d’Ivoire 2004 Tbgl 8
B4/1314 BS ms Sanguine Homme  Cote d’Ivoire 2004 Tbgl 8
B4/1315 BS ms Sanguine Homme  Cote d’Ivoire 2004 Tbgl 8
B4/E427 BS ms Sanguine Homme  Cote d’Ivoire 2004 Tbgl 8
B4/G13 BS ms Sanguine Homme  Cote d’Ivoire 2004 Tbgl 8
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Annexe III : Génotypes microsatellites en Céte d'Ivoire et souches de référence utilisés
dans I’étude (activité de recherche 1)

KIVI = isolated Kit of In Vitro Isolation of trypanosomes (Kit d’isolement des trypanosomes)
RI = isolated by rodent inoculation (isolé sur rongeurs)
BS = blood sample (échantillon de sang)
Ms = medical survey (Prospection médicale)
réf.souche = souche de référence
Les résultats sont donnés comme suit: XXX/YYY ou XXX est la taille (paire de base) du petit
allele et YYY est la taille du grand alléle
000 = échec d’amplification

Souches 1dentité Micbgl Micbg5 Micbgé Misatgd Misatg9 M6C8 MT3033
Jua réf.souche (Tbgl) 162/194 170/226 182/266 115/145 128/190 085/157 154/170
Peya réf.souche (Tbgl) 162/194 172/226 182/266 115/143 128/184 083/157 154/190
AQ05 réf.souche (Tbgl) 162/194 170/190 182/266 115/145 128/190 085/157 154/170
Dal 972 réf.souche (Tbgl) 164/200 170/226 182/266 115/149 128/190 085/149 154/178
OK réf.souche (Tbgl) 160/192 170/226 182/266 115/143 120/120 085/157 154/190
2561 réf.souche (Tbgl) 162/194 170/226 182/266 115/149 128/184 085/165 154/194
DI2K réf.souche (Tbgl) 160/192 170/226 182/266 115/145 128/190 085/155 154/190
Ligo réf.souche (Tbg2) 136/168 166/182 180/180 101/139 152/166 105/151 142/170
Abba réf.souche (Tbg2) 136/168 166/182 180/180 101/147 152/166 105/137 142/170
TH2 réf.souche (Tbg2) 190/232 166/190 174/250 109/169 132/156 135/155 126/166
Eatro 1125 réf. souche (Tbb) 136/178 166/192 178/178 125/165 120/184 185/185 122/166
Stib 215 réf. souche (Tbb) 220/310 178/230 162/194 087/111 116/170 103/145 110/146
TRPZ 166 réf.souche (Tbrh) 136/218 176/238 178/178 139/159 116/156 121/137 126/166
LVHI143 réf.souche (Tbrh) 152/178 166/166 180/234 129/165 118/154 195/275 110/160
B4/F303 KIVIms réfsouche (Tbgl) 162/194 170/226 182/266 121/143 130’184 085/157 154/178
B4/F303 RI ms réf.souche (Tbgl) 162/194 170/226 182/266 115/145 130/184 085/165 154/178
B4/G27KIVIms  réfsouche (Tbgl) 162/194 170/226 182/266 115/143 128/184 085/165 154/190
B4/G27 RI ms réf.souche (Tbgl) 162/194 170/226 182/266 115/145 128/184 085/175 154/178
B4/1314 KIVIms  réfsouche (Tbgl) 162/194 170/226 182/266 115/145 128/194 085/165 154/178
B4/U163 KIVIms réf.souche (Tbgl) 162/194 170/226 182/266 121/145 128/184 085/157 154/178
B4/1315 RI ms réf.souche (Tbgl) 162/194 170/226 182/266 115/145 128/184 085/157 154/178
B4/F303 BS ms réf.souche (Tbgl) 162/194 170/226 182/266 115/145 130/184 085/165 154/178
B4/G27 BS ms réf.souche (Tbgl) 162/194 170/226 182/266 115/143 128/184 085/165 154/190
B4/1314 BS ms réf.souche (Tbgl) 162/194 170/226 182/266 115/145 128/184 085/165 154/178
B4/I315 BS ms réf.souche (Tbgl) 164/200 170/226 182/266 115/145 128/184 085/165 154/190
B4/E427 BS ms réf.souche (Tbgl) 162/194 176/210 182/266 115/145 122/256 097/195 126/170
B4/G13 BS ms réf.souche (Tbgl) 162/194 170/226 182/266 101/143 128/184 085/175 154/190
BL52 BS ms SERO 162/194 170/226 182/266 115/145 128/190 085/157 154/178
B4/U1 BS ms SERO 164/200 170/226 182/266 115/143 128/184 085/175 154/190
B4/U184 BSms  SERO 164/200 168/226 182/266 000/000 000/000 157/195 146/166
B4/G128 BS ms  SERO 164/200 170/226 182/266 000/000 128/184 085/165 154/190
BL17 BS ms SERO 164/200 170/226 182/266 000/000 000/000 085/175 154/190
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B4/H272 BS ms SERO 162/194 170/226 182/266 000/000 000/000 000/000 154/178

BL11 BS ms SERO 164/200 000/000 182/266 000/000 000/000 000/000 154/178
B4/J520 BS ms SERO 162/194 170/226 000/000 0CH/000 000/000 075/083 154/178
BL47 BS ms SERO 162/194 000/000 182/266 000/000 000/000 085/181 000/000
BL18 BS ms SERO 000/000 000/000 000/000 000/000 000/000 000/000 126/170
B4/E337 BS ms SERO 000/000 000/000 000/000 000/000 000/000 000/000 154/190
B4/U27 BS ms SERO 000/000 000/000 000/000 000/000 000/000 000/000 154/178
B4/D515 BS ms SERO 164/200 000/000 000/000 000/000 000/000 000/000 000/000
B4/F100 BS ms SERO 162/194 000/000 000/000 000/000 000/000 000/000 000/000

Annexe IV : Profils microsatellites des isolats de THA (T+) et des SERO de Guinée
(activité de recherche 1)

Les résultats sont donnés comme suit : XXX/YYY ou XXX est la taille (paire de base) du
petit alléle et YYY est la taille du grand allele
000 = échec d’amplification

Souches Identit¢ =~ CHS/JS2 CH1/18 M6C8  MISATG4 MICBG6 MICBGS

Dul03 SERO 000/000 163/169 000/000 000/000  000/000 000/000
Dul26 SERG ‘000/000 000/000 079/151 000/000  173/181 000/000
Dul27 SERO 000/000 000/000 000/000 112/132  000/000 000/000
Dul38 SERO 129/210 163/169 079/153 000/000  000/000 154/166
Dul46 SERO 129/208 163/169 079/151 112/132  173/181 154/166
Dul08 THA 129/212 163/169 079/151 112/132  173/179 148/154
Du2 THA 129/226 163/169 079/153 112/132  173/181 154/166
Du30 THA 129/208 163/169 079/151 112/132  173/181 154/166
Du3l THA 129/210 163/169 079/153 112/132  173/179 154/166
Du54 THA 129/208 163/169 079/151 112/132  173/181 154/166
Du78 THA 129/208 163/169 079/153 112/132  173/181 154/166
Du85 THA 129/214 163/169 079/153 112/132  173/181 154/166
Dul05 THA 129/228 163/169 079/163 114/132  173/179 154/168
Dul THA 129/214 163/169 079/153 112/132  173/181 154/166
Du7 THA 129/208 163/169 079/151 112/132  173/181 154/166
Du9 THA 129/208 163/169 079/151 112/132  173/181 154/166
Du50 THA 129/208 163/169 079/153 112/132  173/181 154/166
Du69 THA 129/208 163/169 079/151 112/132  173/181 154/166
Du70 THA 129/208 163/169 079/153 112/132  173/179 154/166
Du73 THA 129/208 163/169 079/161 112/130  173/179 154/164
Du95 THA 129/214 163/169 079/159 112/134  173/179 154/164
Du96 THA 129/226 163/169 079/174 114/134  173/179 154/164
Dul06 THA 129/208 163/169 079/153 112/132  173/179 154/166
Dull3 THA 129/214 163/169 079/153 112/132  173/181 154/166
Dul25 THA 129/208 163/169 079/153 112/132  173/181 154/166
Dul4l THA 129/208 163/169 079/159 112/130  173/179 154/164
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Annexe V : Résultats bruts du génoiypage des souches de T. b. gambiense en Guinée

(activité de recherche 2)

D1: Date 1; D2: Date 2; Sl : statut 1 (trypanosomé en phase précoce); S2: statut 2
(trypanosomé en phase intermédiaire) ; S3 : statut 3 (trypanosomé en phase avancée)

N°terrain ~ Foyer Date Statut Nature CHS5/JS2  CHI/18 M6C8 MISATG4 MICBG6é MICBGS

Bol0-6 Boffa D1 S1 sang 129 226 163 169 079 161 114 132 173 179 154 16§
Bol0-6 Boffa Dl Sl suc 129 228 163 169 079 161 114 132 173 179 154 168
Bol-6 Boffa DI 82 suc 000 354 163 000 000 000 000 130 173 179 000 166
Bo2-6 Boffa D1  Si LCR 000 000 000 000 000 000 000 000 173 000 000 000
Bo2-6 Boffa D1 Sl suc 129 230 163 169 079 147 114 132 173 179 154 166
Bo3-6 Boffa Di S3 sang 129 228 163 169 079 143 114 132 173 179 154 166
Bo3-6 Boffa DI S3 suc 129 228 163 169 079 143 114 132 173 179 154 166
Bo4-6 Boffa D1 S1 sang 129 302 163 169 079 165 114 130 173 179 154 166
Bo4-6 Boffa DI Sl suc 129 302 163 169 079 165 114 130 173 179 154 166
Bo5-6 Boffa DI S2 LCR 000 000 000 000 079 000 000 000 000 000 000 000
Bo5-6 Boffa D1 S2 sang 129 306 163 169 079 163 114 132 173 179 154 166
Bo5-6 Boffa DI 82 suc 129 306 163 169 079 163 114 132 173 179 154 166
Bo6-6 Boffa D1 S3 sang 129 000 163 169 079 163 114 130 173 179 154 166
Bo6-6 Boffa DI S3 suc 129 296 163 169 079 163 114 130 173 179 154 166
Bo7-6 Boffa D1 S3 sang 129 226 163 169 079 174 114 134 173 179 154 164
Bo7-6 Boffa DI 83 suc 129 226 163 169 079 174 114 134 173 179 154 164
Bo8-6 Boffa Dl Si sang 129 228 163 169 079 163 114 134 173 179 154 168
Bo8-6 Boffa DI Sl sang 129 000 163 169 079 163 114 134 173 179 154 168
Bo§8-6 Bofta Dl Sl suc 129 228 163 169 079 163 114 134 173 179 154 168
Bo09-6 Boffa D1 82 sang 129 226 163 169 000 000 114 132 173 179 000 000
Bo9-6 Boffa DI 82 suc 129 226 163 169 079 161 114 132 173 179 154 168
Bo77-6 Boffa D2 S3 suc 000 238 163 169 079 000 000 134 000 179 000 000
Bol110-6 Bofta D2 S1 sang 000 000 163 169 000 000 000 000 000 000 154 164
Bo110-6 Boffa D2 SI suc 129 228 163 169 679 172 114 134 173 179 154 164
B0230-6 Boifa D2 S3 LCR 000 000 163 169 079 000 000 000 000 000 154 000
B0230-6 Boffa D2 S3 sang 129 204 163 169 079 151 112 132 173 179 154 164
B0230-6 Boffa D2 S3 suc 129 204 163 169 079 151 112 132 173 179 154 164
Bo079-2 Boffa D2 Si sang 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 00Q
Bo89-6 Boffa D2 S3 sang 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
B091-7* Boffa D2 82 sang 000 000 000 000 079 167 000 000 173 179 154 000
Bo091-7* Boffa D2 S2 suc 129 234 163 169 079 165 114 132 173 179 154 16§
B092-1 Boffa D2 82 sang 000 000 163 169 079 000 114 000 000 000 000 000
B092-1 Boffa D2 S2 LCR 129 236 163 169 079 163 000 000 000 000 154 00CC
B092-1 Boffa D2 S2 suc 129 236 163 169 079 163 000 000 173 179 000 000
Du228-6 Boffa D2 S3 LCR 000 000 000 000 000G 000 000 000 173 000 000 000
Du228-6 Boffa D2 §3 sang 000 232 000 000 000 145 114 000 173 179 154 166
AS2 Dubréka DI S3 sang 129 208 163 169 079 151 112 132 173 181 154 166
AS2 Dubréia Dl S3 suc 129 208 163 169 079 151 112 132 173 181 154 166
ASS Dubréka DI 83 suc 129 210 163 169 079 153 112 132 173 181 000 000
AS7 Dubréka Dl S3 suc 129 208 163 169 079 153 112 132 173 181 154 166
Dull-6 Dubréka DI  S3 LCR 000 000 163 000 000 000 000 000 000 000 000 000
Dull-6 Dubréka D1 83 sang 131 230 163 169 000 000 114 000 000 000 000 000
Dull-6 Dubréka D1 S3 suc 131 230 163 169 079 163 114 132 173 179 154 166
Dul2-6 Dubréka D1 Sl sang 129 000 163 169 079 163 114 132 173 000 154 168
Dul2-6 Dubréka D1 S1 suc 129 226 163 169 079 163 114 132 173 179 154 168
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Annexe VI: Résultats de Pamélioration de ’amplification de locus microsatellites de

Trypanosoma brucei gambiense a partir de fluides biologiques (activité de recherche 3)

Nalléles : Nombre d’alléles amplifiés
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Annexe VII : Cartes de répartition des trypanosomés et des séropositifs dans les trois
foyers de THA en Guinée
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Figure 1: Carte de répartition des (rypanosomés et des séropositifs dans le foyer de
Boffa
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Figure 2 : Carte de répartition des trypanosomés et des séropositifs dans le foyer de
Dubréka
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Thanks to its sensitivity and its ease of use in the field, the card agglutination test for trypanosomiasis
(CATT) is widely used for serolozical screening of Trypanosoma brucei gambiense human African
trypanosomiasis (HAT). Positive subjects are then examined by microscopy to confirm the disease.
However, the CATT exhibits false-positive results raising the question of whether CATT-positive subjects
who are not confirmed by microscopic detection of trypanosomes (SERO) are truly exposed to T.b.
gambiense infection. For this purpose, we applied microsatellite genotyping on DNA extracted from
blood of both HAT confirmed patients and SERO subjects in Guinea and Cote d'Ivoire since microsatellite
genotyping has proved useful for the study of T.b. gambiense genetic diversity. Problems of amplification
failures raise the question of the sensitivity of microsatellite markers when applied on biological samples
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Seropositive - . . .
Cf‘)tepd’l:/(;;,re espacially from SERO subjects for who low blood parasitaemia are suspected. Nevertheless, we have
Cuinea shown that the trypanosomes from SERQ individuals that have been genotyped belong to T.b. gambiense

group 1 and were identical to those found in HAT patients. These results constitute the first evidences
that at least some SERQ are indeed infected by T.b. gambiense group 1 and that they may constitute a
human reservoir of parasite in HAT foci. Whether these irdividuals should undergo treatment remains
an open question as long as their role in HAT transmission is unknown. Our results strongly recommend
the follow-up of such subjects to improve control strategies.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

Humaan reservoir
Control strategies

disease and initiate treatment (Chappuis et al., 2005; WHO, 1998).
Currently, CATT continues to be used as a test for mass screening

1. Introduction

Human African trypanosomiasis {HAT) caused by Trypanosoma
brucei (T.b.) gambiense in West and Central Africa is usually
diagnosed using two sequential steps: first the Card Agglutination
Test for Trypanosomiasis CATT, (Magnus et al., 1978} is used for
serological screening, followed by microscopy to confirm the
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because of its simplicity and high sensitivity. However, the CATT
can often exhibit false-positive results raising the question of
whether CATT-positive subjects who are negative by microscopy
(SEROQ) are exposed to T.b. gambiense infection (Garcia et al., 2006).
Indeed, some of these subjects may harbor low blood parasitaemia
undetected by microscopy even when the mini Anion Exchange
Centrifugation Technique (mAECT), the most sensitive (detection
threshold around 10 parasite/ml) parasitelogical method to date
(Biischer et al., 2009; Camara et al., 2010), is used.

Because of the low sensitivity of parasitological methods,
molecular methods that amplify parasite specific DNA sequences
have been developed for HAT diagnostic (Deborggraeve and
Biischer, 2010). These methods were partly used to address
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the question of the parasitological status of unconfirmed
CATT-positive subjects (Garcia et al, 2090; Kabiri et al., 1999:
Kanmogne et al., 1996; Koffi et al., 2006; Kyambadde et al.. 2000;
Solano et al. 2002). Unfortunately, the most sensitive PCR
methods targeting sequences occurring at multiple copies in
the parasite genome are Trypanozoon specific and cannot
differentiate between T. brucei subpecies, i.e. the human
pathogenic T.b. gambiense and T.b. rhodesiense from T.b. brucei,
T. evansi, and T. equiperdum that cause animal African trypanoso-
miasis (AAT). In HAT endemic areas, where animal trypanosomi-
asis are commonly encountered, humans are exposed to the bites
of tsetse flies infected by T.b. brucei. While T.b. brucei is currently
considered as non-infective to humans {Pays et al., 2006), it is
possible that T.b. brucei DNA remains detectable in blood of such
subjects thus resulting in positive PCR. It is then difficult to say if
positive PCR results are due to T.b. gambiense infections or
repeated exposure to T.b. brucei. {Garcia et al., 2000; Koffi et al.,
2006). Unfortunately, PCRs that are specific for T.b. gambiense (i.e.
T.b. gambiense group 1) are targeting single copy genes (Mathieu-
Daude and Tibayrenc, 1994; Radwanska et al., 2002) thus limiting
the sensitivity of these tests in case of low parasitaemia. Another
hypothesis is that such SERO subjects could be infected by
particular non-virulent strains of T.b. gambiense.

Microsatellite markers were shown to be polymorphic enough
to study the genetic diversity among T.b. gambiense group 1
{Balmer et al., 2006; Biteau et al., 2000; Koffi et al.,, 2007, 2009:
MacLeod et al., 2005a; Morrison et al., 2008). Such markers were
confirmed to be sensitive enough to be applied to T. brucei
profiling directly from biological samples (Koffi et al., 2007) thus
avoiding the need to isolate and amplify the parasites in
laboratory rodents or axenic medium before analysis. In this
study, we applied microsatellite genotyping to address the
following questions: are SERO subjects infected with T.b.
gambiense strains and if yes, are these strains the same as those
found in HAT confinmed patients?

2. Materials and methods
2.1. Ethical corsideration

All samples used in the frame of the present study (excluding
reference stocks) were collected during medical surveys conducted
by the National Control Programs (NCP) of Guinea and Céte d’lvoire
according to the respective national HAT diagnostic procedures. No

_samples other than those collected for routine screening and
diagnostic procedures were collected for the purpose of the study.
All participants were informed about the objective of the study in
their own language and signed an informed consent. Children less
than 12 years old were excluded. For participants between 12 and
18 years old, informed consent was obtained from their parents.
This study is part of 2 larger project aiming at improving HAT
diagnosis for which ethical clearance was obtained from WHO and
IRD ethical committees.

2.2. Study subjects

All study subjects were identified in Guinea and Céte d'lvoire
during HAT surveillance activities. Subjects positive for the T.b.
gambiense specific CATT (CATT-B) performed on blood collected by
finger prick, blood was collected in heparinised tubes and twofold
plasma dilution series in CATT buffer were tested to assess the end
titer, i.e. the highest dilution still positive (CATT-P). All CATT-P
positive subjects underwent parasitological examinations by
direct examination of lymph node aspirate when swollen lymph
nodes were present and/or by mAECT. Thus, two categories of
study participants were defined for the purposes of the study:

HAT (patients): CATT-P end titer >1/8 and parasitologically
confirmed;
CATT-P end titer >1/8 but no parasites

detected.

SERO (seropositives):

Specimens were collected:

i) in 2004 in the Bonon focus situated in the Western central part
of Cote d'lvoire, between the savannah and the mesophilic
forest where HAT prevalence is about 0.1% (Kaba et al., 2006).
Stocks isolated from HAT patients from this area had already
been genotyped (Koffi et al., 2007) and were included in this
study (N=13) as reference stocks (see below). For the SERO
sample, we selected blood extracted DNA samples from subjects
already described in Koffi et al. (2006) for whom diagnostic PCR
(see below) had already been performed. From the 38 PCR-
positive SEROs, we selected those diagnosed in 2004 and for
whom extracted DNA was still available (N =24).

ii) in 2008 in the Dubreka mangrove focus of coastal Guinea that is
currently the most active West African focus with a prevalence
of about 1% (Camara et al., 2005).

2.3. PCR/diagnostic

For all participants, 1 ml blood was aliquoted in 1.5 ml
microcentrifuge tube and stored at -20°C until use. DNA
extraction was performed using the DNeasy™ Tissue kit {Qiagen)
as described in Koffi et al. (2006). A PCR using the highly sensitive
TBR1/2 primers, specific to Trypanozoon (Moser et al,, 1989) was
performed with the DNA samples (as described in Koffi et al.,
2006). Only TBR1/2 positive DNA was used for subsequent
microsatellite analysis.

2.4. Microsatellite genotyping

Reference stocks including those isolated in 2004 in the Bonon
focus used for this study have been genotyped using the method
described in Koffi et al. (2007). We then used the same method to
genotype SERO that were from the same study site. Since
microsatellite genotyping technology has been improved these
last years, we used more recent methods to characterize Guinean
samples.

For Cote d'lvoire samples, microsatellite loci were amplified
using seven primer pairs: M6C8-CA (M6C8) and MT30/33-AC/TC
(MT30/33, Biteau et al., 2000), Micbg1, Micbg5, Micbgb, Misatg4,
and Misatg9 (Koffi et al., 2007). Primer sequences are given in
Supplementary Table S1. The amplification conditions were
identical to those previously described in the corresponding
articles. Allele bands were resolved and band size determined in
10% non-denaturing acrylamide gels. Bands were visualized by
ethidium bromide staining under UV illumination.

For Guinean samples, microsatellite loci were amplified using
six  primer pairs: M6C8-CA (M6C8, Biteau et al., 2000), Micbg5,
Micbg6 and Misatg4 (Koffi et al., 2007) and CH5JS2 and CH118
(MacLeod et al., 2005b). One .l of blood-extracted DNA was used
as template for PCR, in a volume of 10 pl. Nested PCR amplifica-
tions were carried out using the following conditions, PCR buffer
(45mM Tris-HC! pH 8.8, 11 mM (NH,),S04. 4.5mM MgCl,,
6.7 mM 2-mercaptoethanol, 4.4 uM EDTA, 113 pg per ml BSA,
1 mM of each of the four deoxyribonucleotide triphosphates).
1 M of each primer, and 0.1 unit of Taq polymerase (ABgene) per
10 nL reaction. Nested PCR conditions for all markers for both
rounds were 28 cycles of 50 s at 95 °C, 50 s at 55 °C and 1 min at
65 °C. One plof a 1/280dilution of the first round product was used
as template in the second round PCR. One primer out of every
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second round pair for the nested PCR amplification of microsat-
ellite markers included a 5'-FAM or HEX modification, allowing
size separation of products on a capillary-based sequencer (ABI
3100 Genetic Analyser; Applied Biosystems). A set of ROX-
labelled size standards (GS400HD markers; Applied Biosystems)
was included in each sample, allowing determination of PCR
product size to the level of 1 bp using Peak Scanner V1.0 software
(Applied Biosystems). Primer sequences are given in Supple-
mentary Table S1.

2.5. Reference stocks

For Cote d’lvoire samples, we used some reference stocks of T. b.
brucei, T. b. rhodesiense and T.b. gambiense groups 1 and 2. We also
used T.b. gambiense groups 1 reference stocks isolated from HAT
patients in 2004 from Bonon (the same year and in tiie same area as
the SERO). As these reference stocks, described in Supplementary
Table S2, have been already processed as mentioned above (offi
et al,, 2007), genotyping results were still available. TRBPA results
were removed for reasons expounded in (Koffi et al., 2009).

2.6. Data analysis

The relationships between SERO isolates and other strains were
investigated by generating a neighbour-joining tree (NJTree) based
on Cavalli-Sforza and Edward’ chord distance matrix as recom-
mended (Takezaki and Nei, 1996) and computed with MSA 4.05
(Dieringer and Schlétterer, 2002). The NJTree was built with MEGA
4 (Tamura et al., 2007).

3. Results
3.1. PCR/diagnostic

As mentioned above, 24 SERO from Cote d'Ivoire displaying
positive result to the TBR1/2 PCR (Koffi et al., 2006) and for which
DNA was still available were selected for analysis. In Guinea, blood
samples were collected from 65 HAT patients and 54 SERO. Al HAT
and 20/54 SERO were TBR1/2 PCR-positive. All blood positive
extracted DNA were then used for the rest of the study.

3.2. Genotyping samples from Céte d'Ivoire

In order to genotype the parasites, 7 microsatellite markers
were amplified from the DNA samples. No amplification products
were observed with the 7 loci for 10 out of the 24 SERO.
Microsatellite results for the remaining 14 SERO and for the 27
reference stocks including the 13 T.b. gambiense group 1 stocks
coming from Bonon 2004, are given in Supplementary Table S3.
Unfortunately, for 5 SERO, only one locus was amplified. These
individuals were removed for further analysis. The Njtree obtained
with the 9 remaining SERO and reference stocks is given in Fig. 1.
‘I'wo clusters can be observed in this tree, one grouping all the T.h.
gambiense group 1 reference stocks, and the second one grouping
the other reference stocks. Interestingly, all SERO fit in the T.b.
gambiense group 1 cluster. Eight out of nine shared very similar
profiles with those observed in HAT patients and one, although still
fitting in T.b. gambiense group 1, appears to be genetically more
distant. All five SERO removed from the Njtree analysis showed
alleles specific to T.b. gambiense group 1 (Supplementary Table S3).

3.3. Genotyping samples from Guinea
From the 65 DNA samples extracted from HAT patients, 21 gave

a complete multilocus genotype. From the 20 SERO used for
microsatellite genotyping, only five gave an amplification product
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Fig. 1. Njtree based on Cavalli-Sforza and Edwards chord distance matrix computed
out of microsatellite loci profiles obtained with Cote d’lvoire isolates and reference
stocks. Reference stocks other than those referenced in 9 (Supplementary Table S2)
are underlined. SERO are in bold. KIVI = isolated with Kit of In Vitro Isolation of
trypanosomes, Rl = isolated by rodent inoculation, BS = blood sample, Ms = medical
survey.

with at least one locus. Microsatellite results of both the 21 HAT
and five SERO are given in Supplementary Table S4. For 2 SERO,
only one locus was amplified. These two isolates were removed
from further analysis. The N]jtree obtained with the 3 remaining
SERO and the 21 HAT is given in Fig. 2. Microsatellite profiles of
SEROs were either identical or very similar to the profiles observed
in HAT patients. There seems to be no difference between SERO and
HAT that are grouped in common clusters. The two SERO removed
from the NJjtree analysis had alleles that were also observed in HAT
cases (Supplementary Table S4).

4, Discussion

In HAT endemic areas, identification of subject infected by T.b.
gambiense is problematic although the clearance of the human
reservoir of parasite is a hallmark of disease control or elimination.
This is due to the fact that the mass screening test (CATT) is known
to lack specificity and thus may give false positive results; i.e.
individuals who are positive to the test but who were never
exposed to T.b. gambiense. In addition, and in contrast to T.b.
rodhesiense, it is known that T.b. gambiense may occur in its human
host at low parasitaemia levels, furthermore available parasito-
logical tests have limited sensitivity and can only detect, at best,
parasites at concentration of 10 parasite/ml of blood (Biischer et al.,
2009; Camara et al., 2010). For these reasons the parasitological
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Fig. 2. Njtree based on Cavalli-Sforza and Edwards chord distance matrix computed
out of microsatellite loci profiles obtained with Guinean stocks. SERO are in bold.

status of CATT positive subjects that are otherwise negative to
parasitological tests (SERO) has long been doubtful. Several lines of
evidence however indicate that at least part of the SERO subjects
are indeed carriers of parasites but with very low parasitaemia
below the detection limit of parasitological tests. Use of PCR
methods to detect parasite DNA have shown that an important
fraction of SERO subjects were positive, however this required the
use of highly sensitive methods targeting repeated parasite
sequences that are not T.b. gambiense specific, thus leaving some
doubts about the exact nature of the parasites infecting these
category of subjects (Garcia et al., 2006; Koffi et al., 2006). In West
Africa, follow-up of SERO subjects in HAT endemic areas showed
that some of these individuals maintain long lasting CATT
responses without developing the disease (Garcia et al., 2000).
Furthermore application of the immune trypanolysis test, a test
that is highly specific of T.b. gambiense (Van Meirvenne et al., 1995),
to these subjects, showed that an important fraction of SERO
subjects were positive in areas of proven T.b. gambiense transmis-
sion (Jamonneau et al., 2010). Finally, a recent population genetics
study in Guinea showed that the observed local incidence of HAT
appears to be lower than the corresponding effective clonal
population size, probably because many hosts remain unnoticed
(Koffi et al., 2009).

In this study, we used microsatellite markers to investigate the
epidemiological significance of SERO individuals in comparison to
confirmed HAT cases. More precisely, we were interested in
examining these individuals for the presence of trypanosome DNA
and genotyping any trypanosomes present to determine their
relationship to local T.b. gambiense group 1 parasites. However
some problems of amplification failures as already observed (Koffi
et al., 2007) raised the question of the sensitivity of microsatellite
markers when applied on DNA directly extracted from blood
samples. Such problem became an important drawback of the

method when applied to SERO subjects for whom, low blood
parasitaemia are suspected (i.e. not detectable by the parasitolog:-
cal methods). This is particularly true in Guinea where T.b.
gambiense blood parasitaemia are known to be very low (Camara
et al., 2005, 2010). Indeed, in Cdte d’lvoire, amplification failures
were observed in SERO for 119/168 (24 SERO/7 markers) trials. In
Guinea, amplification failures were observed in HAT for 144/390
(65 HAT/6 markers) and in SERO for 106/120 (20 SERO/6 markers)
trials. Improving the sensitivity of microsatellite genotyping
directly from biological samples is a highly desirable goal to
improve trypanosomes genotyping in subjects with low para-
sitaemia.

Nevertheless, taking into account the available genotypes for
SERO, we have showvn for the first time that parasite DNA extracted
from SERQ individuals belong to T.b. gambiense group 1, both in
Cote d’lvoire and Guinea. This observation thus confirms
definitively that at least some SERO may be infected by Tb.
gambiense group 1 as previously suspected by the use of others
molecular methods.

Treatment of CATT positive individuals that are not confirmed
by parasitological tests has for long been a controversial issue
owing (i) to the toxicity of available drugs, (ii) to the constraints of
the treatment schedules for otherwise healthy individuals and (iii)
to the fact that WHO recommendations are to treat only in case of
positive parasitology (WHO, 1998). However this situation was
unsatisfactory since follow-up of cohorts of unconfirmed CATT
positive subjects in Angola (Simarro et al., 1999) and Southern
Sudan (Chappuis et al., 2004) showed that they had a high risk of
developing HAT in the following year; in particular those
exhibiting CATT-P end titers >1:16. Thus, these authors recom-
mended treatment for such subjects in populations with high
disease prevalence such as in the highly endemic or epidemic foci
encountered in Central Africa. For Inojosa et al. (2006), this strategy
should not be applied when disease prevalence is low as it is the
case in West Africa but also in many foci in Central Africa (Simarro
et al., 2010). Hopefully, this would be also the case in the current
highly endemic or epidemic foci in the context of the HAT
elimination process (Simarro et al., 2008). In such low prevalence
foci, most of the SERO subjects do not develop the disease. For
example, in a weakly endemic focus of Cte d'lvoire, only one
patient was diagnosed as HAT during a two-year follow-up study
of 77 SERO subjects (Garcia et al., 2000).

Our finding that trypanosomes, genotyped from the blood of
SERO subjects, fit in T.b. gambiense group 1 is thus in line with the
recommendation of treating serologically suspect HAT cases.
However, one should bear in mind that the SERO phenotype is
complex: (i) the CATT reaction may not be specific; (ii) these
individuals may be in the very early phase of infection, such as it is
observed in the epidemic foci of Central Africa for individuals
displaying CATT end titers >1:16, of which around half develop
HAT in the following year:; (iii) they may be asymptomatic carriers
of parasites able to control blood parasitaemia to very low leve! for
long periods of time, such as it is observed in West Africa in areas of
lower endemicity (Garcia et al., 2006). Noteworthy it should be
noted that an important fraction of CATT positive individuals in
epidemic foci of Central Africa (half of CATT >1:16 individuals and
all others) may also fall in this later category. Currently these
individuals are left untreated by NCPs although they could act has a
reservoir of parasite. Importantly in Guinea, from the five SERO
from whom T.b. gambiense DNA could be evidenced, three were
followed-up after one year, remained CATT positive but were not
parasitologically confirmed. In Céte d’lvoire three of such SERO
could be followed-up in 2009 (5 years after initial diagnosis) with
only one confirmed as HAT (data not shown). Further work is now
required to better characterize the role played by such individuals
in parasite transmission to help in the therapeutic decision
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concerning this category of subjects. Anyhow, ethically and in
terms of public health, treating SERO subjects will remiain an open
question until new well tolerated and less inconvenient (oral
administration) treatments become available for the treatinent of
HAT. Before this uncertain issue (Brun et al., 2010), it was recently
strongly suggested to use the very specific trypanolysis test to
distinguish SERO who had contact with T.b. gembiense and should
be followed up in control strategies (Jamonneau et al., 2010). Field
applicable molecular methods such as loop-mediated isothermal
amplification (Njiru et al., 2011) or nucleic acid sequence-based
amplification with oligochromatography (Mugasa et al., 2009)
could also be used in order to better characterize the parasitologi-
cal status of SERO.

It is now becoming increasingly clear that infection by T.b.
gambiense results in a wide diversity of outcomes in its human
hosts ranging from the classically described fatal form to
asymptomatic carriage (Checchi et al, 2008; Sternberg and
Maclean, 2010). A question is thus to know whether these
differences are linked to parasite or to host related factors. An
important finding of this study is that we did not find any
differences between parasites genotyped from SERO and HAT
patients, Since T.b. gambiense group 1 was shown to be most likely
a strictly clonal organism (Koffi et al, 2009), clustering of
trypanosomes from SERO would have been expected if the SERO
phenotypes were due to particular parasite strains. This is
obviously not the case since parasites from SERO scatter in all
the main branches of the Njtrees both in Guinea and Cote d'Ivoire.
Our results are thus rather in favor of the existence of host factors
involved in the control of infection. In this regard cytokine genes
polymorphisms have been associated with HAT (Courtin et al.,
2006, 2007). Further investigations are needed to explore more
deeply the immune responses and host/parasite interactions in
these aparasitemic seropositive subjects that have yet received
poor attention. Understanding how individuals are naturally able
to control parasite infection may lead to the identification of new
therapeutic target for the treatment of HAT,
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humans in East and Southern Africa, whereas the third subspecies,
T. b. brucei, is not infective to humans (Hoare, 1972). Thanks to

1. Introduction

Human African trypanosomiasis (HAT) or sleeping sickness is a
major public health problem in sub-Saharan Africa. The pathogenic
agent is Trypanosoma brucei, a diploid protozoan parasite
transmitted by tsetse flies. This species has been subdivided into
three morphologically identical subspecies on the basis of extrinsic
criteria including host range, geographical distribution and clinical
features: T. b. gambiense is responsible of a chronic form in West
and Central Africa and T. b. rhodesiense causes acute infection in
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molecular biology and genetic analyses. it is now an acknowledged
fact that this definition “does not reflect the reality” (MacLean et
al.,,2007)and the only T. b. gambiense group 1 (Gibson, 1986) can be
considered as a distinct genetic entity. This genetically homoge-
neous group is composed by stocks isolated from humans in West
and Central Africa (Gibson, 2007) but also from wild and domestic
animals suggesting the existence of an animal reservoir (Mehlitz
etal., 1982; Simo et al., 2008). Furthermore, an important clinical
diversity was observed in patients infected by stocks belonging to
this group (Garcia et al., 2006). The 10le of T. b. gambiense group 1
genetic polymorphism in the diversity of responses to HAT
infections remains an open question. Furthermore, mixed infection
with at least two genotypes in a same patient seems to be
widespread (Jamonneau et al., 2003; Koffi et al., 2007) and such
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infections have been suspected to be associated with low
parasitaemia in asymiptomatic patients (Jamonneau et al., 2004).

In HAT, trypanosomes can be found in three different biological
fluids: blood, lymph and cerebrospinal fluid (CSF). The localization
of trypanosomes in one of these three body fluids is correlated with
the progression and the stage of the disease. Indeed, HAT begins
with a hemo-lymphatic phase (first or early stage) during which
the parasite proliferates in the blood and the lymph, to a meningo-
encephalitic phase (second, late or advanced stage) corresponding
to invasion of the central nervous system. An important field
observation in HAT is that a wide range of infection outcomes can
occur upon infection of humans by T. b. gambicnse: whereas a rapid
invasion of the central nervous system occurs in some individuals
(acute forms), stage one of the disease may last for years in others
and it is not yet well understood whether this is due to particular
strains having a particular tropism for CSF or to host related factors
(Sternberg and Maclean, 2010; Bucheton et al, in press). The
presence in the same patient of different genotypes of trypano-
somes in blood and in CSF has already been suspected (Truc et al.,
2002). As shown in Chagas disease (Valadares et al., 2008), a
differential tissue tropism can also be suspected in HAT.

Because of their small size, location, biology and behavior, direct
observation of trypanosomes population biology is almost impossi-
ble. Thus the ecology, reproductive modes and/or strategies,
dispersal and effective population sizes can mainly be assessed by
indirect methods using polymorphic molecular markers encom-
passed under the term molecular epidemiology (Tibayrenc, 1998;
De Meeis et al, 2007). The knowledge of the parasite biological
parameters mentioned above is of crucial importance for a better
understanding of the epidemiology of disease and to define
sustainable control strategies. However, an accurate estimation of
these parameters requires taking into account in the analysis factors
having an impact on the distribution of genetic variation in parasite
populations such as do the temporal and spatial scale of the
sampling (Kofti et al., 2009; Rougeron et al., 2009). Microsatellite
markers were shown to be polymorphic enough to study the genetic
diversity among T. b. gambiense group 1. It was then suggested that
such markers could offer new perspectives in studying the role of T.
bruceis.l. genetic polymorphism in the diversity of responses to HAT
infections (Koffi et al.,2007). Moreover, microsatellite markers were
confirmed to be sensitive enough to be applied to T. brucei profiling
directly from biological samples (Morrison et al., 2007) thus
avoiding time costly amplification either in vivo or in vitro steps.

In this study, we use a population genetic approach based on
microsatellite markers to test the genetic homogeneity of stocks
across different biological fluids and different patient status
regarding the stage of the disease and controlling all these with
site and date of sampling since a spatio-temporal differentiation
was recently observed (Koffi et al., 2009). To our knowledge, this is
the first time that such parameters are taken into account all
together in a population genetics survey of T. brucei or even of other
trypanosomatid parasites. Here we show no influence of body
fluids but a significant effect of the interaction between the date of
sampling and phase of the disease. We conclude that date and
phase of the disease require to be controlled for in population
genetics analyses and that the consequences of mixed infections
will require further investigations.

2. Materials and methods

2.1. Study area, sample collection and ethical considerations
Trypanosome samples were taken from HAT active foci

(Dubreka, Boffa and Forecariah) in the coastal mangroves area

in Guinea (Camara et al., 2005; Courtin et al., 2010) between
November 2007 and April 2009. All samples (0.5 ml blood, 10 gl

lymph node, if presence, of enlarged cervical node and 0.5 ml CSF
collected in 1.5 ml microcentrifuge tube and stoted at —20 °C until
use) were collected during active surveillance conducted by the
national HAT control programs (NCP) according to the Guinean
HAT diagnostic procedures. No samples other than those collected
for routine screening and diagnostic procedures were collected for
the purposes of the present study. All participants were informed
of the objective of the study in their own language and signed a
written informed consent form. Children less than 12 years old
were excluded. For participants between 12 and 18 years of age,
informed consent was obtained from their parents.

2.2. Diagnostic PCR

DNA extraction was performed using the DNeasy® Tissue kit
(Qiagen). A PCR using the highly sensitive TBR1/2 primers, which
target a multicopy sequence specific to Trypanozoon (Moser et al.,
1989) was performed with the DNA samples as described in (Koffi
et al, 2006). Only TBR1/2 positive DNA were used for subsequent
microsatellite analysis.

2.3. Microsatellite genotyping

We used six nested oligonucleotide primers for microsatellite
markers Ch5(]S2, Ch1/18 (Macleod et al.,, 2005), M6C8 (Biteau et
al., 2000), Misatg4, Micbg5, Micbg6 (Koffi et al, 2007). The
chromosome number on which these microsatellite loci are
located is indicated in Supplementary Table S1. 1wl of blood
extracted DNA was used as template for PCR, in a volume of 10 p.l.
Nested PCR amplifications were carried out using the following
conditions, PCR buffer (45 mM Tris-HClI pH 8.8, 11 mM (NH4);504,
4.5 mM MgCl,, 6.7 mM 2-mercaptoethanol, 4.4 uM EDTA, 113 ug
per ml BSA, 1mM of each of the four deoxyribonucleotide
triphosphates), 1 wM of each primer, and 0.1 unit of Taq
polymerase (ABgene) per 10 .l reaction. Nested PCR conditions
for all markers for both rounds were 28 cycles of 50 s at 95 °C, 50 s
at 55°C and 1 min at 65 °C. 1 .l of a 1/280 dilution of the first
round product was used as template in the second round PCR. One
primer out of every second round pair for the nested PCR
amplification of microsatellite markers included a 5-FAM or
HEX modification, allowing size separation of products on a
capillary-based sequencer (ABI 3100 Genetic Analyser; Applied
Biosystems). A set of ROX-labelled size standards (GS400HD
markers; Applied Biosystems) was included in each sample,
allowing determination of PCR amplicon size to the level of 1 bp
using Peak Scanner V1.0 software (Applied Biosystems). For each
PCR plate and each marker, a negative control (ultrapure water)
was included at the first amplification step and was used in the
nested one.

2.4. Data analyses

Assuming this population of 1. b. gambiense group 1 is clonal in
accordance with a previous study from the same and other foci
(Morrison et al., 2008; Koffi et al., 2009; Simo et al., 2010) we
expect an excess of heterozygosity at most loci. However, many
samples failed to amplify at some loci (blank genotypes) due to the
low number of parasites detected directly from body fluids. Taking
into account the high number of samples that failed to amplify,
homozygous positions we interpreted here (for the purposes of
comparison between body fluids) as the result of allelic dropout i.e.
only one allele was successfully amplified. If this is true, we expect
a negative relationship between number of amplification failures
of both alleles at a locus (blanks) with the proportion of
heterozygous positions. We thus tested this with a logistic
regression under R (R-Development-core-team, 2008), with
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number of phenotypically visible loci as a weight. We then recoded
homozygous positions as potentially the result of amplification
failure of an allele and therefore containing missing data. Parasite
density is known to vary across body fluids (Camara et al., 2005).
We thus compared the proportions of blank genotypes in each
body fluid with exact Fisher's tests under the module “Struc” of
Genepop v3.4 (Raymond and Rousset, 1995) with 10° randomiza-
tions.

The most widely used parameters to describe population
structure are Wright's F-statistics (Wright, 1965). These param-
eters were estimated using Weir and Cockerham’s unbiased
estimators (Weir and Cockerham, 1984) under Fstat v2.9.4
(Goudet, 2003). In a three levels population structure (individual,
subpopulation and total) Fs is a measure of inbreeding of
individuals relative to inbreeding in subpopulations and Fesr is a
measure of inbreeding in subpopulations relative to total
inbreeding. Fs varies between —1 (one heterozygote class fixed
in subpopulations) to +1 (all individuals are homozygous) and
equals 0 under random mating. It is thus also a measure of local
deviation from panmixia. Fsr varies between 0 (random distribu-
tion of alleles across subpopulations) to +1 (all subpopulations
fixed for one or another allele) and is thus also a measure of genetic
differentiation between subpopulations. Highly polymorphic
markers may lower the rmaximum possible Fsy value that can be
estimatad (Hedrick, 1999, 2005). The general parametric definition
of Fgr is (Rousset, 2004) Fst ={Qs — Qr)/(1 — Qr), where Qs is the
probability to sample two identical alleles from the same
subpopulation and Qy is the probability to sample two identical
alleles from two different subpopulations. When subpopulations
are totally isolated from each other, we expect Qr ~ 0, and hence
that Fst_max = Qs. Qs can be estimated with 1 — Hs, where Hy is Nei's
unbiased estimate of genetic diversity (Nei and Chesser, 1983). A
convenient standardized measure of Fsr can thus be provided by
the quantity Fsy’ = Fst/Fst_max-

Linkage disequilibrium tests were undertaken with Fstat V 2.9.4
(Goudet, 2003). It uses randomizations (here 10G,000) of alleles
between loci within subsamples and computes the corresponding
Log-likelihood ratio G and sum it across subsamples. The
proportion of times this global randomized G is equal or higher
than the observed one provides the exact P-value for a given locus
pair. This procedure was shown to be the most powerful (De Meeds
et al., 2009). There are as many tests as possible pairs of loci (here
12 pairs because three locus pairs could not be analyzed because of
polymorphism weakness). Under the null hypothesis, if one tests
for the same null and alternative hypotheses a number of times k,
at level of significance ¢, then these k tests should follow a uniform
distribution bounded to 0 and 1, mean 0.5 and ok expected
significant tests. If more than ak are found (say k') this can come
from a violation of the null hypothesis across the k tests series. This
can be tested with a unilateral (alternative = greater) exact
binomial test with k’ success within k attempts and mean «
(e.g. see De Meeds et al., 2009). The significance across the 12 locus
pairs was then obtained with an exact binomial test with the
number cf success equal to the number of P-values < 0.05, number
of trials equal to 12, significance level o = 0.05 and an alternative
hypothesis: H; = there are more than 5% significant P-values across
the 12 tests. This test was undertaken under R.

For all tests, we have classified each sample belonging to the
same site (site), same period of time (date), patient disease status
(status) and biological fluid (fluid) into as many subsamples,
Another way to say it is that each site x date x status x fluid
combination was considered as a separate entity (subsample) unless
specified otherwise. We considered two different time periods, the
first one corresponding to samples collected between November
2007 and May 2008 and the second one corresponding to samples
collected between October 2008 and April 2009 (6 months each).

Patient status corresponded to three different kinds of patients as
defined in the literature (Lejonet al.,2002), According to the number
of lymphocytes found per | of CSF, patients are classified as: earlier-
stage S1 (0-5 cells{l), intermediate-stage S2 (6-20 cellsful) or
late-stage S3 (>20 cells/p.l). Finally, there were three kinds of
biological fluids: blood, lymph from cervical lymph node and CSF.
The differentiation between trypanosome isolates from different
body fluids and between patient status, in each case considered
separately, was measured with Weir and Cockerham (Weir and
Cockerham, 1984) unbiased estimator of Wright's Fsy (Wright,
1965). It was tested with the 10,000 randomizations of individuals
between subsamples using Robertson and Hill (1984) estimator over
loci as the statistic. This was undertaken under Genetix v4.05
(Belkhir et al., 2004). The use of Genetix, instead of Fstat is here
justified by the many missing data points due to allele drop out.
Using Genetix, individuals are randomized, even if data are missing
at some loci. We used Robertson and Hill estimator as a statistic
because it is almost as powerful as the G-based test (which is not
available in Genetix) (Goudet et al., 1996). This was undertaken
between each possible relevant pair of subsamples (e.g. between
blood and lymph node in homogeneous environment regarding
patient status, period and site). We thus obtained several measures
and tests for each comparison kind that we combined with Stouffer's
Z test (Whitlock, 2005) for less than four tests and, for four or more
tests, with the generalized binomial procedure of (Teriokhin et al.,
2007) with the software Multitest V 1.2 (De Meels et al,, 2009) as
recommended (De Mees et al., 2009). Because many missing data
can provide unreliable results in paired differentiation tests, all cases
where a P-value = 0 was outputted were double checked individu-
ally (and in fact always lead to a much higher P-value) with the “Test
sur permutations” procedure applied on the two subsamples of
concemn.

Clonality enhances linkage between loci and hence correlation
between them. This might artificially increase or decrease
differentiation. One way to check this is to undertake differentia-
tion tests with multilocus genotypes (MLGs) as the different alleles
of a unique locus (De Meeds et al., 2002; Koffi et al., 2009).

To visualize the genetic relationships between the different
subsamples we have computed a neighbor-joining tree based on
Cavalli-Sforza and Edwards chord distance matrix (Cavalli-Sforza
and Edwards, 1967) computed under MSA (Dieringer and
Schlétterer, 2002) with Mega 5 Beta#03 (Tamura et al., 2007)
as recommended (Takezaki and Nei, 1996).

3. Results
3.1. Microsatellite genctyping

In total, 119 patients were included in the study, 213 samples
(blood, lymph node and CSF) gave a positive TBR1/2 PCR positive
result. We found a substantial amount of mixed infections (10), i.e.
presence of different multilocus genotypes (MLGs) in different
body fluids, though the same MLGs were also often found in
different body fluids (Table $1). In six of these individuals, the two
genotypes found only differed at a single locus by two base pairs.
Thus for these, a mutation event of the infecting parasite is the
most likely hypothesis. No mixed infection could be found in the
same body fluid (Table S$1). Patient status, biological fluids, study
sites, time periods and microsatellite genotyping of these 213
samples are given in Supplementary Table S1.

One of the drawbacks of examining parasites directly [rom body
fluids is that the number of parasites is generally very low,
resulting in frequent PCR amplification failure. Homozygous
positions therefore could be a result of a failure to amplify one
allele in a heterozygote. To test this, the relationship between
blank genotypes (both alleles failed to amplify) and homozygous
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positions was tested. The regression of the proportion of
heterozygous sites as a function of missing data provided a highly
significant result (P-value <0.0001), indicating that many homo-
zygous positions are a result of allele dropout. It is aiso worthy of
note that number of heterozygous sites is most of the time six (all
loci) when the number of blanks is null. In addition, and to test
further our hypothesis, we selected 20 DNA samples that were
genotyped as homozygous with Micbg5 (the marker for which
most homozygous genotypes were observed) and repeated the PCR
with increasing amounts of DNA (2.5 and 5 pl). Heterozygous
genotyped were observed for 12 samples using 2.5 .l of DNA and
two other samples using 5 pl. Thus most homozygous genotypes
for this marker (14/20) were indeed the result of allelic dropout
due to the low concentration of parasite DNA in the sample tested.
We could thus safely assume that most homozygous loci in our
data set are the resuit of allelic dropout and so have coded these as
missing data for further analyses.

The proportion of blank genotypes was 0.04 for isolates from
lymph nodes, 0.26 for isolates from blood and 0.54 for isolates from
CSFE. These values all significantly differ from each other (all P-
values < 0.0001) indicating that the lymph nodes contain a higher
concentration of parasites than either blood or CSF.

3.2. Linkage disequilibrium

Across the 12 possible locus pairs, five pairs were significant at
the 5% level of significance. This is much higher than the proportion
expected under the null hypothesis of random mating (P-
value = 0.0002). All tests stay significant after sequential Bonferroni
correction and involve four of the six available loci. Subsamples are
not very big and Bonferroni correction is highly conservative. It can
thus be safely assumed that the linkage disequilibrium involves all
loci and hence all the whole genome. If body fluid origin is ignored
(see below), then nine pairs of loci become significantly linked that
all stay significant after Bonferroni correction. These nine pairs
involved all but locus Ch1/18, the less polymorphic one, and rione of
these significant pairs involved two loci on the same chromosome.
Polymorphism indeed seemed to explain better whichloci should be
preferentially found in significant linkage.

3.3. Differentiation between body fluids

Examination of the parasite genotypes for the different body
fluids (Table S1) indicates that in most cases identical genotypes are
found in the different body fluids for each individual. However there
are four notable exceptions where the genotypes in the different
body fluids differ (Du57-2, Du226-6, Dul88-6 and Du249-6)
indicative of mixed infections with different parasite genotypes
sequestering to different body fluids. However, examination of the
population as a whole found no statistically significant genetic
differentiation, Fst = —0.037 (P-value = 0.687) between blood and
lymph strains, Fsr = —0.009 (P-value = 0.629; between blood and
CSFstrains and Fs = 0.022 (P-value = 0.447 ) betweenlymph and CSF
(see Table S2).In fact, among the 16 tests that could be hardled, only
one (i.e. 6%) was significant at the 5% level. This is exactly what is
expected under the null hypothesis (if the tests are powerful
enough) (exact binomial test, P-value = 0.556). Using MLGs con-
firmed this result (all P-values > 0.6). This parameter (body fiuid)
was thus ignored in further analyses.

3.4, Differentiation between patient’s statuses

Differentiation appeared significant between strains from
patients belonging to different disease classes for all comparison
types with a mean Fsy' ~0.106-0.264 (Table 1). Using MLGs
confirmed that a significant genetic differentiation exists between

Table 1

Paired differentiation tests between strains from patients belonging to different
status: S1 (phase 1 HAT patients), SZ (early phase 2 HAT patients) and S3 (advanced
phase 2 HAT patients), in different sites and dates. Weir and Cockerham Fsr
estimator (8). corresponding P-value (in bold when significant), combined values,
mean genetic diversity (H;) and standardized Fsr (Fsr'} are also given.

Comparison  Site Date @ P-value H; Fst’
S1/S2 Boffa D1 0.0162  0.2468 0.6470  0.0459
D2 0.0882  0.0727 0.8324  0.5263
Dubreka D1 0.0442 0.0034 0.6453  0.1247
D2 0.0054 0.1527 06516  0.0154
Forecariah D1 0.1255  0.0256 0.7965 0.6164
Combined 0.0559  0.0063 07145 0.1958
S1/S3 Boffa D1 0.0092 0.1405 0.6525  0.0264
D2 0.2398 0.1375 0.7699  1.0420
Dubreka D1 0.0325 0.0068 0.6641  0.0967
D2 0.0150  0.1457 0.6447 0.0421
Forecariah D1 0.0915 0.0616 0.8020 0.4620
Combined 0.0776  0.0335 0.7066  0.2645
S2/S3 Boffa D1 00196 0.1006 0.6521  0.0565
D2 0.1476  0.1114 0.7133 05149
Dubreka D1 0.0009 03581 06217  0.0023
D2 00006 0.0559 0.6388 0.0016
Forecariah D1 0.0126 0.1638 0.6262 0.0336
D2 0.0290 0.1130 07712 0.1266
Combined 0.0350 0.0214 06705 0.1064

strains from S1 and S3, from S2 and S3 but not between strains
from S1 and S2 (see Supplementary Table S3). Although Fsy’ values
are quite high it is noteworthy that most P-values are not very low,
which testifies of the great variance in the signal.

3.5. Temporal differentiation

Temporal differentiation test results are given in Table 2 and,
with amean Fg¢’ = 0.12 (combined P-value = 0.037), provide results
similar to those observed with patient’s disease status. Temporal
differentiation appears weaker than in Koffi et al. (2009) which is
not unexpected as the maximum temporal distance in our data
v-as of approximately 11-16 months while it was at a minimum of
24 months in Koffi et al. (2009). Nevertheless, this confirms that
both time and patient disease status indeed influence genetic

~ apportioning and are probably correlated. Analyses with MLGs

confirm this temporal differentiation (mean Fst' = 0.24, combined
P-value = 0.045). Although mean Fg;’ values are quite high it is
noteworthy that the combined P-value is not very low, which
testifies again here of the great variance in the signal.

A glance at the NjTree in Fig. 1 shows that subsamples are
primarily grouped according to geographical location with two
main clusters (Boffa and Dubreka) and the more heterogeneous
Forecariah subsamples distributed between these two. On the
second rank of clustering is the combination of date of sampling

Table 2

Results of temporal differentiation tests in each focus x status combination. Weir
and Cockerham Fgr estimator (6). corresponding P-value (in bold when significant),
combined values, Hs and standardized measure of differentiation corrected for
polymorphism Fgr’ are also given.

Focus Status 2] P-value Hs Fst'
Boffa S1 0.1217 0.4519 0.7681 0.5248
S2 0.0250 0.1670 07112 0.0866
S3 0.1198 0.0309 0.6542 0.3464
Dubreka S1 0.0000 0.3320 0.6726 0.0000
S2 0.0100 0.0581 0.6243 0.0266
S3 0.0017 0.2053 0.6362 0.0047
Forecariah S2 -0.0209 0.5105 0.7409 -0.0807
S3 0.0409 0.0320 0.6565 0.1191
Combined 0.0373 0.0309 0.6830 0.1176
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| Dubreka, Date 2, S2, Blood
L Dubreka, Date 2, S2, Lymph
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0.05

Dubreka, Date 2, S3, CSF
| Dubreka, Date 2, S3, Blood

— Dubreka, Date 2, S3, Lymph

Fig. 1. Unrooted neighbor-joining tree describing the genetic apportioning between the different subsamples of T. b. gambiense in Guinea foci. Subsamples are defined
according to geography (Dubreka, Boffa, and Forecariah), date of sampling (D1 and D2), patient's status according to disease phase: S1{phase 1 HAT patients), S2 (early phase
2 HAT patients) and $3 (advanced phase 2 HAT patients) and body fluid: blood, lymph (from cervical lymph nodes) and CSF (cerebrospinal fluid} as defined in the text.

and patient’s disease status within which biological fluids are
finally nested.

We know from Koffi et al. (2009) and the present study that
significant differentiation occurs with time. Early phase HAT may
correspond to more recent infections than advanced phases on
average, leading to a genetic signature. We thus chose to consider
each date x status combination as real subsamples for F
computation.

Fis showed strongly negative values in all subsamples and
across all loci with an overall mean and 95% confidence interval of
Fs~ —0.615 [-0.757, -0.505], i.e. the same value as obtained

previously in Guinea (Koffi et al., 2009), i.e. Fis=-0.62 [-0.7,
—0.35) with data where very few single picked individuals where
observed.

4. Discussion

Allsamples analyzed in this study were isolated using biological
fluids (blood, lymph node and CSF) which avoid expensive, time
and work consuming techniques usually used for in vivo or in vitro
trypanosome isolation. It appeared that due to the low number of
parasites obtained from these fluids direct amplification from body
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fluids leads to technical problems. Indeed, many allelic dropouts
seemed 2 occur. It is clear that such an issue will require our
attention for further studies. It however appeared that the bestbody
fluid to use is the lymph from the cervical lymph node, at least in
Guinea, while the two others provided too many amplification
failures, especially so the CSF where mote than haif of the data were
missing. This can be attributed to the very low parasitaemia usually
found in Guinea in blood and CSF, while trypanosomes seem to
accumulate in lymph nodes (Camara et al., 2005).

Our decision to recode apparent homozygotes as missing data
because potentially heterozygotes with a missing allele, provided
an Fis estimate rigorously identicel to the one computed by Koffi et
al. (2009) in Boffa and Dubreka o:: samples isolated with classical
techniques. [t is thus probable that this decision l=ed to more
accurate estimates than with the raw data as also confirmed by the
supplementary experiments that dismissed most homozygous
genotypes. Nevertheless, we also undertook the differentiation
tests (fluids, status and date) with the raw data and the results
expectedly appeared the same.

Data analysis did not show any significant genetic differentiation
between strains found in different biological fluids. This result can
hardly be a consequence of low power of the tests as we indeed
found 6% of significant tests during the procedure. We can thus
safely conclude that no particular kind of strain s specific to any kind
of body fluid. A bottleneck, as the one found between infection and
invasion of salivary glands of tsetse flies {Oberle et al., 2010), weuld
probably have been detected between blood and cerebrospinal
strains through differentiation tests. Here, cerebrospinal fluid
strains seem to be representative of what can be found in blood.

In the present study, microsatellite loci did not detect mixed
infection in a given biological sample. This could come from the
fact that over-represented genotypes are preferentially amplified
compared to the others. Nevertheless, multiplying isolation
attempts in time or using various isolation techniques, mixed
infections of at least two genotypes in human were observed
(MacLeod et al., 1999; Jamonneau et al., 2003; Koffi et al., 2007).
Mixed infections were also observed in the present study (different
trypanosome strains circulating in different fluids of the same
patient) in at least four occasions. The role of such mixed infections
in the diversity of responses to parasitic infections has been proved
in Chagas disease (Lauria-Pires and Teixeira, 1997; Franco et al.,
2003; Mantillaet al., 2010) or in animal trypanosomiasis (Masumu
et al, 2009). Mixed infections have been suspected to be
associated with low parasitaemia in asymptomatic HAT patients
(Jamonneau et al., 2004). Additional studies will be required te
explore this phenomenon further.

Differentiation between patients with different disease stages
probably comes from an interaction with temporal differentiation.
Indeed, itis probable that early stage (S1) patients were infected by
more recent strains than intermediate stage (S2) or late stage (S3)
patients, The duration of the first period may indeed last several
years (MacLean et al., 2007). We however cannot totally exclude
the possibility that some genotypes might be more likely and/or
quickly lead to one stage of the disease or the other. But in that
case, we would have likely found some significant differences
between strains from different body fluids. This hypothesis is thus
not better supported than the time dependent differentiation
hypothesis.

Temporal differentiation appears weaker than in Koffi et al.
(2009), which is not unexpected as the maximum temporal
distance in our data was of approximately 11-16 months while it
was at a minimum of 24 in Koffi et al. (2009). The likely interaction
between patient’s status and date of sampling, combined with the
technical problems are probably important factors to explain the
variance found for both signals hence explaining the absence of
highly significant P-values. Nevertheless, this confirms that both

time and patient status indeed influence genetic apportioning and
probably interact. This should realiy be taken care of in further
studies.
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RESUME : Epidémiologie moléculaire de la maladie du sommeil en Afrique de POuest

La Trypanosomose Humaine Africaine (THA) ou maladie du sommeil est une affection parasitaire 4
transmission vectorielle dile 4 un euglénozoaire kinétoplastidé de I'espéce Trypanosoma brucei. La complexité
de P'évolution clinique de la maladie est fréquemment évoquée allant de formes asymptomatiques a des formes
aigués. D’autre part, une diversité de réponses aux tests de dépistage (sains, trypanosomés, séropositifs) est
rencontrée sur le terrain. Cette diversité de réponses a I'infection pourrait étre diie a la diversité génétique du
parasite, qui est rencontré dans les différents fluides biologiques humains (sang, liquide céphalo-rachidien et suc
ganglionnaire) et qui est responsable des différents stades de la maladie (phase précoce, phase intermédiaire et
phase avancée). L’analyse de la biologie des populations de ce parasite peut étre envisagée a I'aide de marqueurs
moléculaires tels que les ADN microsatellites. Nous avons ainsi, a partir de prospections médicales menées en
Cote d'lvoire et en Guinée, caractérisé les trypanosomes directement a partir des différents fluides biologiques
de sujets séropositifs et de sujets trypanosomés a différentes phases de la maladie. 1l ressort de cette étude que
certains sujets séropositifs sont porteurs de 7. b. gambiense groupe 1 et pourraient agir comme réservoir de
parasites et participer a la transmission et au maintien de la maladie en zone d’endémie. Ces sujets séropositifs
requiérent donc une attention particuliére dans les stratégies de lutte conire la maladie. En dépit de la mise en
évidence d’infections mixtes, les résultats obtenus avec les microsatellites montrent, malgré de nombreux échecs
d’amplification par PCR dils a la faible quantité d’ADN de trypanosomes présents dans les fluides biologiques,
qu'il n'y a pas de différenciation génétique entre les souches trouvées dans différents fluides biologiques. Une
différenciation génétique existe cependant entre souches de patients & des stades différents ou entre souches
prélevées a des dates différentes. Cela montre que les trypanosomes présents dans chaque fluide biologique sont
représentatifs du foyer et & ce titre, le suc ganglionnaire, ou les échecs d’amplification sont les moins nombreux
en Guinée, doit étre préféré dans cette région d’Afrique. Cela implique aussi que les aspects spatio-temporels
ainsi que le stade de la maladie doivent &re contrdlés pour étudier la structure fine des populations de
trypanosomes, ainsi que les techniques d’amplification par PCR, dont le succés a partir de souches amplifiés
directement des liquides biologiques est aléatoire.

Mots-clés : Génétique des populations, Trypanosoma brucei gambiense, Afrique de I'Ouest, marqueurs
microsatellites; séropositifs, épidémiologie. Maladie du sommeil.

ABSTRACT: Molecular epidemiology of sleeping sickness in West Africa

Human African trypanosomiasis (HAT) is a parasitic disease caused by the kinetoplatid euglenozoa
Trypanosoma brucei. The complexity of the clinical evolution of the disease is frequently mentioned ranging
from asymptomatic to acute forms with a diversity of responses to the diagnostic tests (healthy subjects, HAT
cases and seropositive subjects) encountered in the field. This diversity of responses to infection is partly due to
the genetic diversity of the parasites that can be found in different biological fluids (blood, cerebrospinal fluid
and lymph node). The population biology of such a parasite can be assessed through the study of molecular
markers as microsatellite loci. From medical survey conducted in Cote d'lvoire and Guinea, we have
characterized the trypanosomes present in the different biological fluids of seropositive subjects and HAT
patients from different stages of the disease (earlier stage, intermediate stage and late stage). It appears from this
study that seropositive subjects are carriers of 7. b. gambiense group | and may thus act as a reservoir of
parasites, Theses seropositive subjects therefore require special attention in control campaign. The results
obtained with microsatellites markers showed no genetic differentiation between trypanosomes found in the
different biological fluids. However, we were able to show that a genetic differentiation exists between the
straing from patients at different phase of the disease and between strains sampled at different dates.
Consequently, the trypanosomes found in any of the three body fluids is representative of those circulating in the
focus, the strains found in the lymph nodes proving, in Guinean foci, the most successful DNA amplifications
due to a higher parasite concentration in that fluid in that part of Africa. Our results also show that the spatio-
temporal scales and the stage of the disease are parameters that will have to be taken into account if precise
population genetic studies are in order. We have also demonstrated the unstable nature of DNA amplification
directly from body fluids, which will require to be improved by further studies.

Key-words: Population genetic, Trypanosoma brucei gambiense, West Africa, Microsatellites markers.
Seropositives, epidemiology. Sleeping sickness.
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