RESUME

La Polymerase Chain Reaction (PCR) sur sang a été réalisée sur du sang de porcs d’un village camerounais en utilisant
des amorces de T. brucei sl., T. congolense, T. simia et T. vivax. Les résultats montrent gu’alors que l'examen
parasitologique mettait en évidence des trypanosomes chez 15,8% des porcs, la PCR perinettait de diagnostiquer 84,2%
de ceux-ci comine étant trypanosomnés. Les perspectives ouvertes par cette technigue pour I'étude des trypanosomoses

sont évoguées par les autenrs.

INTRODUCTION

La mise en évidence de Trypanosoma bruceisl. dans le
sang par les techniques parasitologiques classiques
peut étre extrémement difficile, particulidrement en
cas de faible parasitémie. La biologie moléculaire
représente un progrés considérable dans les techni-
ques dediagnostic de lamaladie du sommeil (Gibson
et al., 1988).

La technique que nous avons mis au point au centre

ORSTOM de Montpellier, de réalisation trés simple,

permet de détecter, par PCR, sans purification préa-
lable del’ADN, 1 trypanosome dans 1ml de sang. De
plus, elle permet de conserver les prélévements dans
les conditions de terrain et de les traiter ultérieure-
ment au laboratoire. Nous 'avons testée, dans les
conditions expérimentales, d’une part sur du sang
humain dans lequel avaient ét6 introduits des
trypanosomes (T, brucei gambiense) préalablement
clonés, et d’autre part sur des intestins de glossines
nourries sur rohgeurs parasités par T. congolense
(Penchenier ef al., 1996). Par contre nous ne l’avions
pas testée dans les conditions réelles (ni sur du sang
animal, ni dans les infestations naturelles).

Le porc est un réservoir potentiel de la
Trypanosomiase Humaine Africaine (THA) qui
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pourrait expliquer la résurgence de certaines épidé-
mies. L'étude de ce réservoir passe par le typage des
souches de T. brucei sl. Malheureusement, outre le
fait que le porc soit souvent pauci-parasité, le
biparasitisme par l'association T. brucei sl. , T
congolense, aboutit fréquemment au fait que T. brucei

soit masqué par T. congolense. Le seul moyen actuel

pour mettre T. brucei en évidence est la mise en cul-
ture des prélevements de sang ce qui est un travail
astreignant, délicat et onéreux, qui se conclue sou-
vent par un échec. Les résultats obtenus au labora-
toire montrentquela PCR permetde fairele diagnos-
ticd’espéce pour des parasitémies extrémement bas-
ses. Les perspectives qu’elle ouvre pour les études
épidémiologiques sur les trypanosomoses sont trés
nombreuses. Encore faut-il que les résultats obtenus
a partir de prélévements faits sur du sang naturelle-
ment infesté soient analogues a ceux obtenus au
laboratoire. C'est pour le vérifier que nous avons
effectué cette étude.

- MATERIEL ET METHODES

Des porcsontété prélevés dansle village de Yemessoa
situé & quarante kilométres au nord de Yaoundé, sur

"larive gauchedela Sanaga. Ce village, limitrophe du

foyer de THA de Bafia (Mbam), est situé dans une
zone ol depuis plus de 50 ans, I’on n’a jamais signalé
de malade. Grossiérement longiligne, il borde sur 4
km Ia piste qui le traverse.

Dans ce village les porcs ne vivent pas en liberté. Ils
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sont parqués par petits groupes prés des habitations
de leurs propriétaires. Nous en avons prélevés 19
dans 13 enclos dispersés dans le village. On peut
estimer le nombre total des porcs du village a une
cinquantaine. Ceux qui n‘ont pas été inclus dans
I'enquéte appartiennent a des familles qui n’ont pas
autorisé les prélevements.

Le sang de chaque porc a été prélevé auniveau dela
veine sous-claviére dans des tubes contenant de
I'EDTA. L'examen parasitologique a été fait par
Centrifugation sur Tubes Capillaires (CTC) (Woo,
1971) a raison de 2 capillaires par porc. Nous ne
pouvions utiliser de mini Colonnes Echangeuses
d’Anions (mAEC) (Lanham et Godfrey, 1988), celles
a notre disposition étant adaptées au sang humain et
non au sang de porc.

La préparation des échantillons pour la PCR a été
réalisée 3 jours apres les prélevements, ceux-ci ayant
été maintenus a 4°c. La technique utilisée est celle
décrite précédemment (Penchenier et al., 1996). Un
ml de sang de chaque échantillon est traité avecle kit
commercial, Ready AMP™ Genomic Purification
System (Promega, Madison, WI, USA). L’ensemble
de la préparation dure environ 3/4 d’heures. Elle
permet 'obtention de I’ADN purifié. L'extrait peut
étre directement traité par PCR ou conservé a 4°cou
-20°.

Résultats de la parasitologie

e 15,79%

LaPCRa étéréaliséea partir de 5l de ce produit. Les
amorces utilisées étaient celles de T. brucei sl., T.
congolense souche riverine forest, T. vivax (Masiga et
al., 1992) et T. simiz (Majiwa et Otieno, 1990).

RESULTATS (figure 1)

1. Recherche de parasites par Centrifugation sur
Tubes Capillaires (CTC)

Trois des porcs ont été trouvés porteurs de
trypanosomes dont les caractéristiques morpholo-
giques les rattachent au sous genre Nannoonas qui
comprend les 2espéces T. congolenseet T. simine. Pour
chaque porc, un seul trypanosome a été mis en évi-
dence dans les 2 capillaires.

2. PCR

Les amplifications effectuées avec les amorces de T.
brucei, étaient toutes négatives alors qu'avec les
amorcesdeT. congolense(riverine forest)etdeT. vivax,
16 des 19 porcs étaient positifs. Un seul porc était
positifavecles amorces de T. simiee. 11 était également
positif pour les amorces de T. congolense et T. vivax.
Treize porcs étaient positifs ala fois pour T. congolense
et T. vivax , dont les 3 porcs positifs en CTC, un porc
n’était positif que pour T. congolense et un autre pour
T. vivax (voir figure 1).

Résultats de la PCR
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68,42%

84,21%

Pigu}'e 1 : vésultats comparatifs de l'examen par Centrifugation sur Tubes Capillaires et par Polymerase Chain Reaction
effectué surlesangde19 porcs d'unvillage camerounais (T.bruceisl.n’a étémisen évidence par aucune des 2 techniques).
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DISCUSSION

La recherche de trypanosomes par CTC n’a été posi-
tive que chez 15,8% (3/19) des porcs et seuls des
Nannomonas ont été mis en évidence. Quoique faible,
ce résultat n’est pas surprenant si on le compare a ce
qui a été constaté en Afrique Centrale. Par CTC,
Penchenier trouve au Congo 20% des porcs parasités
par des Nannomonas (1992, non publié).lln’enest pas
de méme en Afrique de 1'ouest oli, avec le méme
examen parasitologique, Mehlitz (1986) et Penchenier
(1987) trouvent, en Cote d’Ivoire, prés de 50% des
porcs parasités par des Nannomonas. Les seules
données sur les trypanosomoses porcines au
Cameroun que nous ayons trouvées, sont celles de

Asonganyi ef al. (1986 et 1990). Dans ces études, ba-

sées sur le Card Agglutination Test for
Trypanosomfasis (CATT), les auteurs signalent res-
pectivement 54,2% puis 33,3% de porcs CATT posi-
tifs et 54,5% puis 36,7% de porcs chez lesquels des
trypanosomes ont été mis en évidence par goutte
épaisse. Alors qu'en 1990 les auteurs signalent que,
dans la région de Fontem, tous les trypanosomes mis
en évidence sont des Nannomonas, en 1986, dans le
région du Mbam (Bafia), il n’est nulle part indiqué a
quelle espece se rattachent les trypanosomes. L utili-

- sation du CATT pourraitlaisser croire qu'il s’agit de

T. brucei sl., mais il faut savoir que les résultats obte-
nus chez le porc avec ce test immunologique adapté
a '’homme n’ont guére de valeur. ‘

Les résultats de la PCR sont tout a fait intéressants.
De 15,8% a la CTC, le nombre de porcs parasités
passe a 84,2%. De plus, alors que la CTC n’avait
permis de mettre en évidence que des Nannomonas
(T. congolenseouT. simniz),]a PCR montre queles porcs

- sont également parasités par T. vivax (sous-gente

Duttonella) mais pas par T. brucei sl. (sous-genre
Trypanozoor). C’est, a notre connaissance, la 1ére fois
que la PCR sur sang est réalisée dans les conditions
naturelles et que de tels résultats sont publiés.

Lefaitqu'en PCR 79% des porcs soient trypanosomés

par T. congolense n’a rien de surprenant compte tenu
de la prévalence constatée en microscopie (jusqu'a
50% des porcs parasités) et de la sensibilité de la
méthode utilisée. Cela parait plus surprenant pour T.

‘vivax, mais nous n'avons pas trouvé de données
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chiffrées danslalittérature. T. siimiz, malgrésonnom,
estun parasite des suidés vis a %is desquels il est trés
pathogéne, c'est pourquoi on le trouve bien plus
rarement que T. congolense dans des populations de
porcs en bonne santé, ce qui est le cas ici. Enfin, pour
T. bruceisl.,l'absence de ce parasite chez le porcesta
rapprocher du fait, sans quon puisse en conclure a
une relation de cause a effet, qu’aucune épidémie de
THA n’ajamais été décrite dans la région depuis plus
de 50 ans. ‘

Iiny aaucune relation entre la localisation des porcs
dans le village, leur age et le fait qu’ils ne soient pas
porteurs de trypanosomes. Les 3 porcs négatifs pour
T. congolense et T. vivax vivaient dans 3 endroits dif-
férents du village et ce, depuis longtemps (entre 4
mois et 2 ans). ‘

Les résultats obtenus avec la technique de prépara-
tion du sang que nous avons mise au point pour la
réalisation de PCR, sont aussi satisfaisants sur du
sang de porcs naturellement infestés et prélevés sur
le terrain que ceux que nous avions obtenu
expérimentalement au laboratoire de biologie
moléculaire de 'ORSTOM Montpellier sur du sang
humain ou des intestins de glossines. Cela ouvre ala
PCR, en Afrique, un vaste champ d’études sur les
trypanosomoses, qu'il s’agisse du diagnosticponctuel ‘
de la THA ou de son épidémiologie (réservoir ani-
mal...), des recherches entomologiques sur les capa-
cités vectorielles, les lieux de transmission... ou en
médecine  vétérinaire  (trypanotolérance,
polyparasitisme, surveillance des troupeaux...).
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