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Résumé — Le dépistage de masse de la trypanosomiase humaine africaine a Trypanosoma
brucel gambiense (T.g.) se fait classiquement par un Card Agglutination Trypanosomiasis Test
(CATT) en série (CATT sur sang total suivi d'un CATT sur sérum en cas de positivité du premier
test) et la recherche de tryganosomes dans les adénopathies. Actusllement, les sujets chez
lesquels le trypanosome a éte mis en évidence (dans le sa_ln_cr; ou le suc gangtionnaire) sont traités,
ainsi que les doubles positifs (en CATT sang et en CATT sérum).

L'existence de malades dont la ponction ganglionnaire s'est révélée positive, alors que le CATT
sur sang total était négatif, a amené ies auteurs & pratiquer une enquéte par CATT en paralléle
(CATT sur san%et sur sérum) portant sur 2.030 personnes dans le foyer de Boko Songho (Congo
--région de la Bouenza). Alors que la prévalenco dos posltits au CATT sang et au CATT sérum
(CATT en série) est de 6,8%, la prévalence des positifs & I'un au moins des deux CATT (CATT
en paralidle) est de 19%.

Les 12,2% de résultats discordants (sang+/sérum~ ou sang-—/sérum+) ont été revus un
mois plus tard en CATT et en Immuno-Fluorescence Indirecte (IFl). Parmi ceux-ci, 22,3 % se sont
positivés au sang et au sérum, alors que 30,6% se sont négativés. Ce dernier groupe posant
le probléme des réactions croisées, les auteurs ont pratiqué une IFl avec Trypanosoma
congolense (T.c.) comme antigéne sur un échantiion de 18 personnes présentant un CATT
discordant. Toutas les IFI faites avec T.c. ont été positives au seuil de 1/50° alors que certains
! sérums étaient négatifs en IF1 en utilisant Trypanosoma brucei gambiense comme antigene.

Les auteurs se sont posés la question du choix de I'entrée dans la chaine diagnostique (CATT
en série ou en paralldle) et discutent de I'interprétation des résultats discordants.
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|. Introduction

Le Card Agglutination Trypanosomiasis Test (CATT) (4) est actuellement
la technique la plus utilisée pour le dépistage de masse de ia trypanosomiase
humaline africaine. Le screening dans la population généralo so falt sur sang
total. Seul le sérum des positifs est analysé (CATT en série). Les positifs aux
deux CATT font I'objet d'une recherche de trypanosomes dans le sang par-
Centrifugation en Tube Capillaire (CTC) (9). Parallélement, on recherche la .
présence d’adénopathies susclaviculaires ou jugulaires. Les ganglions palpa-
bles sont ponctionnés et le suc ganglionnaire examiné afin d’y mettre en
dvidence la présence de trypanosomes.
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La recherche systématique d’adénopathies nous a permis de constater
que pour prés de 14% des malades chez qui le trypanosome a été trouvé
& la ponction ganglionnaire, le CATT sang (CATT Sg.) était négatif. Le CATT
sérum (CATT Sr.), quant & lui, quoique le plus souvent positif, pouvait étre
également négatif.

Cette constatation nous a incité, lors d’une prospection & Boko Songho
dans la Bouenza (Congo), & pratiquer en paralléle le CATT Sg. et le CATT

Sr.

La forte proportion de discordance entre les deux CATT nous a conduits
4 reprendre, un mois plus tard, au CATT Sg. et Sr., mais aussi en
Immuno-Fluorescence Indirecte (IFl), Pensemble des individus discordants,
puisque I'IFl est considérée comme le test de référence (2).

L’analyse comparative des résultats obtenus nous a amenés & remettre
en cause le schéma classique du dépistage par le CATT en série et.a nous
interroger sur les raisons des discordances observées entre CATT 8g. et
CATT Sr.

il. Matériel et méthode

Le village de Boko Songho est situé entre Brazzaville et Pointe Noire,
dans la région de la Bouenza qui est actuellement le principal foyer de
frypanosomiase humaine au Congo.

Nous y avons effectué deux enquétes & un mois d’intervalle. La premiére
enquéte (J) a porté sur I'ensemble de la population présente (2.030
personnes) alors que la deuxiéme (Jag) N'a porté que sur les personnes qui
étaient positives au CATT Sg. ou Sr. & Jy. Afin d’éviter les biais ligs a la
lecture des CATT, a la recherche de parasites, nous avons réalisé les deux
enquétes avec les mémes personnes aux mémes postes et avec un méme
lot de CATT (89A).

A J(), pour chaque individu, nous avons effectué un prélévement de sang
ala puﬁpe du doigt sur deux tubes & hématocrite. Avec ces tubes, nous avons
effectué un CATT Sg. et un CATT Sr. lus par deux médecins. Pour chaque
personne positive & 'un au moins des deux CATT, nous avons recherché
les trypanosomes dans le sang par CTC. Enfin, tous les ganglions palpables
ont été ponctionnés pour recherche de trypanosomes dans le suc ganglion-
naire. :

A Jaop lors de la deuxieme enquéte, seuls les individus ayant présenté
des résultats discordants au CATT ont été revus, exception faite de ceux chez
qui le parasite avait été mis en évidence ou des suspects biologiques
(individus positifs aux CATT Sg. et Sr.) qui ont été écartés et traités. Le
protocole a été plus complet qu’a Jy,: :

— les CATT ont été lus en double aveugle par deux personnes entrainées;

— la CTC a été réalisée, quel que soit le résultat du CATT;

— la lecture microscopique des CTC et des sucs ganglionnaires, longue et
minutieuse, a été faite par des microscopistes entrainés;

— chaque individu a été ponctionné au plis du coude afin de pouvoir titrer
le CATT a Brazzaville et de compléter le bilan immunologique par une
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IFl. Les IFl {dont I'antigéne T.b. gambiense (T.g.) lyophilisé provient
d’Anvers) ont été réalisées aux dilutions 1/50°, 1/100° et 1/200°, le seuil
retenu étant fe 1/100°, ‘

La négativation & J(q) de certains résultats de Jyg pouvant s’expliquer par
un contact avec des trypanosomes d’animaux, nous avons utilisé, dans un
deuxiéme temps, Trypanosoma congolense (T.c.) isolé d’un porc de Boko
Songho comme antigéne en IFl. Etant limité en antigéne & 18 tests, nous
avons choisi arbitrairement un échantillon de 18 sérums de facon & avoir un
éventail de combinaisons de résultats au CATT Sg. et Sr. (+/+, +/—,—/+,
—/—) eten IFl (— et +). De plus, & Brazzaville, nous avons entrepris une
expérimentation sur rats afin de suivre avec le CATT la réponse immunitaire
de rats inoculés avec T.c. Nous avons pris quatre groupes de rats:

-— un groupe inoculé récemment avec une souche de T.c. de Boko Songho;

~ un groupe inoculé quatre mois avant par une souche de T.c. de Boko
Songho et présentant toujours une parasitémie; :

-— un groupe inoculé huit mois avant par une souche de  T.g. de Boko
Songho et présentant toujours une parasitémie;

~— un groupe témoin n'ayant jamais été en contact avec des trypanosomes.
Une fois par semaine, pendant deux mois et demi, nous avons effectué

un CATT Sg. et un CATT Sr. sur chaque rat ainsi qu’une recherche de
trypanosomes dans le sang.

lll. Résultats

Les résultats de Jig sont regroupés dans le tableau 1. Nous avons vu
2.030.personqgs. On constate que 6,8% (138/2.030) des résultats sont
copositifs (positifs au CATT Sg. et au CATT Sr.) et 12,2% (248/2.030) sont

- discordants (—/+ ou +/-). C’est-a-dire que 19% (386/2.030) de la popula-

tion générale est positive & I'un au moins des deux CATT!

TABLEAU 1 .
Répartition des résultats CATT Sg./CATT Sr. & Jig

D

CATT Sg. / CATTSr.  Nombre GG+ T+ pal T+ ()
+ + 138 3 59 19 42,8%
+ - 24 4 7 3 29.2%
- + 224 17 7 1 31%
- - 1.644 51 - - -

GG+ Porteurs d'adénopathies.
PGG+: Ponction ganglionnaire positive (T+).
T+: Patients parasitologiquement positifs.

A J(s0), parmi les 248 discordants de Jg), nous avons écarté les trypanoso-
més (1+), soit 14 personnes. Des 234 individus discordants restants, 193
se sont présentés (Tableau 2). Prés d’un tiers (30,6 % - 59/193) des résultats
discordants sont devenus négatifs au sang et au sérum, tandis que prés d'un
quart (22,3 % - 43/193) sont devenus positifs au sang et au sérum. Tout le
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probléme réside dans I'interprétation de ces résultats car, en pratique, tous
les copositifs aux CATT Sg. et Sr. sont considérés comme suspects biologi-
ques si aucun trypanosome n’a pu étre mis en évidence, et traités par
pentamidine ou mélarsoprol, selon le résultat du diagnostic de phase par
'examen du liquide céphalorachidien.

TABLEAU 2

Evolution & Jiqq, des résultats discordants de Joy
pour les 193 personnes revues chez ?esquelles aucun trypanosome n’avait été mis en évidence

CATT Jg CATT gy IF1 Joy

Sq/Sr.  Nb Sg/Sr. Nb  (T+) 0 1150 11100 11200 > 1/200

4 12 Hy 9 @ 0 0 2 a 4
B A — - — - -
-1+ 2 @ 0 0 1 o 1
- 1 0 1 0 0 0

i+ 181 x84 () 0 13 4 9 0
+/= 0 ) —_ _ —_ — —_
B @ 24 17 23 2 3
= 1@ 5 0 4 0 0
- 88 () 15 20 11 4 0

8g.: sang; Sr.: sérum; Nb: nombre.

% résultats douteux.

41 discordants n'ont pas été revus et 27 lFl n'ont pas été faites.
Les cing T+ ont un titre en IF > 1/100

166 des 193 sérums preleves & Jgq ont eté titrés en CATT Sr. Le tableau
3 des résultats en IFl et en CATT Sr. montre que la concordance entre les
deux est médiocre. Ainsi, 57 % (95/166) des sérums positifs au CATT ont
un titre inférieur au 1/100° en IFl. Méme & une dilution > 1/4 au CATT, il
y a des titres inférieurs au 1/100°. Inversement, il y a un trypanosomé
parasitologiquement prouvé, positif en IFl et négatif aux CATT Sg. et Sr.

TABLEAU 3

Concordance des titres IFl et CATT sérum sur les 166patients
revus a Jisq)

Titres Titres des CATT sérum

des IFI " 12 =14

0 37 7 0

1/50 36 13 2

1100 33 9 3

> 11100 8 9 9

Les résultats obtenus sur les 18 sérums testés avec T.c. (Tableau 4)
montrent que tous les sérums ont un titre > au 1/50° dont 13 > au 1/100°
‘qui est le seuil de positivité* retenu pour T.g. (il n’a pu éire déterminé de
seuil pour T.c.). Parmi les cing individus positifs au 1/50° avec T.c., trois sont
négatifs avec T.g.
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TABLEAU 4
Résultats comparatifs de 18 IFl & antigénes 7. gambiense etT.
congolense
T A:g,'%%r}:ﬁse Antigénes T. gambiense
IFl - 0 1/50 > 11100
1150 3 1 1
>1/100 0 5 8

Pour ce qui est de I'expérimentation sur rats, au bout de dix semaines
tous les témoins sont restés négatifs et tous les rats inoculés avec T.g. sont
demeurés fortement positifs. Le groupe inoculé récemment avec T.c. est resté
négatif pendant six semaines puis a donné des résultats anarchiques (un
méme rat pouvant devenir Sg.+/Sr.—, puis Sg.—/Sr+, puis 8g.+/Sr.+ ou
Sg.—/Sr.— ...). Le groupe anciennement inoculé avec T.c. est resté négatif
(expérimentation en cours, non publiée).

V. Discussion

La possibilité de biais porte principalement sur l'interprétation des CATT.
La méthodologie suivie (double lecture et mémes personnes aux mémes
postes pour les deux enquétes, lecture en double aveugle pour la deuxiéme
enquéte, méme lot pour tous les CATT...) a permis d’en limiter les risques.

Choix de I'entrée dans la chaine diagnostique

Le dépistage de masse de la THA a pour objectif d'identifier tous les
malades afin de les traiter mais aussi afin de limiter au maximum les
possibilités de transmission de la maladie par la suppression du maillon
humain. Cela implique de disposer d'un outil diagnostique le plus sensible
possible et facilement utilisable sur le terrain. Le CATT est, actuellement, le
meilleur outil diagnostique de terrain que nous ayons. En dépistage de
masse, il est associé a la palpation ganglionnaire. L'entrée dans la chaine
diagnostique se fait par le CATT Sg., ce qui écarte d’emblée tous les
individus négatifs au CATT Sg.;.or, parmi ceux-ci, il y en a qui sont positifs
au CATT Sr. Au vu des résultats des deux enquétes de Boko Songho, un
certain nombre de questions se posent.

En utilisant le schéma classique du CATT en série (sur sang total, puis
sur sérum, a l'issue duquel seuls les copositifs sont pris en compte), nous
avons trouvé un taux de prévalence de 6,8%. Si 'on considére comme
malades tous les positifs au CATT Sr., puisqu’il est le test déterminant dans
le schéma classique, la prévalence serait de 17,8%. En prenant tous les
positifs a 'un au moins des deux CATT, la prévalence atteindrait 19 %.
Doit-on considérer les 12,2% supplémentaires (19% — 6,8%) comme des
suspects biologiques, donc leur faire une ponction lombaire et les traiter, ou
doit-on les écarter?
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Positivation des CATT

Lors de la prospection réalisée un mois plus tard, 22,3% des résultats
discordants & Jg se sont révélés copositifs & Jgq), confirmant I'existence
d’authentiques suspects biologiques parmi les 12,2 % de discordants initiaux.
Doit-on alors considérer les individus positifs au seul CATT Sr. comme des
malades en début de phase d’invasion par le trypanosome?

Notons que la mauvaise concordance IFI-CATT Sr. exclut la possibilité
d'utiliser la titration du CATT comme élément discriminant des couples CATT
8g./Sr. discordants. La titration du CATT Sr. au seuil 1/4 sera spécifique mais
peu sensible.

Négativation des CATT

Lors de cette méme prospection, 30,6 % des personnes revues se sont
révélées négatives aux CATT Sg. et Sr. S'il est vraisemblable que I'évolution
—/+ & +/+ puisse correspondre & I'installation de la maladie (augmentation

. des anticorps seulement décelable, au début, dans le sérum), il semble

douteux que I'évolution de —/+ ou +/— & —/— soit la traduction d’une
guérison spontanée. 1l est plus raisonnable de penser qu’il s’agit d’une fausse
positivité dont I'origine reste & préciser.

Dans le cas du passage CATT Sg.+/Sr.— & CATT Sg.—/Sr.—, il peut
s'agir d'une simple hémagglutination sans rapport avec la trypanosomiase.
Par contre, dans le cas des CATT ou seul le sérum est positif, il s’agit bien,
a priori, d'anticorps dirigés contre des trypanosomes. La négativation de ces
CATT Sg.—/Sr.+ est difficile a interpréter. Peut-étre ne s'agit-il pas d’anti-
corps anti 7.g. mais d’anticorps anti-trypanosomes d’animaux comme T.c.
que l'on trouve chez les porcs de Boko Songho?

— 8'il s’agit d’anticorps anti T.g. on pourrait évoquer un phénoméne de
souche tel que le CATT soit peu spécifique de la souche locale. Cette
explication ne semble pas devoir étre retenue car, d’une part, I'antigéne
utilisé a été realisé de telle sorte qu’il soit spécifique des souches de la région
(réalisé et fabriqué par I'Institut de Médecine tropicale d’Anvers) et, d’autre
part, les études faites sur des souches de T.g. du Congo, incluant les
souches animales et humaines de la Bouenza, montrent une apparente
unicité des souches humaines (6). Il serait alors surprenant qu’a Boko
Songho nous ayons une variation localisée responsable de la production
d’anticorps agglutinants I'antigéne d’Anvers pour certaines souches mais pas
pour d'autres.

— S'il s’agit d’anticorps anti T.c. il faut souligner que les 18 sérums testés
en IF] avec ce parasite comme antigéne, présentent des taux relativement
elevés d’anticorps anti T.c. alors que ce trypanosome est sensé étre
rapidement détruit par un facteur trypanolytique en cas de contamination
humaine. Des cas de contamination humaine ont néanmoins été rapporiées
(3) et la possibilité d’infections mixtes (7T.g./T.c.) a été incriminée (1, 8) pour
expliquer des variations dans les tests de résistance au sérum humain (Blood
Incubation Infectivity Test [BIIT] mis au point par Rickman et Robson, (7)).
Le fait que 3 des 18 sérums soient négatifs en IFl avec I'antigéne T.g., tend
a confirmer qu’il s’agit d’anticorps anti T.c. et non de réactions croisées.
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Neéanmoins la faiblesse de I'échantillon ne permet pas de conclure dans
'immédiat, c’est pourquoi nous avons entrepris I'expérimentation sur rat. Au
vu des premiers résultats il apparait que les choses sont tranchées pour les
rats non inoculés (CATT Sg. et Sr. négatifs) et les rats inoculés avec T.g.
(CATT Sg. et Sr. positifs)..Par contre les résultats sont difficilement interpréta-
bles pour les rats inoculés avec T.c. Si les rats inoculés depuis quatre mois
sont restés CATT négatifs, il n’en est pas de méme pour les rats récemment
inoculés. Les résultats obtenus aprés six semaines posent de gros probiémes
d’interprétation. Il n’est donc pas possible, 1& non plus, de conclure
clairement. Quoique non superposables, ces résultats sont a rapprocher de
ceux de Noireau et al. (5) sur ['utilisation du CATT dans les infections
porcines.

Qu’il s'agisse de T.g. ou de T.c., la transmission peut parfaitement avoir
lieu dans le village car, d’une part, la population prélevée est relativement
sédendaire et, d’autre part, le contact Homme/Porc/Glossine a lieu dans le
village. Les porcs vivent au village et les glossines y sont nombreuses. En
octobre lors d'une capture de quatre jours au piege pyramidal, la Densité
Apparente par Piége et par jour (DAP) était de 25 pour I’ensemble des piéges
du village, atteignant un maximum de 121,

Discordances persistantes

Si la négativation des CATT peut trouver une explication, que penser des
CATT demeureés discordants ? S'agit-il d’individus encore en phase d'inva-
sion, de réactions croisées, de fausses positivités persistantes... ? Et que
penser du malade CATT —/—, IFI + et T+ (1°® période) ? Comment
expliquer ce CATT franchement négatif alors qu’il existe des anticorps anti
T.g. et que l'infestation n’est ni trop récente, ni trop ancienne pour que I'on
puisse attribuer ce résultat & un probléme de cinétique de I'immunité.

Pour répondre a toutes ces questions une nouvelle prospection est prévue
avec un recul de six mois. On ‘peut espérer apprécier la cinétique de
I'endémie et faire la part de la trypanosomiase humaine africaine stricto
sensu dans linterprétation des résultats immunologiques afin de pouvoir,
entre autre, déterminer par un arbre décisionnel, la stratégie a adopter.

The problem of interpretation of the CATT in mass screening for Trypanosoma brucei
gambiense sleeping sickness.

Summary — Mass screening for Gambiense sleeping sickness is usually done with the Card
Agglutination Trypanosomiasis Test (CATT) in series (total blood CATT foliowed by a serum CATT
if the first test is positive) and the search for trypanosomes in cervical adenopathies. At present,
the double positives (blood CATT and serum CATT) as well as the subjects in whom the
trypanosome was found (in the blood or gland juice) are treated.

The existence of patients whose gland punction was proved positive whereas the total blood
CATT remained negative, has led the authors to make a survey with the CATT in parallel {on
blood and serum CATT) on a 2,030 subjects sample in the Boko Songho site (Congo — Bouenza
area). Whereas the prevalence of the positive cases to blood CATT and serum CATT (CATT in
series) is 6.8 %, the prevalence of the positive cases to at least one of both CATT's (CATT in
parallel) is 19 %. )

The 12.2 % discordant results (blood +/serum— or blood —/serum+) have been reexamined
a month later with the CATT and with the Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT). Among these,
22.3 % had become positive to blood and serum, whereas 30.6 % had become negative. The
latter group presents the problem of cross-reactions. The authors performed an IFAT with
Trypanosoma congolense (T.c.) as antigen on an 18 subjects sample with a discordant CATT.
All IFAT performed with T.c. were positive to a 1/50th threshold whereas some of the serum
remained negative with IFAT when Trypanosoma brucei gambiense had been used as an antigen.
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The authors evaluate the choice of diagnostic chain (CATT in series or CATT in parallel) and
discuss the interpretation of the discordant results.

Het probleem van de interpretatie van de CATT bij de detectie van Trypanosoma brucei
gambiense slaapziekte.

Samenvatting — Massa-opsporing van Gambiense slaapziekte gebeurt meestal met de Card
Agglutination Trypanosomiasis Test (CATT) in serie (totaal bloed CATT gevolgd door een serum
CATT wanneer de eerste test positief is) en het opzoeken van trypanosomen in cervicale
adenopathieén. Momenteel warden de dubbel positieven (totaal bloed CATT en serum CATT) en
patiénten bij wie trypanosomen werden gevonden (in het bloed of de lymfeklieren) medisch
behandeld.

Het voorkomen van patiénten bij wie de lymfeklierpunctie positief was, terwijl de totaal bloed
CATT negatief bleef, bracht de auteurs ertoe de CATT in parallsl uit de voeren (bloed én serum
CATT) op 2.030 personen in de Boko Songho haard (Condo — Bouenza streek). Terwijl de
prevalentie van de positieve gevallen bij de totaal bloed CATT en de serum CATT (CATT in serie)
6,8 % bedroeg, bereikte de prevalentie van de positieve gevallen bij ten minste één van de CATT's
{CATT in paraliel) 19 %.

De 12,2 % afwijkende resultaten (bloed+/serum— of bloed—/serum+) werden één maand
later opnieuw onderzocht met de CATT en de Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT). Bij deze
werden 22,3 % positief voor bloed en serum, terwijl 30,6 % negatief werden. Deze laatste groep
stelt het probleem van de kruisreacties. De auteurs voerden een IFAT uit met Trypanosoma
congolense (T.c.) als antigeen op 18 personen met een afwijkende CATT. Alle IFAT’s uitgevoerd
met T.c. waren positief tot 1/50ste drempel terwijl enkele van de sera negatief waren in IFAT
wanneer Trypanosoma brucei gambiense als antigeen werd gebruikt.

De auteurs stellen zich vragen over de keuze van diagnostische batterij (CATT in serie of in
parallel) en bespreken de interpretatie van deze afwijkende resultaten. :

Regu pour publication le 17 juillet 1990.
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