RESUME

La détection des trypanosomes dans le sang est difficile : comparée aux technigues classiques de la parasitologie, la PCR

 peut apporter Ia sensibilité et la spécificité requises. Cependant, l'amplification directe dans le sang est inhibée par des
dérivés del'hémoglobine. Nous avons donc développé une méthode simple et efficace pour détecter 1 trypanosome dans
1 ml de sang, sans purification préalable A’ADN. Cette méthode a été appliquée ensuite sur les intestins de glossines.
‘Cette techniguie semble tres promettense pour les problémes de santé humaine et animale, car elle peut étre utilisée dans
les conditions de terrain et peut faciliter grandement les études épidémiologiques.

SUMMARY

Detection of Trypanosoma in blood is difficult: PCR technology can bring the required sensitivity and specificity
compared to classical methods of the parasitology. However, direct amplification from blood is inhibited by haemoglobin
derivatives. We have then developed a simple and efficient technique to detect 1 trypanosome in 1l of blood and applied

it for detection of parasites in midguts of tsetse flies, without DNA purification. This technique can be really useful for
human and animal health because it can be easily performed in field conditions and can greatly facilitate epidemiological
studies.

INTRODUCTION centrifugationsur tubes capillaires (CTC)(Woo,1971)

d’emploi facile, nécessite également du sang frais (75
ul) et manque de sensibilité (on peut, en théorie,
mettreenévidence 1 trypanosome pour 75l desang,

Le diagnostic de certitude des trypanosomoses dans

. le sang est souvent trés difficile, soit a cause d’une
' parasitémie indécelable, soit a cause des limites des
techniques parasitologiques elles-mémes. La
centrifugation sur mini colonnes échangeuses
d’anions (mAEC) (Lanham et Godfrey, 1988) néces-
site du sang récemment prélevé : c’est une technique
délicate peu utilisée dans les dépistages de masse. La

mais en pratique il faut une parasitémie bien supé-
rieure pour rendre un résultat positif). Or cediagnos-
tic parasitologique est indispensable, tant pour déci-
der du traitement des malades que pour la compré-
hension de certains aspects épidémiologiques de la
trypanosomiase humaine africaine (THA) ou des
trypanosomoses animales (en particulier I'étude du
réservoir animal de la THA, la circulation du para-
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La Polymerase Chain Reaction (PCR) pourrait &tre
un excellent outil pour le diagnostic des
trypanosomoses, mais son application sur le sang
n’est pas réalisable du fait des dérivés de
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Fhémoglobine qui inhibent la réaction. Pour des
raisons analogues, I'emploi direct de cette technique
sur le tube digestif des glossines est délicat. La PCR
n’est en fait utilisée que pour la mise en évidence
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d’une infection des pigces buccales (probocis) ou des
glandes salivaires des mouches (Gibson et al., 1988 ;
Masiga et al., 1992).

Pour pallier ces problemes, nous avons mis au point
une technique permettant de détecter, par PCR, 1
trypanosome dans 1 ml de sang, sans purification
préalable de ’ADN. Cette technique de réalisation
extrémement simple permet de conserver les préle-
vements dans les conditions de terrain et de les faire
traiter ultérieurement au laboratoire. Nous I'avons
également adaptée pour la détection des
trypanosomes dans les tubes digestifs de glossines.
Les perspectives offertes par cette technique sont trés
nombreuses, tant en médecine humaine ou vétéri-
naire qu’en entomologie.

MATERIELS ET METHODES

1. Le sang

- Lesang d"unvolontaire exempt de trypanosomiase a
été prélevé sur des tubes secs et sur des tubes con-
tenant de l'anticoagulant (EDTA). Les prélevements
ont été aliquotés dans des tubes de 1 ml et des
trypanosomes (Trypanosoma brucei gambiense, souche
ITMAP 1841) vivants ont été ajoutés ; leur nombre a
été déterminé par dilutions limites ou par clonages
avec un micromanipulateur.
Chaque échantillon a été traité soit immédiatement,
soit aprés conservation pendant une semaine 4 4°C,
avec un kit commercial, Ready AMP™ Genomic

", Purification System (Promega® Madison, WL, USA),
~ selon le protocole suivant : 2 chaque échantillon de 1

ml desang trypanosomé on ajoute 1 ml d’eau stérili-
sée.Cemélange estincubéa températureambiante et
agité avec un vortex 5 a 10 secondes toutes les 2 mn
pendant 10 mn puis centrifugé a 15.000 rpm pendant
2 mn. Le surnageant est retiré délicatement et 100 pl
de résine, préalablement resuspendue par agitation
magnétique sont ajoutés. L’ensemble est agité
énergiquement afin de resuspendre la totalité du
culot. '
L’échantillonainsi préparéestincubéa 56°C pendant
20 mn puis agité au vortex 5 a 10 secondes et placé 8
mn a 100°C.

Aprés ébullition, I'échantillon est 2 nouveau agité au
vortex 5 2 10 secondes puis centrifugé a 15 000 rpm
pendant 2 mn. Le surnageant contenant ’ ADN peut
dtre directement traité par PCR ou conservé a4°Cou
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-20°C.

L’ensemble de la préparation dure environ 45 minu-
tes. ‘

2. Les tubes digestifs de glossines

Nous avons utilisé des glossines (Glossing morsitans
morsitans) de l'insectarium commun CIRAD/
ORSTOM. Ces glossines ont été nourries sur une
souris parasitée par Trypanosoma congolense (type
Savannah, stabilat Satiri/87 /CRTA/235) ou sur un
lapin exempt de trypanosomes pour les mouches
témoins. Sept jours apreés les glossines ont été dissé-
quées. Pour chaque mouche nourrie sur souris, le
tube digestif a été examiné au microscope. Entre
chaque dissection de mouche, les instruments ont été
soigneusement nettoyés afin d’éviter toute
contamination par de ’ADN de trypanosome d’une
glossine a l'autre. Tous les intestins ont été placés
séparément dans des tubes contenant 50 pl de sérum
physiologique. Dans chaque tube 100 ul derésine ont
été ajoutés et le protocole de préparation décrit plus
haut a été appliqué.

3. La PCR

La PCR a été réalisée dans un volume final de 50 pl
contenant du tampon Cetus 1x, 20 pmoles de chaque
amorce, 200\ uM de dNTPs, 10 ml de Véchantillon a -
amplifier et 1 unité de Taq DNA polymérase (Perkin-
Elmer®, Norwalk, CT, USA). L’amplification s’est
faite sur Techne PHC-3 (Techne®, Cambridge, UK) ;
40 cycles ont ét6 effectués avec, par cycle : une phase
de dénaturation a 94°C de 30 s, une phase
d’appariement des amorces a 60°C (T. brucei sl.) ou
67°C (T. congolense savannah) de 30 s et une phase de
polymérisation a 72°C de 1 mn. Aprés élongation
finale a 72°C pendant 5 mn, 10 ml des produits
d’amplificétion ont été déposés et mis a migrer dans
un mini gel d’agarose 4 1% contenant 0,5 pg/ml de
bromure d’éthidium. Le résultat de I'électrophorése
est photographié sous lumiére UV. ,

Les amorces de T. brucei sl. et T. congolense savannah.
sont celles décrites par Masiga et al., 1992.

RESULTATS

1. Dans le sang

Dans un premier temps nous avons utilisé du sang
auquel on avait ajouté, par dilutions limites, de 5 a
100 trypanosomes. Ce sang a été immédiatement
traité selon notre technique. Aprés PCR et migration,
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les fragments de 164 paires debases (pb), spécifiques
del’amplificationdel’ ADNssatellitedeT. bruceisl.,ont
été observées pour toutes les dilutions (résultats non
montrés). Nous avons alors cloné des trypanosomes
par micromanipulation (de 1 a 3) et les avons placés
danslesang quiaété également traité immédiatement.
Les résultats sont montrés figure 1. On voit claire-
ment la sensibilité et la reproductibilité de la techni-
que puisque :

a. la présence d’un seul trypanosome est détectable ;
b. le sang non parasité ne donne pas de bandes arté-
factuelles .

Quand trois parasites sont présents, on observe une
faible bande correspondant a l'amplification de
dimeres del’unité de répétition, comme pour ’ADN
témoin : amplification d’oligomeéres est due a une
plus forte concentration d’ADN (Masiga et al., 1992).
Dans un deuxiéme temps, afin de nous mettre dans
les conditions de terrain, nous avons différé le trai-
tement des échantillons d"une semaine. Compte tenu
des contraintes de prélevement et de conservation
dans des situations de terrain, nous avons utilisé du
sang recueilli sur des tubes secs ou sur EDTA. Aprés
introduction dans ce sang de 1 & 4 trypanosomes
(clonage par micromanipulation), les échantillons
ont été conservés a4°C. Aubout d'une semainenous
avons traité les prélevements sur EDTA
conformément au protocole. Les caillots présents
dans les échantillons prélevés sur tubes secs ont été
préalablement dilacérés mécaniquement avec une

. pipet{g, Les résultats sont montrés figure 2. Labande

de 164 pb est visible pour chaque échantillon. Les
prélevementsur tubes secs donnentdesbandes moins
intenses (puits 4 et 5), notamment au niveau des
bandes oligomériques, parce que de I’ADN de
trypanosome reste dans le caillot. Les 2 modes de
prélevements permettent donc la mise en évidence
d’ADN de trypanosomes dans du sang conServé a
4°C; cependant d'un point de vue pratique et pour la
qualité de 'amplification, il est préférable d’utiliser
du sang prélevé sur anticoagulant.

2. Dans le tube digestif des glossines

Cinq mouches ténérales, nées le méme jour, on été
nourries sur souris infectée et 6 autres sur lapin sain
(mouches témoins). Une semaine aprés, la dissection
arévélé que seules 2 des mouches nourries sur souris
étaient parasitées, les 3 autres étantnégatives al’exa-
men microscopique. Tous les tubes digestifs des
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mouches nourries avec du sang parasité et des mou-
ches témoins ont été conservés et traités comme
décrit précédemment. Dans le tube digestif de I'une
des mouches témoins on a ajouté une centaine de
trypanosomes immatures (concentration obtenue par
dilution limite) provenant du tube digestif d'une des
2 mouches positives. Les résultats sont montrés fi-
gure 3. Une bande de 316 pb (taille attendue pour
’amplification de I'unité de répétition du satellite de
T. congolense savannah) est visible pour les 2 mouches
positives (n° 1 et 2 correspondant aux puits 2 et 3)
ainsi que pour la mouche et témoin a laquelle une
centaine de trypanosomes ont été ajoutés (puits 4). 11
est intéressant de constater que sur les 3 mouches
nourries sur la souris parasitée et négatives a I’exa-
men microscopique, I'une d’entre elles est positive a
la PCR. Les 2 autres sont négatives comme dailleurs
toutes les mouches témoins (résultat non montré).
On peut donc détecter et identifier par PCR des
trypanosomes immatures, non décelables a l'exa-
men microscopique.

DISCUSSION

Sil'on dispose d’amorces spécifiques, laPCR permet
une détection spécifique et sensible d’ADN des dif-
férentes espéces de trypanosomes. Jusqu'a préserit,
du fait des inhibitions liées a 'hémoglobine, la PCR
sur le sang total ou sur le tube digestif des glossines
était difficile et peu fiable sauf aprés extraction de
I’ADN (technique longue et minutieuse) et pour des
concentrations parasitaires facilementdécelables par
les techniques parasitologiques classiques.

La technique que nous proposons, de par sa simpli-
cité (ne nécessitant pas d’extraction d’ADN), sa
sensibilité (1 trypanosome par ml de sang) et sa
spécificité (d’espéce), ouvre de grandes possibilités
aux études sur les trypanosomoses.

Le dépistage de masse de la trypanosomiase hu-
maine africaine (THA) se faiten 2 temps. D’abord un
dépistage sérologique par Card Agglutination Test
for trypanosomiﬁsis (CATT)(Magnusetal., 1978) puis
une recherche du parasite par CTC ou mAEC. Si
celui-ci est mis en évidence, on effectue une ponction
lombaire pour définir le stade de la maladie et donc
le traitement (Penchenier et Jannin, 1991). Il s’avére
quedans denombreux cas le parasiten’est pas misen
évidencealors quelesujetestsuspectbiologiquement
(Penchenier ef al., 1991). Du fait de la toxicité du
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Meélarsoprol et conformémentaux recommandations
de 'O.M.S. le traitement ne sera commencé que
lorsque le parasite sera mis en évidence ce qui peut
aboutir au maintien d’un réservoir humain non
négligeable dans les foyers prospectés. Grace a la
technique proposée on peut aisément prélever le
suspect sur le terrain, conserver le prélévement jus-
qu’'a la fin de la mission et I'analyser au laboratoire.
SilaPCR est positive le dispensaire local pourra étre
rapidement informé et le malade traité évitant ainsi
qu’il soit source de contamination pour son entou-
rage.

Cette technique devrait également faciliter les études
épidémiologiques, en particulier celles sur le réser-
voir animal (Mehlitz, 1986). Le porc, réservoir poten-
tiel de la THA, vivant au contact de ’homme, est
souvent polyparasité. Dans le cas d"une association
T. bruceisl., T. congolensesavannah, ce dernier masque
fréquemment T. brucei sl. Le seul moyen actuel pour
mettre T. brucei sl. en évidence est la mise en culture
dusang al’aveugle sur milieu synthétique commele
KIVI (Kit forin vitroIsolation of trypanosomes, Aerts
et al., 1992) ou sur rongeur de labdratoire. Clest, sur
le terrain, un travail astreignant, délicat et onéreux,
qui se conclue souvent par un échec. La PCR permet
de faire le diagnostic d’espéce des parasites rencon-
trés et, en cas d"études auniveau dela sous espece (7.
b. brucei; T. b. gninbiense ; T. b. rhodesiense), de cibler les
échantillons sanguins a mettre en culture pour

lidentification sub-spécifique (par électrophordse .

isoenzymatique par exemple). ‘

En entomologie, la possibilité d'identifier 'espéce
des trypanosomes immatures trouvés dans le tube
digestif des glossines va également permettre des
études épidémiologiques plus fines, particuliérement
en ce qui concerne les lieux de contamination des
mouches ténérales. 4 ‘

Enfin, en médecine vétérinaire, le champ d’actionde
la PCR est trés vaste. Elle peut étre utilisée dans des
études sur la trypanotolérance ot les parasitémies
sont souvent indécelables, dans des études sur les
polyparasitismes, pour la comparaison d’un certain
nombre de tests comme le test ELISA, dans la sur-
veillance des troupeaux.
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Figure 1 : amplification de T.brucei dans 1 ml de sang.
Marqueur de taille (M), ¢x 174/Haelll ;1:3 trypanosomes ;
2: 2 trypanosomes ; 3 et 4 : 1 trypanosome ; 5 : sang non
parasité; 6 : controlenégatif dela PCR;7:10pgd’ADN de

T. brucei.

Figure 2 : amplification de T.brucei dans le sang conservé & 4°C.
Margueur de taille (M), fx 174/Haelll ; 1 : 4 trypanosomes ajoutés
dans1ml de sang prélevé surtube EDTA ;2 : 1 trypanosome ajouté
dans 1ml de sang prélevé sur tube EDTA ; 3 : contréle négatifdela
PCR ;4 :4 trypanosomes ajoutés dans1ml de sang prélevé surtube
sec; 5 : 1 trypanosome ajouté dans1ml de sang prélevé sur tube sec ;
6:10 pg d’ADN de T. brucei.
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Figure3 :amplification deT.congolensedans] ‘intestin de glossines. Marqueur detaille
(M), X 174/Haelll; 1 et 2 :intestins deglossines parasitées ;3 intestin de glossinesnon
infectées avec environ 100trypanosomes ajoutés ;4,5 et 6:intestin deglossines négatives

& l'observation microscopique ; 6 : contrble négatif de la PCR ;7 : 10 pg d'ADN de T.
congolense.
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