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RESUME

La Trypanosomose Humaine Africaine(THA) ou maladie du sommeil qui demeure un
grave probléme de santé publique en Afrique Subsaharienne est une maladie parasitaire due
a Trypanosoma brucei ssp. Aprés une situation dramatique a la fin des années 1990 (300 000
a 500 000 cas selon I'OMS), ies importants efforts de lutte déployés ces derniéres années
semblent avoir permis de contenir le fléau (14 000 nouveaux cas en 2008). Le contexte
actuel vise I'élimination de la maladie a I'échelle du continent. La lutte contre la THA repose
en grande partie sur le dépistage par prospections médicales et le traitement des malades.
Le diagnostic clinique de la maladie étant difficile, on a recours a des tests sérologiques
permettant un depistage de masse, et des tests parasitologiques permettant la mise en
évidence du parasite, étape indispensable pour décider I'administration d’un traitement long
et toxique. Cependant, les équipes de terrain doivent faire face & une situation plus
complexe que la dichotomie malade/non-malade et notamment a des sujets positifs en
sérologie sans confirmation parasitologique. Ces sujets appelés séropositifs (S+) ne recoivent
pas de traitement alors qu'ils sont suspectés d’étre infectés. Ces dernieres années, des
méthodes d’amplification en chaine par Polymérase {PCR) développées afin d’améliorer le
diagnostic de la THA ont montré leur intérét dans I'étude du phénoméne de séropositivité
sans confirmation parasitologique. L'objectif de cette étude était de voir si l'utilisation de la
PCR pouvait apporter des éléments de réponses a la question : que représentent les sujets
séropositifs et comment doivent-ils étre pris en compte dans les stratégies de iutte en
Guinée, pays le plus touché par la THA en Afrique de I'Ouest ? Cette étude a été menée dans
le foyer de Dubréka en zone de mangrove sur le littoral guinéen. Les résultats ont montré
que 1/3 des S+ étaient positifs a ce test. lls prouvent une fois de plus que les S+ peuvent
constituer un réservoir de parasites et contribuer au maintient de 'endémie déns un foyer,
et surtout qu’ils doivent é&tre pris en compte dans les stratégies de lutte. Malheureusement,
la toxicité des médicaments existants interdit de traiter a tord un sujet, et la PCR qui est un
test indirect (detection de ’ADN) ne peut toujours pas étre utilisé comme outil de décision
thérapeutique. Des recherches doivent étre poursuivies et nous suggérons de mettre en
place un suivi a long terme de tous les séropositifs détectés lors des prospections médicales
afin d’étudier I'évolution de ce statut et de mieux le caractériser pour pouvoir enfin savoir

comment le considérer en terme de lutte. Les resultats de cette étude nous ont aussi permis

Vi



de faire d'autres propositions toujours dans le souci d’optimiser les stratégies de lutte dans
les foyers de Guinée, notamment d’effectuer un recensement de population avant une
prospection médicale afin d’en évaluer la réelle efficacité, de légérement modifier le schéma
de dépistage actuellement utilisé et de mettre en place des activités de lutte anti-vectorielle

dans les zones les plus touchées par la maladie.
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INTRODUCTION

La Trypanosomose Humaine Africaine(THA) ou maladie du sommeil est une maladie
parasitaire a transmission vectorielle. Elle est causée par des protozoaires flagellés
sanguicoles de Fespece Trypanosoma brucei qui se compose de trois sous-espéces :
Trypanosoma brucei gambiense (T. b. gambiense), responsable de la forme chronigue de Ia
THA en Afrique de I'Ouest et Centrale, Trypanosoma brucei rhodesiense (T. b. rhodesiense)
agent de la forme aigué de la THA en Afrique de I'Est et Trypanosoma brucei brucei (T. b.
brucei), non pathogene pour 'homme, responsable de la nagana chez les animaux. La
transmission aux hétes mammiféres, homme et animal, est assurée par un insecte vecteur

hématophage, la glossine (genre Glossing) ou mouche tsé-tsé.

Elle reste un probléme majeur de santé publique en Afrique Subsaharienne ou elle se
place en termes 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 troisidme rang
des parasitoses derriére le paludisme et la shistosomose (Cattand, 2001 ; Févre et af., 2008).
Elle existe sous forme épidémique ou endémique dans plus de 260 foyers répartis dans 36
pays. L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que 60 millions de personnes vivent
dans des régions a risque (exposées aux mouches tsé-tsé), parmi lesquels moins de 4
miliions sont sous surveillance réguliere [OMS, 2002). A la fin des années 1990, 'OMS
estimait entre 300 000 et 500 000 le nombre de personnes atteintes. Face a cette situation
dramatique, les importants efforts de lutte déployés ces derniéres années semblent avoir
permis de contenir le fléau puisque les derniers chiffres annoncés par 'OMS font état de
14 000 nouveaux cas en 2008 (Simarro et af., 2008). C'est dans ce contexte encourageant
que FOMS et 'Union Africaine (UA) viennent de lancer des importantes campagnes
d’élimination de la THA et des glossines a 'échelle du continent. La Guinée a fait partie de
ces pays endémiques touchés par la réémergence de la THA 2 la fin du 20%™ siecle. Elle est
actuellement le pays le plus touché par la maladie en Afrique de L'Ouest avec 620 malades
dépistés de 2002 3 2008 par le Ministére de la Santé (Programme National de Lutte de
contre la THA, PNLTHA) principalement sur le littoral (Camara et gl., 2005 ; Simarro et al,,
2008). C'est donc dans ce pays de la sous-région que doivent se concentrer les efforts de

utte,



Historiquement, la lutte contre la THA a reposé essentiellement sur le dépistage et [e
traitement des malades. Le diagnostic clinique de la maladie étant difficile (Jannin et al.,
1993 ; Sternberg, 2004), des tests parasitologiques (diagnostic direct) qui visent a rechercher
la présence du parasite dans les liquides biologiques (sang, lymphe et Liquide Céphalo-
Rachidien) ou des tests sérologiques (diagnostic indirect) qui cherchent @ mettre en évidence
Vinfection parasitaire, ont été développés. Lors du dépistage de terrain, le diagnostic indirect
est utilisé pour déterminer les individus sur lesquels porteront les examens du diagnostic
direct dont seul le résultat positif (mise en évidence du parasite) peut justifier
I"administration d’un traitement (OMS, 1998)}. Le diagnostic est donc d’une importance
cruciale (i} au niveau individuel, car il permet d’assigner un statut de «malade» a la personne
examinée, et (ii) au niveau de la population, car les stratégies de lutte contre cette maladie
qui touche des populations rurales dans des régions souvent difficiles d’acceés reposent en

partie sur une détection précoce.

Mais les technigues actuellement utilisées manquent souvent de sensibilité et / ou de
spécificité. Le manque de sensibilité des méthodes parasitologiques étant du aux faibles
parasitémies sanguines, des techniques de centrifugation/concentration comme la
minicolonne échangeuse d’anions (MAECt) (Lanham & Godfrey 1970}, actuellement la
méthode la plus sensible (Chappuis et al,, 2005}, sont utilisées. Mais les équipes de
dépistage doivent toujours faire face 3 une situation plus complexe que la dichotomie
malade/non-malade et notamment a des sujets positifs en sérologie sans confirmation
parasitologique (Garcia et al., 2000) que Yon nomme classiquement individus séropositifs et
qui 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).

Ces derniéres années, des techniques moléculaires basées sur la détection d’ADN de
trypanosomes par Polymerase Chain Reaction (PCR} ont été évaluées afin d’améliorer le
diagnostic de la THA (Chappuis et al., 2005). Ces méthodes toujours difficiles a mettre en
ceuvre sur le terrain et restreintes a la recherche ont déja montré leur intérét dans I'étude
du phénomeéne de séropositivité sans confirmation parasitologique, notamment en Céte
d’lvoire (Koffi et al., 2006). En tant que membre du PNLTHA Guinée, I'objectif principal de

cette étude qui fait 'objet de mon stage de DEA était de voir dans quelles mesures
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I'utilisation de la PCR pouvait apporter des éléments de réponses a la question: que
représentent les sujets séropositifs sans confirmation parasitologique et comment doivent-
ils &tre pris en compte dans les stratégies de |lutte en Guinée ? Répondre a ces questions
permettra de contribuer a une meilleure compréhension de I'épidémiologie de la THA et 3

optimiser la surveillance épidémiologique dans les foyers de Guinée.

Dans ce mémoire, suite a quelques généralités sur la THA, nous développerons les
aspects liés a nos questions de recherche, Nous décrirons alors la méthodologie appliquée

ainsi que les résultats obtenus qui seront enfin discutés.



PREMIERE PARTIE: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Historique de la THA et situation actuelle

La THA ou maladie du sommeil ne se rencontre qu’en Afrique subsaharienne du
14°™ degré de latitude nord au 29°™ degré de latitude sud, dans les limites de la

distribution géographique des glossines (OMS, 1998).

1.1. Les premiéres descriptions de la maladie

La maladie du sommeil semble étre connue depuis plusieurs centaines d’années en
Afrique et la premiére mention écrite d'un cas de THA remonte au 14°™ siécle (1375) quand
I'historien Ibn Khaldoun rapporte la mort du sultan Maariy Djazaa, au Mali, aux environs du
fleuve Niger, aprés une maladie se terminant dans un état de sommeil continu. Il faut
attendre 1734 et louvrage “The Navy Surgeon” de John Atkins pour trouver une

"

description plus précise de l'affection que l'auteur nomme “ sleeping distemper ”. Par la

M sigcle, la maladie est signalée dans diverses parties de

sujte et jusqu'au début du 19
FAfrigue de I'Ouest par des observateurs anglais, frangais et portugais. Winterbottom, en
1803, dans sa description du “lethargus ” remargue Yimportance de V'hypertrophie des
ganglions du cou. Ce signe était non seulement connu des « négriers », qui refusaient
d’acheter des esclaves porteurs d’adénopathies cervicales, mais aussi de plusieurs tribus
africaines qui pratiquaient I'ablation systématique des ganglions cervicaux a des fins
curatives. Dans le courant du 19éme siecle, de nombreux cas sont signalés en Afrique de
I'Ouest et Centrale, mais sans que I'on puisse quantifier I'importance de la maladie. Une
premiére épidémie est alors décrite dans les années 1880-1890, notamment au Congo, en
République Centrafricaine et en Quganda. De nombreux villages sont décimés par la mailadie
{Martin et a/., 1909). Plusieurs milliers de morts du Sénégal au Zaire sont aussi attribués a la
“léthargie ”. A cette époque l'agent responsable de I'affection n’est toujours pas connu et

beaucoup pensent que la maladie a une origine infectieuse et qu’elle est contagieuse. Les

malades sont alors souvent exclus des villages pour éviter les contaminations.



1.2. Identification de I'agent pathogéne

Pour Brault & Lapin (1898), “l’agent pathogéne pourrait étre un protozoaire
sanguicole dans le genre du trypanosome ”. Les trypanosomes étaient déja connus puisque
les premiéres descriptions remontent au début des années 1840 (voir Dutton, 1903). En
1901, Forde observe des “ vermicules mobiles” dans le sang d’un capitaine de bateau
faisant du trafic fluvial depuis 6 ans en Gambie. Forde & Dutton identifient I'agent
pathogéne: c'est un trypanosome que Dutton décrit en 1902 sous le nom de Trypanosoma
gambiense {découvert en Gambie}). En 1903, Dutton et Todd retrouvent plusieurs fois le
méme trypanosome chez des africains en Gambie {Dutton, 1903; Dutton & Todd, 1906), et la
méme année, Castellani trouve en Ouganda des trypanosomes dans le Liquide Céphalo-
Rachidien {LCR} des malades atteints de THA. Il pense alors gu’il existe deux espéces
différentes de trypanosomes humains, I'une sanguicole, peu pathogéne et l'autre se
localisant dans les centres nerveux et respensable de la maladie du sommeil; il nomme cette
derniere espéce: Trypanosoma ugandense. Mais toujours en 1903, Bruce & 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 I'agent étiologique de I'endémie sommeilleuse et fournit la preuve
expérimentale que les glossines de I'espéce Glossina palpalis sont les vecteurs de la maladie

{Bruce et af., 1909; 1311).

En 1903, une enquéte effectuée par Kermorgant fait ressortir qu’a 'époque, la
Casamance {Sénégal), le pays lobi et |e Yatenga (Haute-Volta, actuel Burkina-Faso), le Wasulu
(Guinée) et 'intérieur de la Cote d’lvoire, étaient particulierement concernés par la maladie
du sommeil. A partir de 1908, on rapporte d’Afrique de I'Est, des cas de maladie du sommeil
remarquables par leur sévérité et leur courte durée. Stephens & Fantham {1910) étudient
une souche isolée sur un des premiers cas reconnu de cette nouvelle forme de maladie et
constatent qu’elle différe de 7. gambiense par sa grande virulence pour les animaux de
laboratoire. lls nomment ce nouvel agent pathogéne Trypanosoma rhodesiense {découvert

en Rhodésie}). En 1912, Kinghorn et Yorke démontrent le réle de Glossina morsitans dans la



transmission de ce parasite, pendant qu’Emile Roubaud et Gaston Bouet prouvent en 1913,

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

1.3. Evolution de la maladie au cours du 20°™ siécle

Maigré ces importantes découvertes, la maladie du sommeil continue de sévir
intensément en Afrique noire. Une épidémie est déclarée en Afrique de I'Quest et Centrale
au début des années 1920 et la situation devient dramatique dans les années 1924-1926,
notamment au Cameroun ot 45% des déces lui sont imputables. C'est en 1926, devant
ampleur de la situation que le médecin militaire frangais Eugéne Jamot (1879-1937)
développe les premiéres équipes mobiles de dépistage et de traitement, qui vont sillonner
toutes les zones touchées par ['épidémie entre 1926 et 1932. Ces campagnes d’éradication
vont permettre de contenir laffection et dans les années 1960, les enquétes
épidémiologiques menées dans la plupart des pays d’Afrique noire ne décelent plus que
quelques rares cas de THA {figure 1). La méthode proposée par Jamot pour combattre la

maladie du sommeil reste le modéle de lutte contre une ” grande endemie ” en zone tropicale
(Gentilini, 1993).

L’élimination presque totale de la maladie a conduit au cours de ces années 60 a
I'abandon du dépistage de masse actif, et il n’est pas surprenant, que suite a la rupture des

systémes de contrble, la maladie ait « ré-émergée » et soit redevenue un probléme majeur

|de santé publique. La reprise de I'endémie se fait progressivement a partir de 1970 dans la

|plupart des foyers historiques. Certains pays réussissent a maintenir un contréle sur la

Imaladie mais de nombreux autres, ayant abandonné toute surveillance effective, doivent

Ifaire face 4 une situation redevenue epidémique et dramatique. C'est notamment le cas

|pc)ur la République Démocratique du Congo {RDC, ex-Zaire), I’Angola, I'Ouganda ou le Sud-

|Soudan {figure 2).



2 : 1k 1 il , et 1R 1ER ALAR N
EACRRCHCC AL R A T IR
année
Figure 1 : Evolution de la THA en Afrigue au cours des siécles derniers (source

www.who.org)

1.4, Situation actuelle de la THA

Parmi les 36 pays d’Afrique « infestés par les glossines », 30 sont touchés par
'endémie sommeilleuse (figure 2) mais de fagon trés hétérogéne. Les foyers d’un pays sont
généralement dispersés (figure 3) et le niveau d’endémicité peut varier considérablement
d’un foyer a l'autre, et méme au sein d’'un foyer, d’'une 20ne 3 I'autre (Courtin et al., 2005).
On distingue les foyers résiduels ou le nombre de cas reste faible et constant pendant une
fongue période (situation endémique) et les foyers en activité oU le nombre de cas
augmente considérablement (situation épidémique), De nombreux foyers sont actueflement
actifs en Afrique de I'Est (Hide, 1999 ; Maclean et al, 2004 ; Piccozzi et al,, 2005 ; Fevre et
al., 2005) mais surtout en Afrique Centrale (Smith & Bailey, 1997, Simo et al., 2005) .

Actuellement, on estime que 60 millions de personnes sont exposées au risque de
contracter la THA, parmi lesquels mains de 4 millions sont sous survelllance réguliére {OMS,
2002). Au début des années 2000, le nombre de personnes infectées était estimé entre 300
000 et 500 000 par 'OMS. En 2004, aprés un effort considérable de survelllance en Afrique
Centrale notamment, environ 25 000 cas ont €té rapportés et 'OMS en 2005 annongait la
possibilité d'élimination de la maladie du sommeil {Jannin, 2005). En 2008, 14 000 nouveaux
cas ont été reportés (Simarro et af., 2008). Si cette situation semble de plus en plus
encourageante, ces chiffres ne reflétent que partiellement la réalité du fait de nombreuses
zones a risque qui demeurent sans surveillance comme dans certains pays d’Afrique de

I'Ouest : Libéria, Sierra Léone, Ghana ou Guinée Bissau. Les données les plus récentes de



surveillance épidémiologiques dans la sous-région ouest-africaine montrent que la Guinée et
la Cote d’Ivoire sont les deux pays les plus touchés (Cecchi et al., 2009). Par exemple, en
Guinée et en Cote d’Ivoire, les récentes prospections médicales (2000 a 2008) ont permis de
dépister plusieurs centaines de malades notamment dans les foyers de Boffa et Dubreka en
Guinée (Camara et al., 2005), et dans les foyers de Bonon, Sinfra, Oumé en Cote d’ivoire

(Kaba et al., 2006) comme illustré sur la figure 3 (Cecchi et al., 2009)

Figure 2 : Nombre de cas de THA reportés en Afrique de I'QOuest de 2000 3 2008 {Cecchi et
al., 2009)

Figure 3 : Distribution des cas de THA dépistés activement (prospections médicales) en
Afrique de I'Ouest de 2000 & 2008 {Cecchi et al., 2009)



Il. Lagent pathogene de la THA : le trypanosome, un parasite

Aprés avoir décrit le parasite responsable de la THA (taxonomie, morphologie et
particularités biologiques), nous décrirons son cycle épidémiologique et les acteurs quile
composent.

{f.1. Taxonomie

L'étymologie du nom trypanosome vient du grec : tpunavov cwua (trupanon soma),
qui signifie "qui a le corps en forme de tariére". Cette appellation vient de la morphologie du
parasite et son mode de déplacement hélicoidal. Ce nom a été proposé en 1842 par un
frangais, Gruby, pour un parasite de grenouille (Trypanosoma rotatorium). Depuis cette
époque, on a retrouvé des trypanosomes chez de nombreuses espéces de poissons, de
reptiles, d’oiseaux et de mammiféres, chez leurs vecteurs (insectes ou sangsues} et
également chez les plantes. Certains trypanosomes montrent une grande ubiquité et
s'adaptent a diverses espeéces animales {ex: 7. evansi ou 7. congolense, qui parasite
indifferemment les porcins, les ovins, les caprins, les bovidés, les équidés et les canidés).
D’autres au contraire sont des parasites spécifiques {au moins dans les conditions naturelles)

comme T. equiperdum, parasite des équidés.

D’aprés la classification d’Hoare {1972) présentée en figure 4, les trypanosomes
agents des trypanosomaoses africaines sont des Protozoaires du phylum Sarcomastigophora
Hénigberg et Balamuth, 1963, de la classe Zoomuostigophorea Calkins, 1909, de l'ordre
Kinetoplastida Honigberg, 1963, de la famille Trypanosomatidae Doflein, 1991, du genre
Trypanosoma Griby, 1843. La classification au sein de ce genre a été établie en fonction du
mode de transmission des parasites de I'invertébré vecteur a I'hdte vertébré. On distingue

ainsi deux sections : Stercoraria et Salivaria.

La section Stercoraric se caractérise par un mode de transmission "postérograde”.
Les formes métacycliques infestantes se trouvent dans la partie postérieure du tube digestif.
L'infestation se fait aprés dép6t de féces, par pénétration des trypanosomes dans la peau.
Cette section comprend 3 sous genres: Megatrypanum (Trypanosoma theileri),
Herpetosoma (Trypanosoma lewisi} et Schizotrypanum (Trypanosoma cruzi, agent de la

maladie de Chagas). La section Solivaria se caractérise par un mode de transmission



“antérograde”. Les parasites infestants sont dans la partie antérieure du tube digestif.
L'infestation de I'héte vertébré se fait par pigire d’'un insecte. Cette section regroupe 5
sous-genres: Tejermia, Duttonella (Trypanosoma vivax), Nannomonas (Trypanosoma

congolense), Pycnomonas et Trypanozoon.
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Figure 4 : Taxonomie des trypanosomes de mammiferes {source : Vickermann, 1985).

Dans le cadre de notre étude, nous nous intéressons uniquement au sous-genre
Trypanozoon Lithe 1906 qui regroupe les trypanosomes pathogénes pour ’homme. Le sous-
genre Tryponozoon regroupe trois especes qui sont 7. evansi, T. equiperdum et T. brucei ssp.,
toutes indistinguables morphologiquement. T. brucei ssp.se subdivise classiquement en 3
sous-espéces sur des critéres cliniques, d’hétes, et de distribution géographique. On

distingue donc :

- T. b. brucei (Plimmer & Bradford, 1899} : agent pathogéne responsable de la "Nagana" sur

toute l'aire de répartition des glossines (Afrique intertropicale}, chez I"animal, mais réputé
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non pathogéne pour I'homme. Cette maladie provoque des ravages dans les troupeaux

domestiques de bétail (Févre et al., 2008) et cause ainsi un grave handicap économique.

- T. b. rhodesiense (Stephens & Fantham, 1910} : agent pathogéne responsable d’une forme
aigué de THA en Afrique de I'Est. Il est principalement transmis par des glossines du groupe
morsitans, qui vivent dans les régions de savane (glossines savanicoles). La forme dite
rhodésienne est une zoonose typique. Une vaste gamme d’animaux domestiques et
sauvages constitue un réservoir trés important de la maladie. La transmission a I'homme
(souvent considéré comme hote accidentel) se fait suivant le cycle animal sauvage ou

domestiqgue-mouche-homme.

- T. b. gambiense (Dutton, 1902) : responsable de la forme dite chronique de THA en Afrique
de I'Ouest et Centrale. Il est transmis principalement par les glossines du groupe palpalis qui
vivent essentiellement en zone de forét dégradée, et dans les galeries forestieres bordant les
rivieres (glossines ripicoles) en zone de savane humide. Dans le cas de cette forme dite
gambienne, le cycle de transmission homme-mouche-homme semble prédominer. On a
longtemps considéré T. b. gambiense comme un parasite spécifiquement humain mais
I'existence d'un réservoir animal domestique ou sauvage dans les zones a risque a été mise
en évidence (Melhitz, 1986; Simo et a/., 2005). L'importance épidémiologique de ce réservoir
animal dans la transmission et le maintien de la maladie est encore mal connue et

controversee (Njiokou et al., 2006).

I1.2.Morphologie et cycle évolutif

Les trypanosomes sont des cellules fusiformes, leur taille varie selon I'espéce. T.
brucei ssp., mesure de 12 a 42 pm de long sur 2 a 3 um de large (voir photo figure 5). Il se
multiplie essentiellement par division binaire longitudinale. En microscopie optique, outre
les constituants fondamentaux de la cellule (noyau, cytoplasme et membrane), les
trypanosomes se caractérisent par la présence d'un kinétoplaste (organite cytoplasmique) et
d’un flagelle rattaché a la paroi du corps par une membrane ondulante (figure 6). Le
kinétoplaste est situé dans la partie postérieure de la cellule, prés du corps basal du flagelle,

al'intérieur de la grande mitochondrie qui s'étend sur toute la longueur du corps cellulaire, il
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contient de I’ADN extra nucléaire. Le flagelle, dirigé vers I'avant, nait d’un corps basal situé a

Vintérieur de la poche ﬂagella'ire et assure fa mobilité du trypanosome,

Figure 5 : T. b. gambiense en culture in vivo chez le rongeur {observation x1000)

(source : www.sleeping-sickness.com)

Figure 6 : Constituants fondamentaux d’un trypanosome (source : www.sleeping-
sickness.com

Le cycle de vie de T. brucei (figure 7} s’effectue chez un héte mammifére vertébré, et
chez un héte vecteur, un insecte hématophage du genre Glossina. Inoculés chez I'hdte

vertébré par la piglire de l'insecte vecteur, les parasites se multiplient d’abord dans le
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collageéne dermique et passent ensuite dans la circulation générale par voie sanguine ou
lymphatique avec un séjour plus ou moins prolongé dans les nceuds lymphatiques. Aprés
cette période lymphatico-sanguine plus ou moins longue (qui peut durer plusieurs années),
les trypanosomes finissent par envahir le liquide céphalo-rachidien et les centres nerveux
pour des raisons et par des mécanismes encore mal connus. L'insecte vecteur qui se
contamine lors d’un repas sanguin par piqare d’un mammifére infesté. Aprés passage dans
I'intestin, les parasites remontent dans les glandes salivaires et se différencient en formes
infestantes, prétes a étre inoculées chez |’'hdte mammifére a I'occasion d’un nouveau repas

sanguin.

L'héte Le parasite

ddam

le vecteur

Figure 7 : Cycle évolutif de Trypanosoma brucei

1.3 Manifestations cliniqgues

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 I'évolution plus ou moins rapide vers |'atteinte neurologique puis la mort

(Sternberg, 2004). La maladie évolue chez 'homme en deux phases ou périodes: la premiére
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période {phase lymphatico-sanguine) durant laquelle le parasite se multiplie dans le sang et
dans la lymphe, et la deuxiéeme période {phase méningo-encéphalitique) qui correspond au
passage du parasite dans le LCR puis a {'envahissement du systéme nerveux central {SNC). La
classification actuelle (OMS, 1998 ; 2002) du stade de la maladie repose sur les modifications

des résultats de I'examen du LCR.

Chez I'hamme, linoculation du trypanosome se caractérise cliniguement par
I'apparition d’une lésion cutanée (chancre d’inoculation), rougedtre et douloureuse
{furoncle non-purulent) au niveau de la piqlre infestante. Cette lésion est le témoin de la
multiplication du trypanosome in situ, qui envahit alors le systeme lymphatique puis
sanguin. Elle est fréquemment observée dans l'infection a T. b. rhodesiense mais rare dans
I'infection a T. b. gambiense. Ensuite, au cours de la premiére période, les symptomes les
plus couramment rapportés sont la fievre, les céphalées, Iasthénie et des douleurs
musculaires et articulaires. Ces symptémes apparaissent de fagon cyclique {on parle de pics
fébriles) et sont témoins de la production de vagues successives de parasites et de réponses
immunitaires (Donelson & Turner, 1985). Des signes plus spécifiques tels que
'envahissement des différents viscéres comme le foie, la rate et le coeur, et
I'hépatosplénomeégalie ainsi que des troubles cardio-vasculaires sont rencontrés. Des signes
cutanés, spécifiques ou non, sont trés fréquents {prurit, éruptions cutanées et trypanides).
Les adénopathies cervicales {signes de Winterbottom) apparaissent pendant cette période,
en réponse a I'envahissement ganglionnaire, et témoignent de V'activité intense du systeme
immunitaire {voir Figure 8). D’autres signes cliniques comme des cedémes (des membres ou
de la face) ou des troubles endocriniens {aménorrhée, impuissance) apparaissent aussi en

cours de premiére période et s’aggravent au cours de [a deuxiéme période.

La plupart des signes cliniques décrits pour la premiére phase persistent lors de la
deuxiéme phase: certains signes ont tendance a s'effacer tels que les adénopathies,
Fhépatosplénomégalie ou les signes cutanés. Les troubles du sommeil {(insomnies nocturnes,
somnolences diurnes, hypersomnie permanente, figure 8), 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, archaiques et
cutanés), les troubles neuro-endocriniens (stérilité et perte de libido, trouble de la soif) et

I'altération de |'état mental (conscience ralentie, confusion mentale, désorientation, coma,
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agressivité, indifférence, euphorie, dépression) sont autant de signes fréquemment
rencontrés et qui caractérisent 'atteinte neurologique spécifique de la deuxiéme période.
Cette énumération n'est pas exhaustive et tout signe neurologique insolite doit alerter sur
un risque de trypanosomose (Gentilini, 1993). En I'absence de traitement, |'état général du
malade se dégrade et il s'achemine plus ou moins rapidement vers la cachexie sommeilleuse

terminale (état grabataire) puis sombre dans le coma (figure 8) et meurt d’encéphalopathie.

Dans le cas de |la forme chronique de le THA, la premiére période peut durer de
plusieurs mois a plusieurs années, la parasitémie fluctuante restant souvent faible et ayant
tendance a décroitre. Au cours de cette période, les symptdmes sont peu prononcés et le
malade n'éprouve pas souvent le besoin de consulter un médecin. L'apparition des troubles
neurologiques lors de la deuxiéme période est souvent trés progressive. Dans le cas de la
forme aigué rhodésienne, la premiére période ne dure que quelques semaines a quelques
mois, les symptdmes sont plus marqués, |'atteinte du systeme nerveux est brutale et la mort

peut survenir en gquelgues mois.

Les signes cliniqgues manquent de spécificité et leur fréquence est variable selon les
individus et les foyers. Ils peuvent orienter le diagnostic, mais ne permettent pas de |'établir
(Jannin et af., 1993), surtout dans le cas de la forme chronique gambienne pour laquelle la

phase lymphatico-sanguine est parfois totalement asymptomatique {Garcia et af., 2006).

11.4 Le diagnostic

Le traitement de tous les malades, associé a une |utte antivectorielle devrait
théoriquement permettre une élimination de la maladie. Mais le traitement de tous les
malades nécessite leur dépistage exhaustif. Nous venons de voir que du fait d‘une
importante diversité clinique, il est difficile d’établir un diagnostic de la THA & partir d’un

examen clinique seul. On a alors recours a des méthodes de diagnostic direct ou indirect.
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Adénopathies cervicales

Trypanides Coma sommellleux

Figure 8 : Aspects cliniques de la THA

De nombreuses méthodes de diagnostic direct ou indirect existent pour confirmer le
diagnostic de la THA (décrites dans Chappuis et al., 2005). Nous ne décrirons ici que les
méthodes actuellement utilisées en pratique courante et notamment celles qui I'ont été
dans cette étude. Les méthodes de diagnostic direct ou tests parasitologiques cherchent a
mettre en évidence la présence du parasite dans les liquides biologiques (sang, lymphe et
LCR) alors que les méthodes de diagnostic indirect ou tests sérologiques recherchent des
traces de passage ou de présence du parasite par la mise en évidence d’anticorps ou
d’antigénes spécifiques. En pratique les tests sérologiques (bon marché et simple
d'application) sont utilisés préalablement pour déterminer les sujets sur lesquels porteront

les tests parasitologiques (plus onéreux et moins pratiques). Ensuite, sont effectués sur les
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sujets confirmés porteurs de trypanosomes, le ou les tests du diagnostic de phase sur le LCR,

qui conditionnent le traitement a administrer

ll. 4. 1, Examens sérologiques

Parmi les méthodes sérologiques, le Card Agglutination Test for Trypanosomiasis
(CATT T. b. gambiense, Magnus et al., 1978} est actuellement le plus utilisé en matiére de
depistage de masse (figure 9). Il répond a toutes les exigences d'un test de terrain: trés
simple d'emploi, bon marché et de lecture immédiate. 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, et en présence d’anticorps spécifiques, les parasites
forment des agglutinats macroscopiques colorés et visibles a I'ceil nu. Néanmoins, le test
CATT effectué sur sang total {(CATT/sg} recommandé par YOMS {OMS 1998) pour le
dépistage de masse présente, comme tous les tests sérologiques, des inconvénients. Des
études ont montré qu’il manquait de sensibilité et de spécificité : manque 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 {Dukes et al., 1992); manque de spécificité
souvent attribué a des réactions croisées avec d’autres trypanosomes ou d’autres parasites
humains (Noireau et o/, 1986), a la persistance d’anticorps durant plusieurs mois, voire
plusieurs années aprés traitement (Diallo et o/., 1996). Afin d’augmenter la spécificité du
test, un CATT sur dilutions successives de plasma (CATT/pl) est effectué sur tous les individus
positifs au CATT/sg {voir détails dans matériels et méthodes). Le seuil de dilution retenue
pour dire qu’un CATT/pl est positif c’est a dire que les examens parasitologiques doivent étre
effectués, varie selon les Programmes Nationaux de lutte. Par exemple, il est classiquement

de % en Céte d'lvoire et de 1/8 en Guinée. Cependant ce seuil est toujours trés discuté.

De nouvelles techniques ont été développées ces derniéres années pour améliorer le
diagnostic sérologique, comme le Latex/T. b. gumbiense {Blscher et al., 1991}, mais les
résultats de I'évaluation {Penchenier et al, 2003} montrent que les mémes problémes

demeurent. Actuellement, des résultats prometteurs ont été obtenus par une méthodes de
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détection d’anticorps (par ELISA) dans |a salive des patients, qui présente en plus I'avantage
d’un prélévement non invasif (Lejon et al., 2006}, mais cette technique est encore en cours

d’évaluation.

Quoiqu’il en soit, en cas de positivité de I'un de ces tests, le parasite devra étre mis

en évidence par une méthode directe pour décider du traitement (OMS, 1998).

1....
.... '10
D

Figure 9 : lllustration du CATT effectué sur sang total (CATT/sg)

Sur cette photographie, le cercle 8 montre une agglutination qui signe un test CATT/sg
positif

Il. 4. 2. Examens parasitologiques

Le diagnostic de certitude de la THA qui permet la décision thérapeutique (OMS,
1998) passe donc nécessairement par la mise en évidence du parasite dans un des milieux
biologiques accessibles de I’hdte (sang, lymphe, liquide céphalo-rachidien}. La recherche du
parasite dans la lymphe se fait, en cas de présence d’adénopathies cervicales, par examen
direct du suc ganglionnaire entre lame et lamelle au microscope optique. La recherche du
parasite dans le sang peut se faire par I'examen au microscope optique du frottis sanguin ou
de la goutte épaisse. Cependant, dans le cas de la THA, |a parasitémie est souvent tres faible
(Truc et al., 1994) et pour obtenir une meilleure sensibilité, on utilise souvent des méthodes
de concentration comme la centrifugation en tubes capillaires (CTC, Woo, 1970), la fiftration
sur colonne échangeuse d'ions {miniature Anion Exchange Centrifugation Technique, mAECT,
Lanham & Godfrey 1970; Lumsden et al., 1977) et le Quantitative Buffy Coat (QBC, Bailey &

Smith 1992). Concernant la forme gambienne, parmi les méthodes directes, la mAECT offre
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les meilleurs résultats (Lumsden et al., 1979; Dukes et al., 1984; Biischer et al., 2009) au
laboratoire comme sur le terrain {sensibilité = 100 trypanosomes/ml). Elle a été mise au
point par Lanham & Godfrey (1970), miniaturisée par Lumsden et af. (1977) et adaptée au
terrain par Lumsden et al. (1979) et consiste a séparer les trypanosomes des éléments
figurés du sang sur DEAE cellulose (Figure 10). Les parasites sont visualisés au microscope
avec un objectif & grande focale. La mAECT se fait classiquement 2 partir de sang total. Les
résultats récents obtenus lors d’une étude a laquelle j'ai participée montrent que |'utilisation

du buffy coat au lieu du sang total permet d’augmenter la sensibilité du test (Camara et af.,

Sous presse).

Figure 10 : lllustration de la mAECT

1.5 Le diagnostic de phase et le traitement

La recherche des trypanosomes dans le LCR contribue a déterminer le stade de la
maladie (diagnostic de phase, voir Kennedy, 2006). Cette recherche peut se faire de fagon
directe par simple ou double centrifugation du LCR (Cattand et al., 1988; Miezan et al., 2000)
ou de facon indirecte: dosage de protéines (protéinorachie), comptage des cellules
(cytorachie). D'aprés I'OMS (1998), les critéres de deuxiéme période sont : une cytorachie
supérieure a 5 éléments/ml et/ou une protéinorachie supérieure & 37 mg/100 ml. La
présence de I'un ou I'autre de ces critéres, avec ou sans mise en évidence de trypanosomes,
signe le diagnostic de deuxiéme période. Mais la protéinorachie au protocole lourd et

onéreux n’est quasiment plus utilisée sur le terrain.

Le seuil de la cytorachie défini par 'OMS est actuellement controversé car la
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présence de 5 cellules/ml de LCR ne traduit pas forcément la présence du parasite dans le
SNC. Plusieurs auteurs proposent de passer ce seuil a 20 cellules/ml {voir Chappuis et ol.
2005}). Ainsi en Guinée, le programme national a défini 3 phases: la premiére phase
{absence de trypanosome et cytorachie < 5}, la seconde phase précoce {absence de
trypanosome et cytorachie comprise entre 6 et 20), et la seconde phase avancée (présence
du parasite ou cytorachie > 20). La seconde phase précoce est alors traitée de la méme fagon

que la premiére phase {voir ci-dessous).

L'ensemble des méthodes de traitement actuelle de la THA sont détaillées dans une
récente revue (Fevre et al., 2006). Classiqguement, un malade en premiére phase ou en
seconde phase precoce sera traité a la pentamidine dans le cas d'une infection a T. b.
gambiense. Un malade en seconde phase avancée sera généralement traité au mélarsoprol.
ou a I'éflornithine. Les thérapeutiques utilisées pour les malades en premiére période sont
considérés peu toxiques et ne provoquent quasiment pas d’effets secondaires. En revanche,
le mélarsoprol, un dérivé arsenical hautement toxique, est responsable d’environ 10%
d’encéphalopathies réactives, dont la moitié sont mortelles. La fréquence et la gravité de ces
effets secondaires soulignent I'importance des tests biologiques permettant le diagnostic
précis de phase de la THA. L'éflornithine beaucoup mieux tolérée par les patients est

malheureusement un traitement onéreux encore trop peu utilisé.
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DEUXIEME PARTIE: PROBLEMATIQUE

I. Nécessité d’améliorer le diagnostique de la THA

Nous avons vu que le diagnostic est d’'une importance cruciale (i) au niveau
individuel, car il permet d’assigner un statut de «malade» pour la personne examinée, et {ii)
au niveau de la population, car les stratégies de lutte contre cette maladie touchant des
populations rurales dans des régions souvent difficiles d’accés reposent en grande partie sur
la détection précoce et le traitement des malades. Cependant, il est reproché aux techniques

actuellement utilisées de manquer souvent de sensibilité et/ou de spécificité :

- mangque de sensibilité des examens parasitologiques du fait de parasitémies faibles et
fluctuantes (Truc et al., 1998), manque de sensibilité des méthodes indirectes dans le cas
d’infections précoces {les anticorps ou antigénes recherchés ne circulent pas encore dans
le sang, Noireau et a/.,, 1987) ou d’infections ne générant pas les anticorps ou antigénes
recherchés {Dukes et al., 1992} ;

- mangque de spécificité des méthodes sérologiques souvent attribué d'une part a des
réactions croisées avec d’autres trypanosomes {suite a une infection transitoire par
exemple a T. congolense, Noireau et al., 1986) ou d’autres parasites humains (Diallo et of,,
1996), et d’autre part a des persistances d’anticorps ou d’antigenes plusieurs mois, voire
plusieurs années apres traitement.

Ainsi, dans leur pratique quotidienne les équipes de lutte contre la THA sont en
permanence confrontées a des situations bien plus complexes que la dichotomie
malade/non malade. En effet, dans les foyers actifs de THA, trois types de sujets sont
rencontrés : {1) des sujets sains {dont le test de diagnostic indirect est négatif) ; (2) des sujets
malades (dont le test utilisé pour le diagnostic direct a montré des trypanosomes), et (3) des
sujets porteurs d’anticorps {diagnostic indirect positif} chez qui le trypanosome n’a pas été
mis en évidence lors du diagnostic direct (Ginoux & Frezil, 1981 ; Garcia et al, 2000;
lamonneau et al., 2000) que I'on nomme classiquement individus séropositifs. Ces sujets qui
ne sont pas considérés comme malades, ne regoivent aucun traitement. Il peut s'agir pour
certains d'entre eux de fausses séropositivités en relation avec des trypanosomes animaux
(T. b. brucei) ou d’autres parasitoses, mais également de sujets porteurs de parasites

pathogénes pour 'homme a des niveaux extrémement faibles, avec ou sans signe clinigue,
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pouvant jouer le rdle de réservoir de trypanosomes humains. Pour certains de ces sujets la
séropositivité va décroitre et s'annuler avec le temps, confirmant ainsi une réaction croisée
{Simarro et al,, 1999 ; Garcia et al., 2000). Pour d’autres, |la recherche répétée de parasites
durant quelques semaines va finir par s’avérer positive et permettre de porter le diagnostic
de maladie du sommeil et d’initier un traitement. Enfin, il restera une catégorie de sujets qui
maintiendront leur séropositivité dans le temps et ne révéleront aucune parasitémie. Ces

individus sont le plus souvent laissés en place sans traitement.

Ce probléme n’épargne pas les équipes mobiles du PNLTHA de la Guinée, pays le plus
toucheé par la maladie en Afrigue de I'Ouest et ol des prospections médicales sont
régulierement menées depuis la fin des années 1990 {(Camara et al, 2005). Par exemple,
dans les foyers du littoral, ces sujets séropositifs représentent 0,2 a 0,3% de la population
totale visitée, et jusqu’a 1% dans certains villages. Une particularité des foyers guinéens est
gque la quasi-totalité des malades sont porteurs d'adénopathies cervicales et gu’ils sont
dépistés a I'examen microscopique du suc ganglionnaire. Les mAECT effectuées a partir du
sang de ces sujets montrent des parasitémies souvent faibles et sont méme parfois
négatives (Camara et of., sous presse). Les sujets séropositifs sans confirmation
parasitologique n‘ont en général pas de ganglions, le dépistage au suc ganglionnaire est donc
impossible, et la mAECT est négative. Afin de rendre la lutte plus efficace, les efforts de

recherche se sont en partie concentrés sur I'amélioration des tests de dépistage.

Il. Apport de I'outil moléculaire dans le diagnostic de la THA

Afin d’améliorer la sensibilité de ces méthodes parasitologiques, notamment pour
détecter les faibles parasitémies souvent rencontrées chez les patients atteints de THA, des
techniques basées sur la détection d’ADN de trypanosomes par PCR {Polymerase Chain
Reaction ou amplification en chaine par polymérase) ont été récemment développées et

évaluées dans le domaine de la recherche (Jamonneau et ol., 2004; Chappuis et af., 2005).

Quel que soit le protocole utilisé, et avec différents types d’amorces pour T. brucei
s.f, la PCR semble étre généralement beaucoup plus sensible que les techniques
parasitologiques {sensibilité proche de 100% et une limite de détection allant de 1 a 40
trypanosomes par ml de sang en conditions expérimentales). La mAECt, considérée

22



actuellement comme l'examen parasitologique le plus sensible, donne une limite de
détection de 100 trypanosomes par ml de sang {OMS, 1998). Appliquée au LCR, la PCR s’est
avérée plus sensible que la double centrifugation (DC) couramment utilisée pour révéler la
présence de trypanosomes dans le LCR, et semble aussi permettre un diagnostic de rechute

tres précoce a la différence des techniques classiquement utilisées (Truc et a/., 1999).

Les amorces couramment utilisées (TBR1-2 par exemple) sont spécifiques de T. brucei
ssp., ce qui permet d’éviter les fausses positivités dues a d’autres parasitoses (filarioses,
paludisme) ainsi que celles dues a une présence transitoire d’autres trypanosomes (T.
congolense). Ces avantages font de la PCR un test spécifique. A la différence des autres
techniques indirectes qui peuvent rester positives pendant plusieurs années apres
traitement {persistance des anticorps ou des antigénes dans le sang), plusieurs observations
tendent a indiquer que I'observation d’une PCR positive représente réellement une infection
active : la persistance de I’ADN de trypanosomes morts dans le sang n’excéderait pas 1 a 2

jours {Chappuis et af., 2005).

En tant que membre du PNLTHA Guinée, I'objectif principal de cette étude était de
voir dans quelles mesures la PCR pouvait apporter des éléments de réponses a la question :
que représentent les sujets séropositifs sans confirmation parasitologique et comment

doivent-ils étre pris en compte dans les stratégies de lutte en Guinée ?
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TROISIEME PARTIE: MATERIELS ET METHODES

l. Zone d’étude : le foyer de Dubréka (Guinée)

La République de Guinée est située en Afrique de I'Quest sur la fagade Atlantique
{figure 11). Le pays s'organise en quatre grandes Régions Naturelles. Il s’agit de la Haute-
Guinée savanicole, de la Moyenne Guinée abritant le Fouta Djalon montagneux, de la Guinée
Forestiere et enfin de la Guinée Maritime. 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 I'océan Atlantique a I'Ouest. Cette région se caractérise par un climat trés contrasté,
puisque malgré I'existence d’une saison séche qui s’étend sur 5 mois {décembre a avril), ia
pluviométrie est supérieure @ 2000 mmy/an allant jusqu’a 4 500 mm/an dans Fimpluvium de
Coyah. 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% an),
du fait de I'accroissement naturel de la population régionale et d'une migration massive en
provenance de l'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 Forécariah et Dubréka, qui profitent du
commerce suscité par la monétarisation du marché de poissons, de sel et de bois {Rossi et

ai., 2000).
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Figure 11 : Carte de la Guinée et localisation de |a zone d’étude (Dubréka)

* Village

Figure 12 : Image satellite de la zone de Dubréka (cartographie, Fabrice Courtin)

25



La préfecture de Dubreka située a 50 km au Nord-Ouest de la capitale Conakry
{figures 11 et 12), constitue notre zone d’'étude. Elle se situe dans la Baie de Sangareya, zone
de mangrove située entre terre et mer qui est soumise a l'influence continentale des fleuves
Konkoureé, Bouramaya et Soumba ainsi qu’a linfluence maritime orchestrée par le jeu des
marées (figure 12) et qui se caractérise par un réseau de chenaux qui méandres entre une
végétation halophile, les palétuviers. C’est ce milieu riche, varié, complexe mais aussi parfois
hostile que 'homme exploite depuis des centaines d’années. Elle est bordée a 'Est par les
préfectures de Coyah et de Kindia, a I'Ouest par la préfecture de Boffa, au Nord par celle de
Fria et au Sud par V'océan Atlantique. Le peuplement est dominé par les Soussou et constitué
par une minorité de Peul. Il existe également quelques peuplements Ballantes et Temne

respectivement originaires de Guinée-Bissau et de Sierra Leone.

Le foyer de Dubréka représente encore aujourd’hui, le foyer le plus actif de Guinée.
Plusieurs prospections médicale menée de 1997 3 2008 par le PNLTHA de Guinée en
collaboration avec I'équipe IRD/CIRDES de Bobo-Dioulasso et IPR de Bouaké ont permis de
dépister des centaines de malades et identifier des centaines de séropositifs. Son 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 (riziculture, extraction de sel,
péche, coupe du bois....) qui impliquent des déplacements quotidiens ou saisonniers des

populations.

Il. Prospection médicale

Lors de notre étude, nous avons considéré 'ensemble de la préfecture de Dubréka
(figure 12}, Une cartographie et un recensement exhaustif de la population de la zone (iles et
continent) a été effectué famille par famille. Un numéro individuel de recensement a été
attribué a toute personne recensée. Ces étapes permettent d’avoir une idée précise du
nombre de personnes qui peuplent la zone et de leur répartition, d’identifier des centres de
regroupement (centres de prospection) et de définir le programme de prospection (tel jour
dans tel village). Elles permettent aussi lors de la prospection médicale d’avoir une idée tres

précise sur la part et la localisation de la population présente et de rechercher et sensibiliser
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les absents pour les convaincre d'accepter le dépistage et {ii} de connaitre a l'issue de la
prospection la part de la population testée et sa distribution. Lors de ces étapes
préliminaires a la prospection médicale active, la population est aussi sensibilisée afin de la
convaincre de l'intérét du dépistage de la THA et qu’'il concerne tous les individus vivants
dans la zone. Les étapes de sensibilisation sont extrémement importantes auprés de ces

populations qui vivent dans des zones rurales parfois tres reculées.

Le schéma de prospection médicale utilisé est celui retenu par le PNLTHA Guinée,
inspiré de celui préconisé par I'OMS. L'ensemble de la population présente le jour de la
prospection est recensée et du sang {70 ul) est prélevé par ponction digitale dans un tube
hématocrite hépariné pour chaque sujet, dans le but de réaliser le test sérologique de
screening de masse : le CATT sur sang total (CATT/sg) {voir Généralités 11.4.1). Les individus
positifs a ce test {agglutination visible, signe d’une réaction antigenes / anticorps recherchés)
sont prélevés au pli du coude (S ml de sang sur tube Vacutainer® hépariné) pour effectue;'
un CATT sur dilutions successives de plasma {CATT/pl) plus spécifique que ie CATT/sg. On
note alors la derniére dilution qui donne un résultat positif {présence d’une agglutination).
Une illustration est donnée sur la figure 13. Classiquement en Guinée, les tests
parasitologiques: mini Anion Exchange Centrifugation Technique (mAECT, Lumsden et af,,
1979) et la recherche microscopique des trypanosomes dans le suc ganglionnaire {étalé a
I’état frais entre lame et tamelle) prélevé en cas de présence d’adénopathies cervicales, sont
effectués pour tous les sujets CATT/pl 2 1/8. Dans notre étude, étant données les discussions
sur ce seuil de positivité, nous avons décidé de passer ce seuil a 4. Les sujets positifs aux
tests parasitologiques sont confirmés malades (T+), les individus positifs au CATT/pl mais
négatifs en parasitologie sont qualifiés de séropositifs {S+). Le diagnostic de phase est alors

effectué pour le choix du traitement a administrer.

Deux types de sujets ont été inclus dans I'étude :
» Malades (T+): sujets ayant un CATT/sg positif, un CATT/pl 2 1/4 et un test
parasitologique positif
» Séropositifs (S+): sujets ayant un CATT/sg positif, un CATT/pl 2 1/4 sans confirmation

parasitologique
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Pour tous les sujets T+ et S+, un questionnaire épidémiologique et clinique a été rempli (voir

annexe 1}. Ces sujets ont été géo référencés.
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Figure 13 : lllustration du CATT effectué sur plasma (CATT/pl)

Les cercles 1 a 5 correspondent au CATT/pi effectué sur dilutions successives du plasma (1 =
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). Les cercles 6 a 10 concernent un deuxiéme suspect
sérologique B. On voit que pour le sujet A, la derniére dilution montrant une agglutination
est la dilution 1/4 (cercle 2), le résultat est noté CATT/pl = 1/4. Pour le B, CATT/pl = 1/8.

lll. Echantillonnage

Pour tous les sujets T+ et S+ inclus dans notre étude, 1 ml de sang total a été échantillonné
dans un tube de Nunc 1,5 ml. Tous les échantillons ont étés conservés a —20°C sur le terrain

puis a —80°C au CIRDES avant utilisation au laboratoire pour la PCR.

IV. Extraction d’ADN

L'extraction d’ADN s’est faite a partir des échantillons de sang prélevés sur le terrain. Nous
avons utilisé un kit d’extraction commercial : le kit DNeasy® (DNeasy Tissue kit, description
du protocole en annexe 2). Le kit DNeasy® est une technique permettant d’obtenir de I'ADN
purifié (étapes de déprotéinisation avec la protéinase K, et purification a l'aide de différents

tampons). En résumé, on distingue quatre grandes étapes:

L'étape | : lyse des cellules et élimination d'une grande partie des composés cellulaires. |l
reste alors les acides nucléiques (dont I’ADN) et d’autres constituants protéiques ou ioniques

qu’tl va falloir éliminer pour une purification optimaie de 'ADN.



L'étape Il : On utilise une colonne pour séparés les résidus protéiques obtenus par action de
la protéinase K, et 'ADN. Les premiers sont entrainés a travers la colonne par I'éthanol et se
retrouvent dans le collecteur alors que I'ADN est fixé par la colonne grace a ses propriétés

ioniques.

L'étape Il : Le passage des tampons AW1 et AW2 dans la colonne permettent d’éliminer les
derniers contaminants et inhibiteurs d’enzymes {pour optimiser le fonctionnement de la Taq

polymérase dans les étapes de PCR, voir ci-dessous).

L'étape IV : TADN maintenant purifié est alors récupéré par le passage d’une solution AE sur

la colonne, dans un volume final de 400 pl prét pour la PCR.

V. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Principe de 1a PCR

Le principe de la méthode PCR consiste a amplifier sélectivement a |"aide d’un couple
d’amorces une séquence particuliére d’ADN par action répétée d’une ADN Polymérase (Taq
polymérase). Le fragment d’ADN a amplifier est compris entre 2 séquences qui doivent étre
connues pour définir les amorces. Elles vont se fixer a I'’ADN sur les séquences qui leur sont
complémentaires et permettre ainsi le début de la polymérisation. Trois étapes thermiques,

caractérisées par 3 températures différentes sont nécessaires a I'amplification (voir figure

14):
. Une étape de dénaturation a 94°C, qui permet de séparer les 2 hrins d’ADN.
. Une étape d’hybridation des amorces sur les séquences complémentaires de I'ADN

dénaturé, généralement a 50-55°C, cette température dépend de la taille de I'amorce
utilisée et de sa composition en base (55°C pour TBR1/TBR2). Les amorces
oligonucléotidiques sont chacune complémentaire d’un des 2 brins d’ADN et encadrent la
séquence a amplifier.

v Une étape de polymérisation ou d’extension a 72°C durant laquelle une polymérase
thermostable, la Tag polymérase, catalyse I'extension des amorces spécifiques par une

séquence exactement complémentaire des brins ou elles se sont fixées.
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Figure 14 : Schéma général de la PCR et les 3 étapes thermiques du cycle d’amplification

Dans cette étude, la PCR a été réalisée selon la méthode décrite par Penchenier et al,
(1996 ; 2000). Les amorces utilisées, TBR1-TBR2 sont spécifiques de T.brucei s./. (Moser et
al, 1989). Leur séquence est: 5'-GAATATTAAACAATGCGCAG-3’ pour TBR1 et 5'-
CCATTTATTAGCTTTGTTGC-3’ pour TBR2

Composition du « mix » pour la PCR

La réaction PCR nécessite les réactifs suivants :

. Les amorces qui dans notre cas sont TBR1 et TBR2 spécifiques de Trypanosoma
brucei s.1.
@ Les dNTPs, ce sont les bases composant 'ADN : dATP, dTTP, dGTP, dCTP. Ils sont

nécessaires a la formation du brin complémentaire.

® La Taq polymérase, c'est une enzyme issue de la bactérie Thermus aquaticus qui
entre en jeu durant la phase d’élongation.

° De l'eau stérile

® Du tampon 10 X stérile auquel a été ajouté du Mg2+ nécessaire a la réaction

Les PCR sont réalisées dans un volume final de 50 pl, soit 10 pl d’échantillons d’ADN et 40 pl
de mélange de réactifs {mix). Sous hotte stérile {(sans ADN), il faut préparer le mix pour la

PCR.



Le mix se réalise selon le plan suivant :

Pour 1 éch. Pour n éch.
TBR1 {(20pM/ul}) : 1 nX1pul
TBR2 {20pM/ul) : 1ud nX1yl
dNTP {10mM) : 1l nX1pl
Tampon 10X: S5ul nXsul
Taq Polymerase {5U/pl): 0,1 pl nX0,1ul
HO {gsp 20ul) : 31,9l nX31,9ul
Total 40 pl n X 40 pl

Sous la hotte, le mix est répartit dans le nombre de tubes eppendorf correspondant au
nombre d'échantillons a tester. On y prépare aussi le témoin négatif : 'ADN est remplacé
par de I'eau stérile (10 pl). Ce témoin nous permettra de vérifier que notre expérience n’a
pas été contaminée par de "ADN étranger.

Amplification de 'ADN

Hors de la hotte 10ul de 'ADN des échantillons a tester sont ajoutés aux tubes
contenant le mix. Dans le témoin positif on introduit 10pl d’ADN témoin de 7. brucei. Ce
témoin permet de voir si I'amplification s’est effectuée de maniére correcte. §'il n’apparait
pas sur le gel, je saurais qu'un probléme technique est survenu. Les conditions
d’amplification pour TBR1/TBR2 sont les suivantes : une premiere étape a 92°C pendant 5
minutes permet une dénaturation totale de 'ADN, on effectue alors 40 cycles avec une
étape de dénaturation {92°C, 30 s), une étape d’hybridation {55°C, 30 s) et une étape
d'extension (72°C, 1 min). L’amplification se termine par une étape d’extension finale a 72°C
pendant 10 minutes. L'amplification a été faite grace a un thermocycleur PTC-100

programmable thermal controller qu’il faut programmer en fonction des amorces utilisées.
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Révélation par électrophorése sur gel d’agarose

L'électrophorése est une technique biochimique qui permet une séparation des
molécules en se basant sur une de leur propriété chimique : leur charge électrique. Le
principe consiste a déposer les molécules a séparer sur un gel aqueux (gel d’agarose dans
notre cas) qui est placé dans un champ électrique créé par une tension continue. Le gel
baigne dans un liquide conducteur qui permet au courant de passer. Les molécules vont
alors se déplacer vers le pdle de signe opposé a leur charge, a une vitesse proportionnelle a
leur taille (charge) et a ia taille des pores du gel. A I'échantillon est ajoutée une molécule
colorée choisie en fonction de ses propriétés pour étre celle qui migrera le plus rapidement

dans le mélange, et qui déterminera le temps de migration.

Dans le cadre de notre étude, pour séparer et identifier les fragments d’ADN
amplifiés, une électrophorése en gel d’agarose 2 % a été réalisée. Les fragments d’ADN sont
détectés sur le gel grace a un colorant fluorescent, le bromure d’éthidium (BET), agent
intercalant de 'ADN. Un marqueur moléculaire de taille (Eurogentec) est déposé sur chaque
gel. La migration a €té effectuée dans des cuves a électrophorése dans lesquelles on place le
gel une fois ce dernier solidifié. Elles ont été préalablement remplies de tampan TBE a 0,5X
qui va permettre au courant de passer et donc a FADN de migrer. A |a fin de la migration on
peut ainsi visualiser en lumiere UV des quantités tres faibles d’ADN Un systeme de capture
de gel relié a un ordinateur permet de prendre des photos du gel et de les enregistrer. En cas
de présence d'une bande a 177 pb, taille de la séquence spécifique recherchée la PCR est

considérée positive,

Vi. Aspects éthiques

L’échantillonnage de cette étude a été effectué a partir du tube de sang prélevé pour
les examens sérologiques et parasitologiques selon les procédures du PNLTHA. Aucun
prélevement supplémentaire n'a été nécessaire. Les prélévements ont été effectués par le
personne] qualifié a cet effet. Tous les sujets inclus ont été informés dans leur dialecte des
objectifs de I'étude et ont donné leur consentement pour y participer. Notre protocole a

obtenu I'accord des comités d’éthique de 'OMS et de I'IRD.
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QUATRIEME PARTIE : RESULTATS

l. Résultats de la prospection médicale

Les résultats du recensement par village et hameaux sont donnés en annexe 3. Au
total, 63 localités ont été cartographiées pour 8 752 personnes recensées, dont 3 436 sur les
iles et 5 316 sur le continent. Au total, 6171 ont été vues pendant la prospection médicale
soit 70,5 % de taux de présentation. En tout, 39 malades ont été dépistés par les méthodes
parasitologiques {prévalence = 0,63%) et 39 {0,63%) sujets séropositifs sans 'confirmation
parasitologique ont été identifiés. Les résultats de la cartographie et du recensement ainsi

que la répartition des malades et des séropositifs sont illustrés sur les figures 15 et 16.

On remarque une quasi-absence de malades et de séropositifs dans les localités
situées face a I'océan. Cette espace, particulierement salin, est défavorable a la présence des
glossines, et la majorité de la population de ces villages pratiquent la péche en mer. Les
populations rassembiées dans ces villages ont donc peu de contact avec la mangrove. La
plupart des malades et séropositifs se répartissent de fagon assez homogeéne dans |'espace
compris entre Vinterface iles/continent au sud et les montagnes au nord. Les populations
exploitant ces espaces sont particulierement mobiles de par leurs activités quotidiennes
{péche, approvisionnement en eau, riziculture de bas fond, exploitation du bois), et les
échanges journaliers et saisonniers entre les iles et le continent sont trés importants. En fait,
de maniére générale, les populations d’un village sur le continent possedent des rizieres
et/ou des zones d’extraction de sel en mangrove. C'est probablement lors des trajets entre
le continent et les fles, le long des chenaux de mangroves {hictope tres favorable a Glossina
palpalis gambiensis) que les sujets se font contaminer. La séroprévalence et la prévalence
observée sur le continent (1,36 et 0,71% respectivement) sont |égérement supérieures a
celles observées sur les iles {1,11 et 0,53% respectivement). Cette différence peut-étre
attribuée aux populations insulaires du front de mer trés peu touchées par la maiadie. Si la
distribution des malades est assez homogéne, plusieurs lacalités ont montré des prévalences
supérieures a 1%, jusqu’a 5,5% pour les villages de Campama sur le continent, tandis que les

villages les plus touchés sur les fles sont ceux de Kanka et Kakounssou.
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H. Résultats des tests diagnostiques effectués sur le terrain

Les résultats bruts des tests effectués sur le terrain sur les 39 T+ et 33 S+ sont donnés
en annexe 4. La figure 17 montre que la proportion de malades positifs au CATT/pl 1/16 et
1/32 est supérieure 3 celle des séropositifs. Le contraire est observé pour le CATT/pl 1/4 et le
CATT/pl 1/8. On remarque cependant que le CATT/pl 1/4 est positifs pour 3 malades sur 39
(7,7%).

Les résultats des tests parasitologiques qui ont permis de dépister les 39 T+ sont
donnés dans la figure 18. Au total, 29 sujets ont été positifs aux deux tests. Ces résultats
confirment une tendance déja plusieurs fois observée en Guinée avec 84,6% des sujets
positifs a I'examen du suc ganglionnaire. Seulement 4 malades ont eté négatifs a la mAECT.
Trente quatre séropositifs (87,2%) ne présentaient pas d’adénopathies cervicales. La
recherche des trypanosomes dans le suc ganglionnaire ponctionng sur les 5 autres sujets

s'est avérée négative.

Les 39 malades dépistés ont été convoqués au centre de traitement de Dubréka.
Maltheureusement, 4 malades ont refusé le traitement malgré nos explications. Ainsi, le
diagnostic de phase n’a été effectué que sur 35 malades. La simple centrifugation du LCR
{SC) a été positive pour 9 sujets (25,7%). Les résultats du classement par phase en fonction
de la cytorachie sont décrits sur la figure 19, Sur les 35 malades, seulement 2 (5,7%) ont étés
classés en phase 1 (Pl, de 1 a 5 cellules/ul et absence de trypanosome dans le LCR), 20
(57,1%} en phase 2 précoce {PIIP, de 6 a 20 cellules /ul), et 13 (37,1%) en phase 2 avancée
(PIIA, plus de 21 cellules/ul}. Les malades en Pl et PilP ont été traités a la pentamidine et
ceux en PIIA au melarsoprol selon les recommandations du PNLTHA. Malheureusement,
nous avons enregistré 2 cas d’encéphalopathies réactives mortelles. Les autres malades ont
été traités efficacement, ils sont en cours de suivi post-thérapeutique afin de détecter

d’éventuels cas de rechute.
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Figure 15 : Représentation spatiale des localités et populations recensées et répartition
des malades (T+) dépistés au cours de la prospection médicale {cartographie, Fabrice
Courtin)
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Figure 16 : Représentation spatiale des localités et populations recensées et répartition

des séropositifs (S+) identifiés au cours de la prospection médicale (cartographie, Fabrice
Courtin)
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Figure 17 : Résuitats du CATT/pl pour les 39 T+ et 39 S+ identifiés lors de la prospection
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Figure 18 : Résultats des tests parasitologiques sur les 39 T+
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Figure 19 : Résultats du diagnostique de phase sur les 35 sujets qui ont été traités

lI. Résultats de la PCR

Une illustration d’un gel PCR est donnée en figure 20. Les résultats bruts des PCR
effectués au laboratoire sur les 39 T+ et 39 S+ sont donnés en annexe 4. Ces résultats
illustrés sur la figure 21 confirment la trés bonne sensibilité de la PCR qui est positive sur 37
des 39 malades (94,9%). Les 2 malades négatifs en PCR font partie des 4 malades négatifs &
la mAECT. Parmi les S+, on observe un résuitat PCR+ pour 13/39 sujets (33,3%).
Curleusement, comparés aux résultats du CATT/pl (figure 22) on remarque que les résultats
PCR+ concernant principalement les S+ positifs au CATT/pl % (45,4%) et au CATT/pl 1/8
(42,9%). Seulement 2 PCR sont positives sur les 14 sujets (14,3%) ayant un CATT/P| 2 1/16.

177 pb —»

PM T+ T- 1 2 3 4 5 6 P™m

Figure 20 : Révélation d’une PCR sur gel d’agarose
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PM = poids moléculaire, T+ = témoin positif de manipulation, T- = témoin négatif attestant
qu’ll n'y a pas eu de contamination de la PCR, les échantilions 1 et 2 correspondent a 2
malades (T+) positifs en PCR (présence de la bande a 177 paires de base), 3 et 4 sont des
séroposhtifs (S+) positifs en PCR, 5 et 6 sont des séropositifs négatifs en PCR (absence de la
bande a 177 pb).
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Figure 21 : Résultats PCR sur les 39 T+ et 39 S+
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Figure 22 : Résultats PCR et CATT/pl sur les sujets 5+
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CINQUIEME PARTIE : DISCUSSION

A flissue de nos recherches, nous avons analysées nos données en fonctions des
objectifs que nous nous somme fixés, a savoir: (i) évaluer comment la PCR pour'rait apporter
une solution dans la prise en charge des sujets séropositifs et (ii) proposer des solutions au
programme de lutte pour le contréle de cette endémie sommeilleuse dans les foyers de
Guinée principalement sur le littoral Guinéen.

La prospection médicale menée dans le cadre de cette étude a permis de confirmer Ja
présence de la THA dans le foyer de Dubréka. En comparant nos résultats a ceux donnés
dans Camara et af. (2005), la prévalence semble rester stable dans la zone de Dubréka
(0,75% a 0,63%). Ces résultats montrent que la transmission du parasite est toujours active
maigré les prospections médicales menées ces derniéres années. La distribution spatiale des
cas de THA observée lors de cette mission tend a montrer que la plupart les localités de la
zone de mangrove sont concernées par fa maladie. Les prochaines activités de dépistage
doivent tenir compte de ce résultat et mettre en ceuvre la logistique nécessaire pour

prospecter ces zones difficiles d’acces (certaines en pirogue uniquement).

Le recensement exhaustif de la population nous a permis d’avoir une idée précise de
la proportion de la population visitée lors de la prospection médicale. Ce taux de 70,5%
pourtant acceptabie grice a la sensibilisation menée pendant le recensement montre que
presque 1/3 de la population n’a pas été visitée et que 16 malades sont restés dans la zone
aprés notre passage si on tient compte de la prévalence obtenue sur |a population examinée
{0,63%). Le recensement avant prospection est donc d’une importance cruciale car il permet
d’évaluer lefficacité de la prospection. Si celle-ci a permis de dépister 39 malades et d'en
traiter 35, il en reste 16 {parmi la population non vue) et 4 {malades refusant le traitement)
dans la zone malgré les efforts importants de sensibilisation (pendant le recensement et
juste avant la prospection}. Ces résultats montrent les limites de cette méthode du
dépistage actif pour venir a bout du réservoir humain de parasite et montrent qu'il est
nécessaire de s’attaquer parallélement a celui qui circule chez le vecteur en par une
campagne de lutte anti-vectorielle. Une telle campagne est en train de se mettre en place
dans notre zone &tude. Nous espérons une baisse importante de prévalence dans les années

a venir.
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Nos résultats ont confirmé la bonne spécificité du CATT/pl. Dans cette. étude, nous
avons choisi un seuil de % pour la positivité au CATT/pl et effectuer les tests
parasitologiques, alors que ce seuil était précédemment fixé 3 1/8 par le PNLTHA. Cette
démarche nous a permis de dépister 3 malades supplémentaires {7,7%). Nous suggérons
donc, au risque de multiplier a tort les examens parasitologiques, de passer le seuil de
sélection des individus sur lesquels portent les examens parasitologiques, actuellement de
1/8 a 1/4 dans le foyer de Dubréka. Nous suggérons aussi de tester la méme démarche dans
les autres foyers guinéens. Ces résultats montrent que lors des précédentes prospections
médicales, des malades positifs au CATT/pl % n‘ont pas pu étre dépistés. Ces malades en

restant dans le foyer ont contribué au maintien de la transmission de la THA.

Les résultats parasitologiques ont confirmé la trés bonne sensibilité de la mAECT avec
seulement 4 malades negatifs a ce test. Il est possible que pour ces sujets que les
parasitémies sanguines soient trop faibles pour étre détectées par ce test. Nous confirmons
la forte proportion de trypanosomés porteurs d’adénopathies cervicales infectées :pius de
80% dans les 3 foyers du littoral guinéen (Camara et o/, 2005 ; Camara et al., sous presse)
comparé a celle que l'on observe par exemple dans les foyers ivoiriens : 20%'(Kaba et al.,
2006). Comment expliquer cette différence 7 Elle peut étre liée a des différences entre les
populations de parasites ou de popuiations humaines entre les deux zones. Une étude
récente de génétique des populations montrant que les souches de trypanosomes circulant
en Guinée sont différentes de celles circulant en Céte d’lvoire (Koffi et al., 2009) sembie en
faveur de la premiére hypothese, Les méthodes moléculaires (marqueurs microsatellites}
appliquées aux ADN extraits dans e cadre de cette étude permettront d’apporter des

précisions sur ces questions de recherche.

On confirme la trés faible proportion de sujets en phase 1 de la maladie observée
depuis plusieurs années dans les foyers guinéens (Camara et al., 2005). Par exemple dans le
foyer de Bonon en Céte d'lvoire, Jamonneau et of (2002} ont observé une proportion de
phase 1 de 31,6%. Ceci peut-étre du a une baisse de la transmission de la maladie : de moins
en moins de nouveaux sujets se font infectés et les sujets dépistés le sont depuis plusieurs
années et n'ont pas assisté aux précédentes prospections. 1| est possible aussi que des
souches particulierement virulentes circulent dans le foyer et que les nouveaux sujets

infectés par ces souches évoluent rapidement en phase 2 de la maladie. Une étude est en
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cours pour caractériser la virulence des souches de parasites isolées ces derniéres années

dans le foyer de Dubréka.

Les résultats PCR ont confirmé la bonne sensibilité de ce test déja décrites dans les
études précedentes qui ont utilisé ce test comme méthodes diagnostic (Chappuis et al.,
2005). C'est le test qui s'est avéré le plus sensible de notre étude avec prés de 95% de
malades détectés. Les 2 sujets négatifs en PCR font partie des 4 sujets négatifs a la mAECT.
Ce résultat semble confirmer que les parasitémies sanguines chez ces sujets sont
particulierement faibles, probablement < 1 trypanosome / ml qui est le seuil de détection de

la PCR avec les amorces TBR1/TBR2 (Penchenier et al., 1996).

Cette meilleure sensibilité est confirmée par les résultats obtenus sur les sujets S+,
Aucun de ces 39 sujets n’a été positif aux tests parasitologiques, alors qu'l/3 d’entre eux
sont positifs en PCR. Ces sujets semblent donc porteurs de trypanosomes qui ne sont pas
détectés par les méthodes parasitologiques classiques, notamment parce que la plupart des
sujets 5+ ne présentent pas d’adénopathie (examen du suc ganglionnaire impossible), mais
aussi parce que les parasitémies sanguines sont trop faibles pour étre détectées par la
mAECT. La question classique qui se pose maintenant est: que représente ce statut de
seropositifs positifs en PCR ? I est possible que ces sujets soient porteurs de souches de
parasites peu virulentes 3 I'origine de parasitémies sanguines faibles non détectables par la
mAECT. Il est possible que ces sujets soient particulierement résistants a I'infection et qu'ils
maintiennent des parasitémies faibles, Des recherches doivent continuer d’étre menée pour
tester ces 2 hypotheses. Concernant le réle du parasite, il faudrait pouvoir comparer les
souches circulantes chez les sujets S+ et celles circulantes chez les sujets T+. Cette
comparaison est actuellement en cours en utilisant 1a PCR de marqueurs microsatellites
polymorphes (Koffi et af., 2009). Concernant le réle de I'héte, il faudrait caractériser et
comparer la réponse immunitaire des malades et des séropositifs par des dosages de
cytokines par exemple. Les plasmas de ces sujets sont disponibles et cette approche est en
perspective. Le suivi de ces sujets a long terme permettrait aussi de voir I'évolution de leur
statut dans le temps : seront-ils a un moment détectés par les méthodes parasitologiques ?
Les tests PCR vont-ils se négativer ? Le statut de séropositif va —t'il se maintenir ? Un autre
probléme se pose : la PCR ne détecte pas directement le parasite, mais uniquement son ADN

et peut étre considérée comme un test indirect. Des recherches doivent étre menées pour
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savoir dans quelle mesure une PCR positive signe une infection active. Compte tenue de [a
toxicité des médicaments, il est nécessaire de répondre a cette question si on veut un jour
utiliser la PCR comme outil d’aide a la décision thérapeutique. Les connaissances actuelles

ne permettent pas encore de traiter un sujet sur la base d’un résultat positif en PCR.

Dans tous les cas, si ces sujets sont réellement porteurs de trypanosomes, ils
constituent un réservoir potentiel de parasites dans les foyers. lls pourraient contribuer au
maintient de |a transmission dans le temps et pourraient expliquer le maintient de
'endémie. Nos résultats montrent donc qu’une attention particuliére doit étre portée a ces
sujets dans les stratégies de lutte du PNLTHA méme si des questions subsistent sur leur réle

dans I'épidémioclogie de la THA,

Au début de cette étude, e constat était que le foyer de THA de Dubréka était le plus
actif d’Afrique de I'Ouest, et que I'endémie se maintient dans le temps. Notre étude a
montré que ce maintien pouvait étre du (i) aux limites de la méthode du dépistage actif
(grace au recensement), (ii) au fait que lors des activités précédentes, on utilisait le CATT 1/8
comme seuil de choix des sujets sur lesquelles portaient les examens parasitologiques, et (iii)
au fait que des sujets séropositifs potentiellement porteurs de parasites rester;t non traités

dans le foyer.

Cette étude nous permet alors de faire des propositions concrétes afin d’optimiser

les stratégies de lutte contre la THA en Guinée :

- Effectuer un recensement de la population avant chaque prospection médicale afin
d’évaluer son efficacité et identifier les zones ou les taux de présentation de la
population sont les plus faibles c'est-a-dire les zones ou il reste le plus de malades

apres le passage de 'équipe.

- Effectuer les examens parasitologigues sur tous les sujets positifs au CATT/pl 2 %, afin
de détecter plus de malades, au risque d’effectuer a tord ces examens a des sujets

dont la positivité au CATT est plutét due a une réaction non-spécifique de la THA.

- mettre en place un suivi a long terme (2 ans) de tous les séropositifs détectés lors des
prospections médicales. Dés la détection d’un sujet et lors de ce suivi, nous

suggérons d’effectuer un prélévement de sang et de plasma a chaque visite. Une
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extraction d’ADN pourra étre effectuée a partir du tube de sang, a des fins
diagnostiques mais aussi de caractérisation des trypanosomes circulant dans notre
zone d’étude. Le tube de plasma pourra permettre d’effectuer des dosages
serologiques comme celui de la trypanolyse, un test qui semble prometteur dans le

contexte de la surveillance épidémiologique de la THA {Jamonneau et al., sous

presse).

De mettre en place une lutte anti-vectorielle dans les zones de plus forte prévalence.
A ce sujet, les données obtenues lors d’'un recensement et celles issues des
questionnaires épidémiologiques posées aux malades et séropositifs (données non-
détaillées dans cette étude) peuvent étre d'une grande utilité. En effet, ces données
permettent d’identifier des activités et donc des zones particulierement a risque :
péche, riziculture, extraction de sel et point d’approvisionnement en eau dans le

cadre de notre étude, ou il faudra accentuer la lutte pour la rendre plus efficace.

Ces propositions de stratégies de lutte devraient étre appliquées a toutes les zones

“ concernées par la THA en Guinée. Cette étude a une fois de plus montré le réle de la

recherche pour optimiser les stratégies de lutte. La solide collaboration qui existe depuis

plusieurs années entre le PNLTHA Guinée {acteur de la lutte) et I'IRD/CIRDES {acteur de la

‘recherche) et les avancées obtenues pour la lutte contre la maladie en témoignent. Cette

\étude menée dans le cadre de mon DEA m’a permis de prendre une place importante dans

‘cette interface lutte / recherche, que je mettrai en application afin de répondre aux objectifs

fixés par les perspectives de recherche de cette étude.
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ANNEXES

Annexe 1. Questionnaire épidémiologique et clinique

Etat civile du malade Date e,

NOM & e N OBPISEARE et
PPENOMS Lvvrecvccrcre s e CENETE de Prospection: ...,
Age: ....S5exe. ... .Ethnie: . . ........Profession:.........
Nom du pere @ ..o vviimnnenn, Nom delamére: ...cccoverennn
Questionnaire épidémiologique :
- Activité .
Activité principale : ......c.cocoeees Activité secondaire :.......cccorvereen.
Lieu de travail @ ..ot s e s e s
- Originaire de [a zone : OUI/NON S5i NON ProvVENANCe iu.eniceiirenane
Date d'arrivée | .cceecrececrinene
- Lieu de résidence - permanente @ .......ccccociccincnnne e e
-Temporaire © s
- voyages (3 derniére années) : QUI/ NON
SIOUI T OU wvirercveivneererirnveeeee. DU QU SBJOUN D v
- Frequentez —vous 185 T18S 2 ..o v v s sy s
- S OUI; TIES VISITEBS I ..eivieceierie et et tsas s eves s e b se e s sasnaeaeas

- Présence d’animaux dans la concession : OUI /NON  lesquels.....oc.ce...

....................................................................................................

=TV ISR ¢ 1Y ]| -1 SR
-Actuel ou ancien trypanosomé dans la famille proche «...........leur nombre .......

- leur date de dépistage : ............ 1a période de la maladie ..........



-leur ieu de FeSideNCE T e et sceere e e e e s

Questionnaire clinique :

- adénopathies cervicales: OUIl / NON Typique / Atypique
- Insomnie nocturne : QUi / NON ; somnolence diurne : QUI / NON
- Troubles de I'appétit : OUI / NON siOUl:  Boulimie / Anorexie

- Troubles activité sexuelle : QU / NON

si QUI préciser {aménorrhée, impuissante..) s seenes

- Fiévre : O/ NON ; maux de téte: OUI /NON; amaigrissement : OUI / NON
- sensation de fatigue générale : QUI/ NON ;

- troubles du comportement : QUI / NON (Préciser) fo.cnninincanens

- date d’apparition des premiers symptomes {fatigue, insomnies....} juuvicenenn
- Signes cutanées :  Prurits OUI/NON, Trypanides OUt/NON

- AULIrES SIZNES A PrECISET vevnimcrirrrarerereeresersrsnesesssorsaesasasesrsrosne



Annexe 2. Protocole d’extraction d’ADN a partir de sang total par le kit DNeasy

¥ ¥V ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

o

Aliquoter 500 pl d’eau ultra pure dans des tubes Eppendorf de 1,5 m
Ajouter 500 ul de sang dans chaque tube

Vortexer 10 secondes toutes les 2 minutes pendant 10 minutes
Centrifuger a 13000 g pendant 4 minutes

Oter le surnageant

Ajouter 1 ml de PBS au cuiot

Vortexer pendant 10 minutes (resuspension du culot)

Centrifuger & 13000 g pendant 4 minutes

Oter le surnageant

Ces étapes aont permis une lyse des cellules et I'élimination d'une grande partie des composés
cellulaires. 1l reste dans le culot, les acides nucléiques (dont I'ADN) et d’autres constituants
protéigues ou ioniques qu’il va falloir éliminer pour une purification optimale de I'ADN.

»
i

Ajouter 200 pl de PBS dans chaque tube (resuspension du culot)

Ajouter 20 pl de protéinase K et 200 plL de tampon AL (la protéinase K permet de dégrader
les protéines en oligopeptides, le tampaon Al permet d’optimiser 'action de la protéinase K)
Vortexer vigoureusement et incuber a 70 °C pendant 10 minutes (pour favoriser I'action de la
protéinase K)

Numéroter les colonnes

Ajouter 200 pl d’éthanol 100% et vortexer vigoureusement (I'éthancl va entrainer les résidus
protéiques restants)

Transférer la totalité dans les colonnes qui sont placées au dessus d’un collecteur
Centrifuger pendant 2 minutes a 13000 g

Lors de cette étape, les résidus protéiques sont entrainés a travers la ¢olonne par I'éthanol et se
retrouvent dans le collecteur et i’ ADN est fixé par la colonne griace a ses propriétés ioniques.

»
»
¥

Fd

Jeter les collecteurs et récupérer les colonnes sur d’autres tubes collecteurs

Ajouter 500 pl de tampon AW1 et centrifuger pendant 2 minutes a 13000 g

Récupérer a nouveau les colonnes sur des tubes collecteurs

Ajouter 500 ul de tampon AW2 aux colonnes et centrifuger pendant 5 minutes a 13000 g

Les tampons AW1 et AW?2 permettent d’éliminer les derniers contaminants et inhibiteurs d’enzymes

(pour optimiser le fonctionnement de la Tag polymérase dans les étapes de PCR)

¥

Les colonnes sont maintenant posées sur les tubes dans lesquels sera élué YADN. On y ajoute
200 pl de tampon AE et on laisse incuber pendant 3 minutes a température ambiante (le
tampon AE permet de décrocher 'ADN)

Centrifuger a 13000 g pendant 5 minutes (élution de 'ADN)

Remettre 200 pl de tampon AE dans les colonnes et centrifuger a 13000 g pendant 5
minutes.

L’ADN maintenant purifié est ainsi récupéré dans un volume final de 400 | de solutior AE, prét pour
fa PCR.



Annexe 3. Résultats recensement / cartographie

LOCALITE Nrecensés Nvisités Nséropos  Nmalades
Balanta* 27 27 0 0
Boneah* 327 175 2 2
Borondo* 120 84 0 0
Campama* 46 72 0 4
Dofili* 114 92 1 2
Doti* 297 239 5 2
Fandje* 10 10 0 0
Fofo* 18 17 0 0
Gore* 79 76 0 0
Khoiaya™ 827 711 2 7
Khonikourou* 136 98 0 1
Kopering* 313 154 3 1
Menguiah* 1168 226 0 0
Sirayah* 474 302 2 0
Tabeta* 350 322 1 3
Tegna* 491 394 1 1
Yatia* 217 149 4 1
Yeguiah* 302 221 1 0
Arabanty 383 226 2 1
Bady 8 0 0 o
Balantalle 26 54 1 1
BalantaSonfe 22 28 0 0
Bambekaki 66 57 0 0
Bandakoro 53 40 0 C
Baguigan 28 20 0 0
Bengue 6 6 0 0
Bokhinene 828 678 2 1
Garakoumbaya 2 6 0 0
Hermakono 77 35 0 o
Kakounsou 152 144 1 3
Kampama 6 1 0 0
Kanka 287 233 7 3
Kanse 123 100 0 0
Kasognah 35 32 0 0
Katoumbaya 3 3 0 a
Kereba 123 69 0 0
Kholayalle 72 26 0 1
Khonibombo 207 185 1 0
Kisonki 22 34 0 0
Komboi 27 8 0 0
Konyikeren 39 33 0 1
Mendabon 61 109 0 0
Paris 16 9 0 0
Sanabombo 139 66 0 0



Siadogobe 13 5 0 0
Simamodia 16 11 0 0
Solonyere 33 21 0 0
Sonfe 25 59 0 1
Soryakaki 52 61 0 0
Tabaya 30 24 0 0
Tokyo 22 20 0 0
Tougoussouri 129 113 2 1
Wonko 66 52 0 0
Wovyekhory 16 57 0 0
Yatagui 70 67 0 0
Youlabenyi 13 0 0 1
Kandiandi 21 21 0 0
Allamondo 6 6 0 1
Fofia 15 15 0 0
Allamatode 5 5 0 ¢
BalantaP 8 8 0 0
Panibanki 12 12 1 0
BalantaR 43 43 0 g
Total 8752 6171 39 39

* = Localités recensées sur le continent.

Toutes ces localités sont géo référencées, voir Fabrice Courtin {courtinfabrice@yahoo.fr}

Nrecensés = Nombre de personnes recensées
Nvisités = Nombre de personnes examinées pendant la prosnection médicale

Nséropos = Nombre de sujets séropositifs sans confirmation parasitologique identifiés lors

de la prospection médicale

Nmalades = Nombre de malades dépistés lors de la prospection médicale



Annexe 4, Résultats bruts de tous les tests effectués sur les 39 malades et 39
seropositifs

N°dépistage | Statut | CATTpl PG mAECT SCLCR | Cytorachie | Phase PCR
Arab/3/812 T+ 128 + + - 72 A +
Camp/1/1/9 T+ 64 + + - 13 P +
Tabe/2/1/9 T+ 32 + + + 20 P +
khol/18/1/8 T+ 32 + + - 30 A +
Kholb8/1/2 T+ 32 Abs + - 39 A +
Khol/9/1/4 T+ 32 + + - 8 P +
Kholt42/1/9 T+ 32 + + - 86 1A +
Bone/12M/26| T+ 32 + + - 5 [ +
Camp/1/2/3 T+ 32 + + - 8 P +
khol/31/1/5 T+ 32 + + - 15 e +
Dofif7 111 T+ 32 + + - 15 P +
Cofi10/1/9 T+ 32 Abs + - 145 A +
Kope/8/114 T+ 32 + + - 7 P +
Pmako 7 T+ 32 Abs + - 238 HA +
SonfH/1/1 T+ 32 + + - 18 P +
kank/G/1/2 T+ 32 + + - 52 A +
Khol/48/1/9 T+ 32 + - + 231 A -
Tegn/321H119| T+ 18 + 121 A +
yati/1/1/2 T+ 16 + + - 18 P
Bone/13/1/13| T+ 16 + - - 10 P -
Youl/5/3/3 T+ 18 + + + 21 1A +
Bokh/36/1/1 T+ 16 + + nf nf nf +
campf 11242 T+ 16 + + - 18 P +
Allam/1/1/1 T+ 16 + + nf nf nf +
Doti/13/3/4 T+ 16 + + nf nf nf +
Doty/13/1/22 T+ 16 + + - 3 I +
Kank/15/1/10| T+ 16 + + - 162 (1A +
kank/14/216 T+ 16 + + - 21 A +
Kako/12/1/31 T+ 18 + + + 27 A +
Khel/1/1/1 T+ 16 + + - 14 P +
Bala/4/1/1 T+ 16 Abs + - 10 P +
Tabel7/1/3 T+ 16 - + 14 [P +
Tabe/3/3/7 T+ 16 - + 83 A +
Camp/1/2/4 T+ 8 + - 9 P +
Toug/8/1/3 T+ 8 + 75 A +
Kako/11/1/5 T+ 8 Abs + 58 A +
Kholi221/3 T+ 4 + + - 24 A +
kony/2/111 T+ 4 + + nf nf nf +
Kako/14/1/9 T+ 4 Abs + - 80 A +
Dotif4/1/2 S+ 64 - - nt nf nf -




N°dépistage | Statut | CATTpl PG mAECT SCLCR | Cytorachie | Phase PCR |
Toug/3/1/1 S+ 3z Abs - nf nf nf +
Dofif10/111 S+ 32 - - nf nf nf +
Khol/4/1/1 S+ 32 Abs - nf nf nf -
Arab/72H1 S+ 32 Abs - nf nf nf -
Dotif11/1/6 5+ 32 Abs - nf nf nf |+ -
Panif1/1/6 S5+ 32 - - nf nf nf -
Kank/16/1/3 S+ 32 Abs - nf nf nf -
kank/5/11 S+ 32 - - nf nf nf -
Bone/15/1/1 S+ 16 Abs - nf nf nf -
Yatif3/1/8 S+ 16 Abs - nf nf nf -
Bone/20/1/3 S+ 16 Abs - nf nf nf -
Kanki2i1/13 S+ 16 Abs - nf nf nf . -
Kanks2/1f21 S+ 16 Abs - nf nf nf -
Tabe/14/1114 | S+ 8 Abs - nf nf nf +
Kheolf25/2{13 S+ 8 - - nf nf nf +
Bokh/19/1/1 S+ 8 Abs - nf nf nf +
Dp48 S+ 8 Abs - nf nf nf +
Kope/2/1/4 S+ 8 Abs - nf nf nf +
Kank/2/1/13 S+ 8 Abs - nf nf of |+
Yatit3/1/1 S+ 8 Abs - nf nf nf -
Sira/5/1/2 S+ 8 Abs - nf nf nf -
Doti14/1/1 S+ 8 Abs - nf nf nf -
Dotit19/2/4 S+ 8 Abs - nf nf nf -
Doti/13/1/2 S+ 8 Abs - nf nf nf -
Toug/6/1/13 S+ 8 Abs - nf nf nf -
Dp14 S+ 8 Abs - nf nf nf -
Kako/6/1/2 S+ 8 Abs - nf nf nf -
yegu/di2i2 S+ 4 Abs - nf nf nf +
Tegn/34/1/4 S+ 4 Abs - nf nf nf +
Bokh/18/1/3 S+ 4 Abs - nf nf nf +
khon/28/1/5 S+ 4 Abs - nf nf nf +
Kank/8/1/6 S+ 4 Abs - nf nf nf +
Sira/71111 S+ 4 Abs - nf nf nf -
yati/6/1/11 S+ 4 Abs - nf . nf nf -
yati/7/1/6 S+ 4 Abs - nf nf nf -
Kope/15/1/9 S+ 4 Abs - nf nf nf -
kank/18/1/8 S+ 4 Abs - nf nf nf -
Bala/1/1/7 S+ 4 Abs - nf nf nf -

PG = Ponction ganglionnaire et examen microscopique du suc ganglionnaire, Abs = absence
de ganglion, SC LCR = simple centrifugation du LCR (recherche de parasite dans le LCR),
Cytorachie = nombre de cellules blanches / ul de LCR




