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Avant-Propos

Les trypanosomes pathogènes ont dans la plupart des cas un cycle hétéroxène car ils

passent par un insecte vecteur avant d'infecter un hôte mammifère.

Dans les cycles parasitaires impliquant plus d'un hôte, on distingue en général un hôte

intermédiaire et un hôte définitif. L'hôte intermédiaire est en principe celui qui assure une

phase de multiplication au parasite (c'est dans beaucoup de cas un invertébré), avant que

ce dernier n'aille infecter l'hôte définitif (souvent vertébré), ce dernier abritant par

définition la reproduction sexuée des parasites.

Or, chez les trypanosomes (en l'occurrence), il est difficile de savoir si la reproduction

sexuée existe réellement dans la nature et, le cas échéant, la fréquence avec laquelle elle

se produit (Tibayrenc et al., 1990) et l'hôte chez lequel elle se réalise. Il a été montré

expérimentalement qu'elle pouvait avoir lieu chez la glossine (Jenni et al., 1986 ; Gibson,

1989) qui pourrait donc être considérée comme hôte définitif (puisqu'elle semble abriter la

reproduction sexuée). Cependant, cette dernière peut aussi être vue comme un

ectoparasite puisqu'elle est sous la dépendance énergétique de l'hôte à qui elle va

inoculer (ou prélever) les trypanosomes. Par convention, nous utiliserons uniquement le

terme de vecteur pour la glossine: un vecteur est « un arthropode hématophage qui

assure la transmission biologique (ou mécanique) active d'un agent infectieux d'un

vertébré à un autre vertébré» (Rodhain &Perez, 1985).

Pour les glossines, afin d'éviter les lourdeurs d'écriture, nous utiliserons le terme

« taxon» pour nommer deux niveaux systématiques, au lieu de détailler espèce et sous­

espèce (par exemple, « les deux taxons G/ossina palpalis gambiensis et G.

tachinoides »).

Pour les trypanosomes, étant donnée la difficulté d'appliquer les concepts classiques de

l'espèce, nous n'emploierons pas le terme de sous-espèce; on qualifiera les divisions

infraspécifiques à l'aide des termes: groupes taxonomiques, taxons, groupes, ou types

(exemple T. congolense~ savane; le groupe Forêt de T. congolense).

Nous utiliserons le terme de trypanosomose dans le texte, en accord avec la

« Standardized Nomenclature of Animal Parasitic Diseases» (SNOAPAD) (Veterinary

Parasitology 1988,29,299-326).
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Introduction

Les glossines ou mouches tsé-tsé (Diptera : Glossinidae) sont des insectes qui

transmettent les trypanosomes (Kinetoplastida : Trypanosomatidae), protozoaires

parasites flagellés responsables des trypanosomoses animales (ou « nagana ») et de la

trypanosomose humaine ou «maladie du sommeil », en Afrique intertropicale. Ces

maladies ont un impact considérable sur le développement économique de cette zone du

monde. La trypanosomose animale africaine (TAA) affecte principalement les espèces

domestiques, comme le zébu (Bos indicus) ou les petits ruminants (ovins, caprins), mais

aussi les équins et les porcins.

Les parasites se développent de manière principalement cyclique chez la glossine, mais

certains d'entre eux sont aussi transmis de manière mécanique par les glossines ou

d'autres insectes piqueurs (taons, stomoxes...). Après avoir prélevé, lors du repas

sanguin, des trypanosomes chez l'hôte vertébré et permis leur développement dans son

organisme, l'insecte vecteur va les inoculer à une nouvelle victime. Il ne semble pas

exister de spécificité stricte d'un taxon donné de parasite pour une espèce ou sous­

espèce de glossine, mais différents facteurs, biotiques ou abiotiques, peuvent influer sur

la capacité d'une mouche à transmettre le parasite, qui finalement, conditionnera

l'apparition, la pérennité, et l'importance économique de l'enzootie.

La lutte contre les trypanosomoses a longtemps reposé sur des méthodes non

écologiques (épandage de DDT, «bush-clearing») avec pour but l'éradication des

vecteurs. De plus en plus, on tend vers une maîtrise stratégique de la maladie par le

contrôle des populations de tsé-tsé, en abaissant leur densité de manière à obtenir un

seuil de transmission acceptable, grâce à l'emploi de méthodes non polluantes combinant

des leurres vivants (animaux aspergés de produit insecticide) et artificiels (écrans de

tissus imprégnés).

Toutefois ces méthodes de lutte, pour être efficaces et économiquement supportables,

doivent être justement ciblées. Ceci implique une connaissance approfondie de

l'épidémiologie de la maladie, donc de la biologie et de l'écologie des glossines, des

parasites, de leurs interactions, et des interactions de ce système pathogène avec son

environnement. Développés très récemment, les outils modernes d'analyse spatiale

devraient permettre d'alléger le lourd dispositif nécessaire à la mise en place d'enquêtes

entomologiques et épidémiologiques. Ces outils (Système d'Information Géographique)

autorisent de manière unique la mise en relation des couches d'information

géographiques et non géographiques, en particulier les modifications de l'environnement,

la distribution, l'abondance et la génétique des vecteurs, dans le but d'identifier de
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manière précise les zones à risque de transmission et les décisions de lutte les plus

appropriée~.

Parallèlement, depuis ces dernières années, le développement des outils de la biologie

moléculaire, en particulier la peR, autorise la détection et l'identification efficace de

l'infection; cette technique a, de plus, permis d'affiner la classification des trypanosomes,

en faisant « éclater» certaines espèces en plusieurs taxons dont l'épidémiologie est

susceptible de différer. En revanche, les connaissances sur les vecteurs montrent

beaucoup de lacunes, certainement à cause du manque d'outils adaptés à l'étude de la

variabilité génétique des vecteurs. Il semblait donc nécessaire, et c'est l'objectif de ce

travail :

de développer un outil adapté à l'étude de la variabilité génétique des populations de

glossines, ayant le potentiel de déceler une structuration de populations intra-taxon,

d'observer les conséquences de cette structuration sur l'épidémiologie de la

trypanosomose animale africaine sur le terrain, en l'occurrence au Burkina Faso.

Nous avons choisi de développer les marqueurs microsatellites, qui n'avaient jamais été

évalués chez les glossines: ces séquences d'ADN se montrent en effet très polymorphes

chez d'autres organismes et semblent constituer un outil de choix. Nous avons voulu

commencer par étudier Glossina palpalis s.I., espèce riveraine d'Afrique de l'Ouest, car ce

taxon est vecteur des trypanosomoses humaine et animale, et certaines populations

relictes semblent pouvoir se maintenir après "application des mesures alternatives de

lutte classiquement mises en oeuvre, notamment au Burkina Faso.

Après une brève présentation des principaux acteurs intervenant dans la trypanosomose,

en insistant sur les récents apports des outils moléculaires aussi bien pour la

caractérisation des parasites que des vecteurs, nous décrirons les populations étudiées et

les méthodes d'analyse choisies; les résultats des analyses génétiques seront exposés,

ainsi que les données épidémiologiques recueillies, notamment celles concernant les

hôtes principaux des glossines et l'identification des trypanosomes. Ces résultats seront

discutés en relation avec les connaissances actuelles sur l'épidémiologie et le contrôle de

la trypanosomose animale africaine.
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1. LES TRYPANOSOMOSES EN AFRIQUE: UN PROBLEME

D'ACTUALITE

"In some considerable measure, Africa's lack ofprogress ... may be attributed to the tsetse

flies. "

Buxton P.A. (1955). The natural history oftsetse flies. London School ofHygiene and

Tropical Medicine, Memoir 10,816 pp

Les trypanosomoses animales représentent la première maladie à transmission

vectorielle chez le bétail en Afrique subsaharienne. Elles entraînent des pertes directes

dans les cheptels par mortalité, morbidité, faible croissance, infertilité, avortements, faible

force de traction des animaux; ces facteurs accentuent la pauvreté des agropasteurs et la

malnutrition protéino-énergétique, déjà endémique. On estime entre 500 millions et plus

d'1 milliard de dollars les pertes directes résultant de la trypanosomose (Winrock, 1992 ;

Kuzoé 1993; FAO, 1994), ce à quoi il faut ajouter les pertes indirectes, souvent difficiles à

quantifier (Jankhe et al., 1988; Cuisance, 1994). Le manque à gagner équivaut selon les

experts à 0.5 millions de tonnes de viande et 1.6 millions de tonnes de lait (de Haan &

Bekure, 1991). 26% de la viande et 19% du lait produits en Afrique sub-saharienne

émanent de régions envahies par les tsé-tsé (in Swallow, PAAT position paper, corn.

pers.).

La maladie du sommeil chez l'homme se traduit par 25000 nouveaux cas par an et on

estime à 50 millions le nombre de personnes exposées à la maladie (Frézil & Cuisance,

1994; Cattand, 1994). 300000 cas de maladie du sommeil ont été annoncés en Afrique

pour l'année 1995 selon les dernières statistiques officielles (Swallow, PAAT position

paper).

En Afrique de l'Ouest, des périmètres situés en zone semi-aride ou en zone subhumide

ont de grandes potentialités mais sont infestées de glossines; il en résulte une sous­

utilisation des ressources naturelles. Sans la présence de la mouche tsé-tsé, il serait

possible d'élever davantage de bovins et de valoriser les pâturages naturels de cette

zone. On assiste de plus dans beaucoup de zones rurales à une résurgence de la

maladie du sommeil. Ces considérations justifient une lutte contre la trypanosomose

visant un assainissement durable du milieu et une mise en valeur des terres. Cette lutte

stratégique s'inscrit dans la durée, ne vise pas une éradication mais un contrôle des

populations de vecteurs avec une implication croissante des communautés rurales et du

secteur privé, dans des zones ayant été définies comme prioritaires du fait de leur

potentiel agro-pastoral (Touré & Mortelmans, 1996).
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2. LES ACTEURS. LE SYSTEME PA THOGENE

Les trypanosomoses mettent en jeu trois types d'organismes vivants: les hôtes

mammifères, « victimes» (mais aussi réservoirs), les parasites, agents étiologiques de la

maladie, et les glossines, vecteurs cycliques, voire mécaniques, mais aussi réservoirs de

ces derniers (Cuisance, 1998).

2.1 Les glossines

Tous ces animaux amaigris, ces squelettes ambulants ne sont pas des tuberculeux...; ce

sont des victimes de la Glossina palpalis... 1/ est de toute évidence que le trypanosome est le

plus terrible ennemi de l'élevage. Bouffard, médecin-major de 2° classe : Rapport sur le

fonctionnement du laboratoire vaccinogène et de biologie de Bamako. P 41-67. In Recueil

des "Supplément au journal officiel" de l'Afrique Occidentale Française (1912). Rapports de

mission - Etudes techniques. Imprimerie du gouvernement général de Gorée.

2.1.1 Présentation

Les glossines, ou mouches tsé-tsé, sont les insectes vecteurs impliqués dans la

transmission cyclique des trypanosomoses animales et humaines. Ce sont des Diptères,

Brachycères, Cyclorraphes, de la famille des Glossinidae qui ne comprend qu'un seul

genre (Glossina, Wiedemann 1830). Il est lui-même divisé en trois sous-genres (ou

« groupes») sur la base de critères morphologiques (pièces génitales) et écologiques:

Sous-genre Nemorhina Robineau-Desvoidy, 1830 (groupe palpalis, qui comprend

l'espèce sujet de ce travail), sous-genre Glossina Zumpt, 1935 (groupe morsitans) , sous­

genre Austenina Townsend, 1921 (groupe fusca) (voir Figure 1). Cet insecte se présente

sous la forme d'une mouche allongée, robuste, avec les ailes se croisant typiquement en

« lames de ciseaux» dorsalement; elles sont généralement de couleur brune à noire,

mais jamais métallique, et mesurent de 6 à 16 mm (par exemple, Glossina palpalis

Robineau-Desvoidy 1830, mesure entre 10 et 12 mm et pèse environ 45 mg).

Contrairement à d'autres diptères (moustiques, taons), les deux sexes sont

hématophages chez les glossines.
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Figure 1 La classification zoologique des glossines

CLASSE

ORDRE

SOUS-ORDRE

INFRA-ORDRE

SERIE

SUPER-FAMILLE

FAMILLE

Genre

Austenina
gr. fusca

G. brevipalpis
frezili
fusca congolensis
fusca fusca
fuscipleuris
haningtoni
longipennis
medicorum
nashi
nigrofusca hopkinski
nigrofusca nigrofusca
schwetzi
severini
tabaniformis
vanhoofi

Giossina
gr. morsitans

G. austeni
10ngipalpis
morsitans centralis
morsitans morsitans
morsitans submorsitans
palIidipes
swynnertoni

. , lI;:) 1 : j l ' .. _. ,; '.' 'J: J1 .~. •

tachinoides

Source: OMS, 1986 modi'f1é
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Lors de la piqûre (qui dure 20 à 30 secondes), la glossine injecte une salive

anticoagulante provenant des deux glandes salivaires et aspire le sang qui est dirigé dans

l'intestin moyen après passage par l'œsophage, le jabot, et le proventricule. L'intestin

moyen intervient non seulement dans la digestion du repas de sang mais aussi dans la

production de moyens de défense de l'insecte contre les trypanosomes présents

(production d'agglutinines ou de lectines). C'est aussi à ce niveau que l'on note la

présence d'un amas de cellules géantes (ou mycétome) comprenant des symbiontes

appelés « Rickettsia-like organisms». Le rôle de ces organismes reste encore à être

précisément défini, mais on sait qu'ils interviennent dans la fertilité (production de

vitamine B) et contribuent à l'installation des trypanosomes dans l'intestin moyen, et à leur

mâturation (Maudlin & Ellis, 1985 ; Maudlin &Welbum, 1987, 1988).

Le corps de la glossine est formé de la tête, qui comprend les pièces buccales (dont

l'ensemble est appelé proboscis) adaptées à la piqûre; le thorax porte les ailes (une

paire) et les pattes (trois paires), et l'abdomen se termine par les organes génitaux. Ceux­

ci ont une grande valeur taxonomique, car ils permettent de séparer G. pa/palis

gambiensis Van der Planck 1949, de la sous-espèce voisine G. p. pa/palis Robineau­

Desvoidy 1830, par l'anatomie des forcipules inférieurs (ou paramères) chez le mâle.

2.1.2 Répartition géographique

Les 31 espèces et sous-espèces de glossines actuellement reconnues sont

exclusivement africaines et continentales, avec deux exceptions: l'île de Zanzibar (mais

l'éradication des glossines de cette île fut obtenue en 1997, I.A.E.A.) et une poche en

Arabie Saoudite. Elles sont réparties entre 15° de latitude Nord et 20° Sud, mais cette

dernière limite s'infléchit le long de la côte orientale de l'Afrique jusqu'à 30° Sud

(Cuisance, 1998). De manière générale, les glossines sont limitées dans leur distribution

par:

un déficit hygrométrique important associé à de fortes températures (Sahara au Nord)

de trop faibles températures (au Sud)

l'altitude: elles sont absentes au-dessus de 2000 m; ce dernier facteur semble

toutefois susceptible d'évoluer, car des glossines ont été récemment capturées à cette

altitude (Cuisance, corn. pers.)

On peut aussi ajouter comme facteurs limitants majeurs de la répartition des tsé-tsé, le

couvert Végétal et la présence d'hôtes nourriciers.

G. pa/palis s.1. appartient au sous-genre Nemorhina, qui renferme 9 espèces ou sous­

espèces riveraines d'Afrique occidentale, centrale et orientale. Elle est inféodée à la

végétation bordant les cours d'eau ou aux zones pré-forestières ou forestières. Dans cette

espèce, on distingue deux sous-espèces vicariantes:
12



- G. p. pa/palis vit dans les zones humides et forestières d'Afrique centrale et

occidentale, et dans les plantations de café et de cacao.

- G. pa/palis gambiensis, sujet de ce travail, vit le long des cours d'eau bordant des

savanes plus sèches, exclusivement en Afrique occidentale, et sa répartition

géographique va du Sénégal à l'ouest au Bénin à l'est.

2.1.3 Biologie et écologie de Glossina palpalis 9a m biensis

Rappelons tout d'abord que c'est en 1830 que Robineau-Desvoidy identifie pour la

première fois cette glossine et lui donne le nom de Nemorhina pa/palis. D'après Machado

(1954), le nom G/ossina pa/palis est une convention car aucun néotype n'a été désigné

pour remplacer le type perdu (Hegh, 1929). Newstead (1910) distingue G. pa/palis de G.

fuscipes; mais Vanderplanck (1949) lui, divise l'espèce G. pa/palis en 5 taxons: G.

pa/palis gambiensis, G. p. pa/palis, G. fuscipes quanzensis, G. fuscipes martinii, et G. f.

fuscipes. Mais c'est à Machado, 1954, que l'on doit l'actuelle classification, les taxons G.

pa/palis et G. fuscipes étant érigés au rang de véritables espèces polytypiques.: l'espèce

G. pa/palis comprend les deux sous espèces G.p. pa/palis et G. pa/palis gambiensis, et G.

fuscipes est divisée en 3 sous-espèces citées ci-dessus.

2.1.3.1 Le biotope

Le milieu de vie (l'ambit de Jackson, 1941) de G. pa/palis gambiensis est constitué

essentiellement des galeries forestières et forêts reliques qui par leur végétation

amortissent les variations macroclimatiques. Il est caractérisé par la présence

permanente ou temporaire d'eau courante, stagnante, ou souterraine, qui entretient

l'humidité atmosphérique et celle du sol. L'humidité atmosphérique à une température

donnée est reliée au taux de survie chez les glossines (Buxton, 1955). Toutefois, Nash

(1948) pense que « il est assez faux de considérer que G. pa/palis (s.l.) a besoin de

beaucoup d'humidité. » Cette espèce est donc considérée comme capable de s'adapter à

une assez large gamme de conditions éco-climatiques. On trouv~ d'aitleurs G. pa/palis

gambiensis dans des biotopes atypiques, les « niayes» du Sénégal (Touré, 1971),

dépressions à fond humide de type mangrove, situées près de la côte Atlantique, et

occupées par une végétation dense associée à des palmiers à huile.

En zone soudanienne, dans les galeries forestières 90% des G. pa/palis gambiensis sont

localisées transversalement à moins de 1.50 m du cours d'eau durant la journée et de 3 m

durant la nuit (Challier, 1982),
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G. palpalis gambiensis dépose ses larves en général dans la galerie sous les troncs de

bois morts ou entre les racines aériennes, dans les milieux où l'humidité relative avoisine

70%, donc toujours très proches de l'eau, ce qui les rend sensibles aux crues des rivières.

On observe des variations saisonnières avec une concentration des gîtes de ponte en

milieu ombragé en saison sèche et une plus grande dispersion en saison des pluies

(Challier, 1973).

2.1.3.2 La dispersion

Les mouvements des glossines sont généralement considérés comme limités, en

particulier ceux des glossines riveraines du groupe palpalis. Ces déplacements ont pour

cause essentielle l'alimentation, la recherche d'un lieu de repos favorable et, pour les

mâles, la recherche des femelles (in Cuisance, 1998). Ces déplacements se font en « va

et vient» en amont ou en aval le long de la galerie, par vols linéaires (Cuisance et al.,

1985b). En saison des pluies, ils peuvent devenir radiaires, et assez importants (Nash &

Page, 1953; Politzar et al., 1980), les glossines pouvant alors passer d'un réseau

hydrographique à un autre sur 2 km de distance (Cuisance & Février, 1983). Plusieurs

expériences de marquage-Iâcher-recapture dans divers biotopes ont suggéré que la

moyenne de la population ne se déplace que sur 200-300 m (Cuisance et al., 1985b).

Toutefois, certains individus peuvent franchir de grandes distances (jusqu'à 22 km en 5

jours pour G. palpalis gambiensis au Burkina Faso, Cuisance et al., 1985b). Buxton, 1955,

signale que « G. palpalis (NDLA: en réalité G. fuscipes) peut traverser 3.5 miles de

clearing et réenvahir des zones traitées»). Dans les îlots forestiers, ces déplacements

seront plus réduits (150 à 1500 mètres, Laveissière, 1986). L'importance épidémiologique

de ces mouvements est grande, puisqu'il a été constaté des réinvasions de zones

traitées, confirmant les bonnes capacités de déplacements de G.p. gambiensis même

dans des zones défavorables (Cuisance et al., 1978).

2.1.3.3 La gamme d'hôtes nourriciers

G. palpalis s.l. est aussi considérée comme une glossine opportuniste quant à son

spectre d'hôtes nourriciers (Weitz, 1963). A l'instar de G. tachinoides et de G. fuscipes,

aussi du sous-genre Nemorhina et caractérisées par un éclectisme important, elle se

nourrit sur l'homme et les hôtes domestiques et sauvages (Mulligan, 1970). En zone de

forêt, G. palpalis peut se nourrir en grande partie sur l'homme, ce qui se traduit en saison

sèche lorsque les points d'eau sont restreints, par la notion de « close personal man-f1y

contact », amenant un grand danger de maladie du sommeil (Nash & Page, 1953).
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Mais elle peut aussi piquer les animaux domestiques présents dans les villages lors de

ses incursions fréquentes (Laveissière et a/., 1986 ; Morlais 1998). En zone de savane,

les contacts de G. pa/palis gambiensis avec l'homme sont moins fréquents et c'est là

qu'apparaît son opportunisme: dans une synthèse récente, Clausen et al. (1998)

analysent les repas de sang de G. pa/palis sur plusieurs pays et trouvent les résultats

suivants: 44% de repas pris sur suidés, 18% sur primates (homme inclus), 18% sur

ruminants, 10% sur reptiles et 7% sur autres mammifères. Mais ce type de synthèse, s'il

confirme l'opportunisme de l'espèce dans son ensemble, ne peut pas prendre en compte

la diversité des situations locales rencontrées (notamment en terme de faune accessible

pour les tsé-tsé) et des éventuelles populations génétiquement différentes de glossines.

On sait en effet qu'au Burkina Faso, dans la zone de Samorogouan par exemple, 60%

des repas de sang analysés montrent que G. pa/palis gambiensis s'est nourrie sur varan

(Bauer et a/., 1995). En République Centrafricaine, Gouteux et al. (1996) trouvent 83%

des repas pris sur reptiles en saison sèche (chez G. f. fuscipes). On comprend bien les

différences épidémiologiques entraînées par de tels comportements et la nécessité de

coupler ces études avec des études génétiques des populations concernées.

2.1.3.4 Cycle de vie

La presque totalité des femelles est fécondée juste après l'éclosion avant la prise du

premier rep~s de sang. En général, les femelles ne s'accouplent qu'une fois. Elles sont

larvipares et vont donc déposer (tous les 9 à 10 jours) une larve L3 dans un lieu

favorable, le développement des stades larvaires 1 à 3 s'étant accompli dans l'utérus de

la mère. Une fois sur le sol, la larve va être active quelques minutes pour s'enfouir, à

l'ombre, dans un sol généralement argilo-sableux entre 2 et 8 cm de profondeur. Elle

s'immobilise et se transforme en pupe (les glossines sont des insectes pupipares). Dans

ce puparium vont se produire les métamorphoses nécessaires à l'apparition du quatrième

stade larvaire puis de l'adulte. Cet adulte va émerger au bout de 20 à 80 jours (en

moyenne 30 jours à 25°C) par une fente circulaire (Diptères Cyclorrhaphes). La nouvelle

mouche adulte qui prend son envol est qualifiée de ténérale (tener =mou) et est exempte

de trypanosomes. Laveissière (1978), en Côte d'Ivoire chez G. tachinoides, estime à

environ 10% la proportion de glossines ténérales dans une population stable.

La durée de vie d'une glossine adulte dans la nature varie selon la saison, l'espèce, et le

lieu. Elle est optimale en saison des pluies. Des longévités maximales de 7 à 9 mois ont

été enregistrées pour G. pa/palis mais elles sont exceptionnelles (Cuisance, 1998). Il

paraît raisonnable d'estimer aux environs d'un mois la durée de vie d'un mâle et deux à

trois mois celle d'une femelle en moyenne, les femelles vivant plus longtemps que les

mâles.
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après 14 à 24
jours, la larve
L3 est émise

Accouplement
moins de 5
jours après
l'émergence

1 Pupe 1

• ...~..__.....,--

~mergence 1

20 à BOjours

Figure 2 : Cycle de vie de la glossine
(d'après Cuisance, 1998 ; modifié.)
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Une femelle, au cours de sa vie, donnera donc naissance dans la nature à moins d'une

dizaine de descendants; ces insectes diffèrent de bien d'autres diptères vecteurs

(moustiques, simulies... ) par leur long cycle de développement et leur taux de

reproduction très bas.

2.1.4 Aptitude des glossines à s'infecter

La glossine adulte qui éclôt est exempte de trypanosomes; elle va acquérir ceux-ci en se

nourrissant sur un hôte porteur. La glossine peut s'infecter avec un seul trypanosome

(Maudlin & Welbum, 1989) et rester infectante toute sa vie (Cuisance, 1998). Le

trypanosome ingéré va donc se retrouver dans l'intestin de la glossine (où seuls les

trypanosomes pathogènes de type Nannomonas et Trypanozoon survivront) au contact

d'un nouveau milieu. Des interactions entre le parasite et le vecteur vont conditionner

l'installation ou non de l'infection, parmi celles-ci:

les lectines, glycoprotéines sécrétées par les cellules de l'intestin moyen à la suite

d'un repas de sang, agglutinent les trypanosomes et inhibent de ce fait l'installation de

ceux-ci dans l'intestin (Maudlin &Weburn, 1987).

la présence de R.L.O. (Rickettsia-like Organisms), a priori dans toutes les espèces

(Welburn & Gibson, 1989) mais seulement chez certains individus ou certaines

populations. Ces organismes symbiotiques (exemple Wolbachia spp.) secrètent des

enzymes (endochitinase... ), qui en hydrolysant la chitine libèrent de la D-glucosamine qui

inhibe l'expression trypanolytique des lectines intestinales et donc favorise la réceptivité

intestinale de la glossine aux trypanosomes. Ces R.L.O. sont transmis par la mère à sa

descendance par voie cytoplasmique (Maudlin & Ellis, 1985).

D'autres interactions plus fines existent, aussi au niveau de la maturation des

trypanosomes (voir Maudlin & Welburn, 1994) mais beaucoup de ces mécanismes sont

encore mal connus. L'aptitude des glossines à acquérir l'infection est le sujet d'arguments

contradictoires qu'il nous a paru intéressant de souligner:

En simplifiant, deux parties en présence:

1. l'une affirme que les glossines ne s'infectent qu'à leur premier repas de sang et que seul

celui-ci conditionne ou pas l'infection de la glossine pendant toute sa vie;

2. l'autre pense que les glossines peuvent s'infecter durant toute leur vie à chaque repas

pris.

1. Les premiers travaux de Van Hoof et al., 1937 montrent que des mouches sont plus

facilement infectées lors du premier repas de sang par Trypanosoma brucei (voir aussi
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Buxton, 1955 et Wijers, 1958). Il semble en être de même pour Trypanosoma congolense

(Distelmans et al., 1982).

En général, dans toutes les infections expérimentales, pour que les glossines s'infectent, on

donne le repas infectant les premiers jours (J1-J2) après l'émergence (Maudlin & Welbum,

1987), pour que les chances d'infection soient augmentées. Cette plus grande susceptibilité

à l'infection des mouches ténérales s'expliquerait par le fait qu'elles ne produisent pas de

lectines intestinales, dont la production commence juste après la prise d'un repas de sang

(Welbum & Maudlin, 1989). De plus, pendant les périodes larvaires et pupales il y a

production de D-glucosamine (inhibant les lectines intestinales) chez les glossines

possédant des R.L.O., qui seraient de ce fait plus réceptives à l'infection lors du premier

repas de sang (in Cuisance, 1998).

Certains travaux expérimentaux décrivent une diminution de l'infection lorsque l'âge

augmente, pour T. brucei (Jordan, 1976; Welbum & Maudlin, 1989) et pour T. congolense

(Moloo & Shaw, 1989). Kazadi et al., 1996 observent expérimentalement qu'un premier

repas non infectant abaisse les chances d'infection par un deuxième repas infectant, mais

avec des nuances selon les espèces de glossines.

Woolhouse et al. (1996) pensent que les mouches n'acquièrent une infection durable qu'à

une seule occasion (ou pendant une période très courte), et que cette seule infection peut

comprendre plusieurs types ou espèces de trypanosomes, reflétant l'infection multiple de

l'hôte mammifère.

2. Squire (1954) avec des données de terrain en Sierra Leone, trouve que les taux

d'infection de Trypanosoma vivax et T. congolense chez G. palpalis s.1. varient avec la

saison dans tous les groupes d'âge (taux plus élevés en saison des pluies), et que les

jeunes mouches ne sont pratiquement pas infectées. Il en conclut que les glossines (au

moins certaines espèces) sont infectables à tous les âges avec ces deux espèces de

trypanosomes.

Woolhouse et al. (1993) en analysant les données sur G. pallidipes, trouvent que le taux

d'infection augmente entre les catégories 4 et 5 d'âge ovarien pour T. congolense, et en

déduisent que des mouches peuvent s'infecter entre 28 et 38 jours.

Gibson & Ferris (1992) arrivent à "superinfecter" des glossines en leur donnant des repas

contenant successivement T. brucei puis T. congolense et montrent qu'une mouche peut

donc acquérir une infection mixte après son premier repas.

McNamara et al. (1995) se basant sur le fort taux d'infections mixtes à T. congolense de

différents types (<< savane», «forêt» et «kilifi») trouvés dans l'intestin des glossines

(G.palpalis en Côte d'Ivoire), trouvent qu'il y a discordance entre le fait qu'elles ne puissent

s'infecter qu'une fois et ce que l'on connaît des différences génétiques et comportementales
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entre ces 3 groupes. Ils pensent donc plutôt que les mouches peuvent être infectées de

manière séquentielle, au moins avec T. congolense.

Selon Woolhouse et al. (1996), environ 1% des repas sanguins sont infectants et les

mouches peuvent s'infecter jusqu'à l'âge de 40 jours.

Les données de Leak &Rowlands (1996) suggèrent une acquisition continue des infections

matures, augmentant avec l'âge, pour au moins 3 espèces avec T. congolense: G. palpalis,

G. tachinoides, et G. tabaniformis.

Pour synthétiser ces arguments, nous donnerons la vision de Dale et al. (1995a), selon

laquelle la variation du temps de mâturation est un facteur très important pour interpréter les

courbes âge-prévalence (et implique des facteurs dont le rôle n'est pas encore élucidé:

niveau de parasitémie de l'hôte, souches de trypanosomes, composition du sal1g de

l'hôte... ). Selon eux des prévalences de Trypanozoon ou de T. congolense semblant

augmenter avec l'âge sur le terrrain reflètent:

1. une susceptibilité à tous les âges, ou

2. une susceptibilité uniquement des mouches jeunes mais une variation du temps de

maturation.

Les mouches tsé-tsé sont des insectes Diptères c1Qssés dans un genre, Glossina.
Elles sont réparties en Afrique subsQhQrienne où elles trQnsmettent les
trypanosomoses humaines et animQles en prélevQnt des trypQnosomes lors du
repQs sanguin qu'elles effectuent chez divers hôtes vertébrés. Les femelles
s'accouplent en général une seule fois QU cours de leur vie. La IQrve se développe
à l'abri dans le corps de la femelle, qui donne naissance à une dizaine de
descendants pendant ses deux à trois mois de vie dans IQ nature. Glossina
palpalis gambiensis (sous-genre Nemorhina), sujet de ce travQiI, est une glossine
dépendant étroitement des cours d'eQu, et est répQrtie en Afrique occidentQle
entre le SénégQI et le Bénin. Elle est caractérisée par son rôle potentiel de
vecteur des trypanosomoses, son éclectisme quant au choix des hôtes
nourriciers. La majorité des individus se disperse peu (moins d'un kilomètre),
mQis certQins d'entre eux sont retrouvés à plus de 10 kilomètres de leur
origine; ces déplacements se font principalement de manière linéaire le long du
cours d'eau, secondQirement en direction radiQire.
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2.2 Les hôtes mammifères

Potentiellement tous les mammifères domestiques peuvent être atteints de

trypanosomose, et peuvent manifester des signes cliniques et une diminution de

productivité, pouvant se traduire par la mort si la maladie n'est pas soignée. On distingue

toutefois d'une part des races très sensibles à la maladie (bovins zébu, ovins Bali-Bali) et

d'autre part les races autochtones (taurins Bos taurus : races Baoulés, N'Dama, Somba;

ovins « Djallonké » ; caprins: chèvre naine de Guinée) qualifiées de trypanotolérantes car

elles peuvent survivre dans des zones où les races sensibles ne le pourraient pas.

La faune sauvage est également infectée par les trypanosomes, mais elle semble de

manière générale bien tolérer le parasite; cette caractéristique fait que l'on considère

souvent le gibier comme un réservoir de trypanosomes humains et/ou animaux (Mehlitz,

1986) sans pour autant avoir démontré l'identité génétique des trypanosomes entre les

différents compartiments des cycles.

L'homme enfin est aussi infecté, uniquement par T. brucei type gambiense en Afrique de

l'ouest et type rhodesiense en Afrique de l'Est selon les notions classiques. Toutefois les

techniques modernes d'identification remettent en cause ces subdivisions (Truc &

Tibayrenc, 1992; Stevens et al., 1994). Il faut noter que l'homme possède des facteurs

lytiques (lipoprotéines de haute densité, par exemple) lui permettant d'éliminer les autres

trypanosomes (T. congolense, T. vivax, T. b. brucel)." Toutefois, il peut arriver que certains

de ces taxons soient identifiés chez l'homme (T. vivax, Cuisance corn. pers.; T.

congolense, Truc et al., 1998).

Le traitement des trypanosomoses repose encore la plupart du temps sur des

médicaments découverts depuis la première moitié du siècle (suramine, pentamidine, et

dérivés arsenicaux), dont certains n'offrent pas les garanties de sécurité requises

aujourd'hui (Atouguia & Costa, 1997). En matière de trypanosomose animale africaine,

les trypanocides les plus couramment utilisés sont l'acéturate de diminazène (BéréniIND
,

trypanocuratif) et le chlorure d'isométamidium (TrypamidiumND
, trypanopréventif), mais de

nombreux cas de résistances à ces produits ont été signalés (Authié, 1984 ; Clausen et

al., 1992 ; Geerts & Holmes 1998).

Concernant la maladie du sommeil, le traitement repose en première phase sur la

pentamidine (pour les infections de type gambiense) et en phase tardive sur le

melarsoprol, et DFMO (DL-a-difluoromethylornithine) (Atouguia et Costa, 1996), mais ces

médicaments, en plus de leur toxicité, sont très coûteux et difficiles à se procurer pour les

populations atteintes (notamment le DFMO).
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2.3 Les trypanosomes

Les trypanosomes transmis cycliquement par les tsé-tsé et pathogènes pour les

mammifères en Afrique subsaharienne se trouvent principalement dans trois sous-genres

(Figure 3) :Trypanozoon Luhe, 1906, Nannomonas Hoare, 1964, et Duttonella Chalmers,

1918, sous-genres que l'on distingue à la fois par la morphologie au microscope chez

l'hôte vertébré et la localisation chez la glossine (Lloyd & Johnson, 1924).

2.3.1 Les cycles de développement des trypanosomes chez le

vecteur

La glossine, lorsqu'elle prend son repas de sang chez un hôte mammifère infecté va, par

la même occasion, prélever des trypanosomes. Un seul trypanosome suffit à infecter le

diptère qui pourra rester infecté et infectant toute sa vie (Maudlin, 1989), sauf pour

Trypanosoma vivax, dont l'infection peut disparaître (Djiteye et al., 1992). La durée des

cycles varie de 6 à 30 jours environ selon les trypanosomes.

Le cycle le plus simple est celui du sous-genre Duttonella, dans lequel Trypanosoma

vivax (Zieman, 1905) est l'espèce la plus importante économiquement, et dont le

développement est limité au proboscis : la glossine absorbe les trypomastigotes sanguins

chez le mammifère; ceux-ci vont soit passer dans l'intestin moyen où ils ne survivront

pas, soit se fixer sur les parois du canal alimentaire, puis se multiplier dans le labre, s'en

détacher et pénétrer dans l'hypopharynx où ils se transforment en trypomastigotes

infectants. Le tout prend au maximum une dizaine de jours. Moloo et al. (1989), montrent

aussi que le cycle pourrait être initié dans la région œsophagienne.

Les trypanosomes du sous-genre Nannomonas (Trypanosoma congolense Broden, 1904,

Trypanosoma simiae Bruce, 1912, Trypanosoma godfreyi, McNamara, 1994) suivent un

trajet différent puisque leur cycle passe obligatoirement par l'intestin moyen, où se produit

une phase de transformation et de multiplication intense. Ils gagnent ensuite, via la

membrane péritrophique, l'œsophage, le pharynx, et le canal alimentaire, puis vont se

fixer sur les parois du labre où ils se transforment en épimastigotes, ils pénètrent dans

l'hypopharynx où ils deviennent des métatrypanosomes infectants prêts à être inoculés à

un nouvel hôte; la durée moyenne du cycle est de 14 jours mais peut aller jusqu'à plus de

40.

Dans l'espèce Trypanosoma brucei s.1. Dutton, 1902 les trypanosomes commencent par

le même trajet (transformation et multiplication dans l'intestin moyen), mais remontent en

passant par le proventricule où ils pourraient aussi se multiplier. Ils migrent ensuite dans
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Figure 3 : Classification des Trypanosomatidae et plus particulièrement du genre Trypanosoma
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les pièces buccales où il ne se produit pas de transformation, pénètrent dans

l'hypopharynx et atteignent les glandes salivaires où après une nouvelle phase de

multiplication, ils se transforment en métatrypanosomes infectants; ils peuvent à ce

moment être transmis par la salive de la mouche à un autre hôte. Le sous-genre

Trypanozoon comprend également Trypanosoma evansi Balbiani, 1888, trypanosome

pathogène des camélidés principalement, et d'autres mammifères domestiques et

sauvages, et Trypanosoma equiperdum Dëflein, 1901, agent de la « dourine» chez les

équidés, seul trypanosome transmis par voie sexuelle.

Rappelons qu'en dehors des trois sous-genres présentés ci-dessus appartenant à la

section des Salivaria, il existe dans les zones occupées par les tsé-tsé une grande

diversité de trypanosomes (dont certains de la section des Stercoraria , transmis par les

déjections de leurs vecteurs); par exemple les « T. grayi-like», (Hoare 1972, Minter­

Goedbloed 1993) parasitent les reptiles, mais passent aussi par l'intestin des glossines,

d'autres, moins connus (T. ingens, Hoare 1972) seraient présents uniquement sur la

faune sauvage, et bien d'autres existent encore.

2.3.2 Diagnostic

2.3.2.1 Chez la glossine

Il est important de connaître les taux d'infection chez les glossines, mais aussi l'identité

des trypanosomes présents afin d'estimer le risque trypanosomien. La technique

classique de dissection du proboscis, des glandes salivaires et de l'intestin moyen (Lloyd

& Johnson, 1924) reste la plus utilisée sur le terrain; elle permet l'identification au

microscope des trypanosomes au niveau du sous-genre selon leur localisation dans les

organes de la glossine. Elle présente toutefois des limites importantes: en effet, la

morphologie des trypanosomes chez la glossine étant très voisine dans les sous-genres,

on se fie uniquement à la localisation des trypanosomes dans les organes de l'insecte:

infection des pièces buccales uniquement: Duttonella (T. vivax)

infection des pièces buccales et de l'intestin moyen: Nannomonas (T. congolense ou

T. simiae?)

infection des glandes salivaires: Trypanozoon (T. brucei s.I.)

infection de l'intestin moyen uniquement: infection immature non identifiée

La caractérisation ne peut donc aller au-delà du sous-genre, et lorsque des trypanosomes

sont présents uniquement dans l'intestin, on ne peut rien en conclure, car il peut s'agir

aussi de trypanosomes de reptiles. De même, si des trypanosomes sont présents

simultanément dans l'intestin et dans le proboscis, on en déduit la présence de
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Nannomonas alors qu'il peut s'agir d'une infection concomitante de T. vivax dans les

pièces buccales et d'un autre trypanosome dans l'intestin moyen (McNamara & Ferris,

1991). De plus c'est une technique dont la sensibilité est faible, notamment pour détecter

les pauci-infections. Des techniques parasitologiques plus sensibles existent pour déceler

les trypanosomes chez la glossine (mise en culture des parasites, salivation provoquée

sur lame) mais elles ne sont guère applicables sur le terrain.

2.3.2.2 Ghez l'hôte mammifère

Nous n'entrerons pas dans les détails concernant toutes les techniques de diagnostic

existantes à l'heure actuelle, qu'elles soient directes ou indirectes; des revues récentes

de ces techniques de détection ont déjà été réalisées (Reifenberg, 1996 ; Morlais, 1998).

Le lecteur doit tout de même savoir que la détection de l'infection trypanosomienne sur le

terrain repose classiquement sur l'examen microscopique de prélèvements biologiques.

Au Burkina Faso, nous appliquons sur les bovins la technique de Murray (1977) qui

consiste, à partir d'un prélèvement de sang frais à la veine jugulaire, à concentrer les

trypanosomes dans l'épiculot d'hématocrite (ou «buffy-coat ») dans un tube capillaire

centrifugé 5 minutes à 12000 tours/minute; ce tube est ensuite sectionné à la limite de

l'interface globules rouges-buffy-coat à l'aide d'un diamant et la goutte obtenue est étalée

entre lame et lamelle et observée au grossissement x400. Les trypanosomes sont

identifiés grâce à leur morphologie et leur motilité (Hoare, 1972). Si cette technique est

très spécifique, elle est très peu sensible (700 trypanosomes/ml de sang, Reifenberg,

1996).

Les techniques sérologiques sont appliquées lors d'enquêtes à grande échelle en raison

de leur coût modéré; la recherche des anticorps permet de déterminer le degré de

contact des animaux avec le parasite, mais elle ne permet pas la distinction entre

espèces de parasites et ne différencie pas une infection active d'une infection passée. Le

test de détection des antigènes circulants de trypanosomes à l'aide d'anticorps

monoclonaux, mis au point par l'ILRI a suscité beaucoup d'espoirs. Les tests de validation

réalisés dans plusieurs pays sous l'égide de l'IAEA (Agence Internationale de l'Energie

Atomique) (IAEA, 1997a) ont toutefois montré que ce test n'avait pas la sensibilité et la

spécificité requises (Bengaly et al., 1994; Delafosse et al., 1996; Desquesnes & de La

Rocque, 1995; Desquesnes, 1996). En trypanosomose humaine, les tests utilisés

actuellement en routine sont de type GATT (Gard Agglutination Test for Trypanosomosis)

(Magnus, 1978) ou ses dérivés (GATT latex, Jamoneau, 1996) et reposent sur la

détection d'anticorps agglutinants. Toutefois, l'existence des antigènes variables de

surface chez les trypanosomes pose des problèmes de détection dans certains foyers (in
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Morlais, 1998). D'autres difficultés subsistent, par exemple la question de savoir si l'on

doit traiter des sujets séropositifs non confirmés parasitologiquement.

En l'état actuel des choses, aucun test mis à part le CATT T. evansi (Diall et al., 1994) ne

paraît suffisamment performant et économique pour obtenir de manière rapide et fiable

une image épidémiologique d'une zone donnée en terme d'importance relative de la

trypanosomose.

2.3.2.3 Apport des outils moléculaires

Le développement des techniques moléculaires, en commençant par les sondes ADN

(Majiwa et al., 1985; Kukla et al., 1987; Gibson et al., 1988), puis par la PCR (Moser et

al., 1989; Masiga et al., 1992; Majiwa et al., 1994) a permis de notables améliorations

quant à l'identification des trypanosomes circulant dans des foyers différents (Reifenberg,

1996; de La Rocque, 1997; Morlais, 1998).

\1 existe en effet actuellement des amorces permettant l'amplification de 9 groupes

taxonomiques différents de trypanosomes supposés pathogènes, dont 6 pour le seul

sous-genre Nannomonas (voir annexe 1). La PCR appliquée à la détection des

trypanosomes chez les glossines a permis des avancées considérables dans la

connaissance de l'épidémiologie des trypanosomoses :

- T. brucei s.1. est susceptible de transmettre la maladie du sommeil à l'homme en Afrique

occidentale et centrale, où selon les notions classiques elle serait due à la « sous­

espèce» T.b. gambiense, tandis qu'en Afrique de l'est sévirait T.b. rhodesiense. T.b.

brucei infecterait, lui, uniquement les animaux. L'affection humaine d'Afrique de l'Est, dite

« rhodésienne », est considérée comme aiguë et fait intervenir la faune sauvage comme

réservoir de la maladie. La forme « gambienne», par opposition, sévit sous forme

chronique; le réservoir faune sauvage pourrait jouer un rôle (Mehlitz, 1986) mais son

importance est mal connue. Des analyses parasitologiques et/ou sérologiques réalisés

sur la faune sauvage ont démontré que certains animaux (phacochère Phacocherus

aethiopicus, guib harnaché Tragelaphus scriptus, cobe de Buffon Kobus kob, waterbuck

Kob defassa, bubale Alcelaphus buselaphus, buffle Syncerus caffer, mais aussi le lion

Panthera leo) étaient infectés par des trypanosomes du sous-genre Trypanozoon (Mattioli

et al., 1990; Guedegbe et al., 1992; Truc et al., 1997). Ces difficultés sont renforcées par

le fait que la classification, au sein de l'espèce T. brucei, est complexe et contradictoire.

Actuellement, une seule entité génétique paraît faire l'unanimité, il s'agit de T. brucei

gambiense « groupe 1 » (Gibson, 1986) pour lequel il existe des sondes kinétoplastiques

semblant spécifiques (Mathieu-Daudé et al., 1994). Cette entité isoenzymatique

(zymodème) regroupe toutes les souches isolées sur l'homme en Afrique de l'ouest. Tous

les autres stocks montrent une grande hétérogénéité (Godfrey et al., 1990 ; Stevens et
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al., 1994 ;Truc et al., 1997) et il semble aventureux de vouloir les assigner à une sous­

espèce selon l'hôte chez lequel ils ont été trouvés. Certaines souches isolées sur la faune

sauvage en Afrique de l'Ouest montrent ainsi de grandes similitudes avec celles isolées

sur homme (Truc et al., 1997), entraînant ainsi un important regain d'intérêt pour

recherches sur le réservoir « faune sauvage» de ces maladies. Le développement de

marqueurs microsatellites chez T. brucei semble prometteur à des fins diagnostiques,

mais aussi comme marqueur de pathogénicité (G. Cuny, cam.pers.).

- Dans le sous-genre Duttonella l'espèce économiquement la plus importante est T. vivax,

très pathogène pour les bovins et les petits ruminants. Outre la transmission cyclique, elle

possède la particularité de pouvoir être transmise mécaniquement par les glossines et

d'autres insectes (tabanides, stomoxes) ; c'est le cas surtout en Amérique du Sud où c'est

son seul mode de transmission, mais aussi dans les zones sans glossines d'Afrique. Les

souches transmises de cette manière auraient perdu la capacité à effectuer un cycle chez

les glossines (Roubaud, in Gardiner 1989). La diversité génétique de T. vivax a souvent

été considérée comme peu importante, car les isoenzymes différenciaient avec difficulté

les souches sud-américaines et ouest-africaines (Fasogbon et al., 1990; Dirie et al.,

1993). Des sondes ADN spécifiques de T. vivax ont été mises au point à partir desquelles

des couples d'amorces pour la PCR ont été définis (Dickin & Gibson, 1989), et utilisés

(Desquesnes &Tresse, 1996). Les résultats de terrain ont montré à plusieurs reprises des

discordances entre les glossines trouvées infectées uniquement dans le proboscis à

l'examen microscopique (interprété comme une infection à T. vivax) , et la détection de ce

taxon par la PCR (Solano et al., 1997c; annexe 12). Par exemple au Burkina Faso dans

la zone de Sidéradougou, plus de 90% de ce type d'infections sont identifiés comme T.

vivax par PCR, alors que dans le ranch de faune sauvage de Nazinga, à peine 30% de

ces mêmes infections sont reconnues par la PCR. Ce même type de résultats est trouvé

dans d'autres zones (au Cameroun par exemple, Morlais, 1998). L'hypothèse retenue est

que certaines souches de type Duttonella circulent, notamment au voisinage de la faune

sauvage, et ne sont pas reconnues par les amorces habituelles. En particulier, on ne sait

pas si T. uniforme (Hoare, 1972) donnerait un signal. L'emploi de nouvelles amorces PCR

(Clausen, cam. pers.) issues d'une séquence codant pour un antigène spécifique de T.

vivax (Masake, 1997) nous a permis d'obtenir les bandes spécifiques attendues,

confirmant l'identification de T. vivax sur ces proboscis infectés de glossines (résultats

non publiés). Des études de variabilité génétique sur cette espèce permettraient d'en

savoir plus, en particulier sur la pathogénicité potentielle de ces souches apparemment

particulières circulant dans les zones cynégétiques.
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- Dans le sous-genre Nannomonas, on est maintenant capable de différencier T.

congolense et T. simiae alors qu'ils ont le même cycle chez les glossines. C'est dans ce

sous-genre qu'on trouve les trypanosomes ayant une grande importance économique

pour l'élevage en Afrique, notamment T. congolense. T. simiae, moins bien connu, est

très virulent chez les suidés domestiques, mais inoffensif chez les bovins. Son importance

économique n'est toutefois pas à négliger dans le cadre des prospectives sur le

renouvellement des ressources protéino-énergétiques dans les pays en développement.

L'orientation vers un accroissement de l'élevage des espèces à cycle court,

monogastriques (comme le cochon domestique) est d'actualité (Tacher &Letenneur, com.

pers.). Nous avons notamment pu montrer que dans certains endroits au Burkina Faso,

G. palpalis gambiensis, pourtant réputé mauvais vecteur des trypanosomes du sous­

genre Nannomonas (Agu, 1984; Roberts &Gray, 1972) pouvait être vecteur de T. simiae

(Solano et al" 1996 ; annexe 13). Ce trypanosome, au Burkina Faso, est aussi détecté

chez G. tachinoides dans une zone où subsiste de la faune sauvage (Lefrançois et al.,

1998b), alors que sur le même vecteur, il n'est pas identifié dans la zone de

Sidéradougou (Lefrançois et al., 1998a ; annexe 11).

- Au sein de l'espèce T. congolense, les deux taxons les plus souvent détectés sur les

glossines d'Afrique de l'ouest sont T. congolense « savane» et T. congolense « forêt»

(McNamara et al., 1994; 1995; Masiga et al., 1996; Reifenberg et al., 1997a; Solano et

al., 1995; Lefrançois et al., 1998a, b). Ils sont très souvent trouvés de manière

concomitante chez les glossines, et infectent beaucoup d'espèces différentes (G.

longipalpis, G. p. palpalis, G. palpalis gambiensis, G. tachinoides, G. morsitans

submorsitans pour ne citer que les principales). La PCR permet la détection des infèctions

mixtes, ou multiples, chez ces glossines. Les données épidémiologiques récentes

acquises sur le terrain (McNamara et al., 1995 ; Solano et al., 1995 ; Reifenberg et al.,

1997a, b; Lefrançois et al., 1998a) ajoutées aux données génétiques sur l'espèce T.

congolense (Sidibé, 1996) nous font soupçonner un spectre d'hôte différent pour ces

groupes « savane» et « forêt» de T. congolense. On explique en effet difficilement leur

présence concomitante fréquente chez les glossines mais l'absence générale sauf

exception de T. congolense forêt chez l'hôte mammifère bovin (Reifenberg et al., 1997b ;

Lefrançois et al., 1998a). Il est par contre détecté chez le chien, le porc (Reifenberg et al.,

1997b; Penchenier et al., 1996). Des infections expérimentales en cours ont pour but

d'étayer ces hypothèses (Bengaly, en prep.). Ces différences entre groupes

taxonomiques pourraient atteindre un niveau élevé, attesté par les différences génétiques

trouvées chez T. congolense s.l.. Sidibé (1996) suggère en effet une origine polytypique

de « l'espèce» (40 RAPD, 20 isoenzymes), ce qui pourrait impliquer l'impossibilité de

trouver une sonde diagnostic pour l'ensemble de l'espèce. Signalons les résultats de

Stevens (corn. pers.), qui en utilisant l'ARN ribosomal16S, pense être en présence d'une
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vraie espèce monotypique; les différences entre ces résultats pourraient être attribuées

aux techniques utilisées.

- Certains auteurs anglophones avaient émis l'hypothèse séduisante d'une spécificité

écologique entre des glossines riveraines (G. pa/palis gambiensis) et le type « forêt» de

T. congo/ense d'une part, et d'autre part entre G. morsitans submorsitans (glossine

savanicole) et T. congo/ense type « savane» (McNamara & Snow, 1991), d'après des

travaux en Gambie. Après plusieurs études de terrain menées dans différents pays, la

situation apparaît plus complexe (Reifenberg, 1996), puisque l'on trouve notamment des

trypanosomes type « forêt» sur des glossines savanicoles (G. morsitans submorsitans,

ranch de Nazinga au Burkina Faso, Lefrançois et a/., 1998b), et des trypanosomes type

« savane» sur des glossines ripicoles, voire forestières (G. pa/palis gambiensis et G.

tachinoides au Burkina Faso, G. p. pa/palis et des glossines du groupe fusca au

Cameroun et en Côte d'Ivoire; Masiga et a/., 1996 ; Reifenberg et a/., 1997a ; de La

Rocque, 1997; Lefrançois et al., 1998a; Morlais, 1998). Cette complexité est bien

illustrée par des infections expérimentales d'un ou plusieurs groupes de trypanosomes

infectant simultanément des taxons de glossines (Reifenberg et a/., 1997c). Il apparaît

ainsi clairement que le génotype des glossines, au niveau infraspécifique, peut influer sur

le développement ou non des infections trypanosomiennes, d'où la nécessité de mener

des études génétiques sur ces vecteurs à l'échelle de la population.

Les trypanosomes africains pathogènes pour l'homme et ses animaux
domestiques sont regroupés dans trois sous-genres de la section des Salivaria,
transmis par la piqûre des glossines. On distingue des hôtes mammifères
domestiques sensibles et d'autres, trypanotolérants.

La faune sauvage constitue toujours une inconnue quant aux trypanosomes
qu'elle héberge, mais elle est souvent considérée comme un réservoir des
pathologies animales, et parfois humaines.

Les techniques de détection des trypanosomes chez la glossine et chez l'hôte
vertébré se sont depuis longtemps heurtées à des problèmes de sensibilité et
d'identification. Les techniques moléculaires (peR) appliquées au diagnostic, et à
l'épidémiologie sur le terrain, permettent des progrès considérables dans la
détection des infections et dans la connaissance de la circulation des
trypanosomes dans les foyers de trypanosomose.

Des relations privilégiées trypanosome-vecteur pourraient jouer un rôle
important dans la transmission de la maladie, mais peu de connaissances sont
encore disponibles sur la caractérisation génétique des populations de vecteurs.
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3. CYTOGENETIQUE ET GENETIQUE DES POPULATIONS DE

VECTEURS

Lutter contre les insectes vecteurs d'agents pathogènes constitue une des meilleures

voies pour combattre les maladies qu'ils causent. Encore faut-il savoir quelles sont les

populations réellement vectrices jusqu'au sein de l'espèce concernée. En effet, on a vu

ces dernières années, grâce à la génétique, des espèces morphologiques de vecteurs

(Anopheles gambiae, Simulium damnosum par exemple) éclater en complexes d'espèces

jumelles. Or il est démontré que ces « populations génétiques)} au sein d'une même

espèce morphologique occupent souvent des biotopes qui leur sont typiques. Elles ont de

ce fait des écologies distinctes. De plus, il arrive souvent que la compétence et la capacité

vectorielle varient entre ces populations, certaines étant parfois non vectrices, montrant

ainsi l'intérêt grandissant et déterminant de l'étude génétique des vecteurs. Ainsi

l'identification de ces populations vectrices ainsi que celle des différentes souches de

parasites transmis contribueront à mieux comprendre les interactions entre hôtes­

vecteurs et parasites. Enfin, dans le cadre des campagnes de lutte contre les vecteurs,

ces moyens nouveaux apportent un éclairage utile aux problèmes de réinvasion des

zones traitées et aux situations de résistance éventuelle aux insecticides utilisés (Eisen et

al., 1991).

Nous présentons brièvement l'état des connaissances actuelles sur la cytogénétique des

glossines, longtemps utilisée pour essayer de distinguer des populations, puis nous

montrons ce que l'électrophorèse des isoenzymes a apporté sur la connaissance des

populations naturelles de glossines, avant d'aborder les marqueurs microsatellites.

Les premières observations de chromosomes chez les glossines (Glossina morsitans s.l.)

sont rapportées par Slizynski, in VanderPlanck (1948). Mais la première description

publiée de chromosomes de glossines est le fait d'ltard (1966) chez G. tachinoides

Westwood, 1850 (2n=6 chromosomes somatiques) et G. m. morsitans Westwood, 1850

(2n=10 chromosomes somatiques). Les années suivantes ont vu la description des

chromosomes d'autres espèces de glossines (Riordan, 1968; Maudlin, 1968, 1970; revu

par ltard, 1973, 1974).

Mis à part Slizynski qui a mis en évidence les chromosomes chez les glossines adultes,

toutes les premières observations ont été réalisées chez les larves de dernier stade, ou

chez la pupe dans le ganglion nerveux péri-oesophagien ou dans les testicules de la pupe

mâle âgée de 8 à 10 jours.
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Chez les glossines, le mâle est hétérogamétique (XV) et la femelle homogamétique (XX).

L'aneuploïdie du chromosome Y est fréquente et ne semble pas affecter le phénotype;

les individus XO sont stériles.

La première observation de chromosomes polyténiques date de 1970 (Burchard & Baldry;

Riordan). Ils sont découverts chez la larve de troisième stade, dans les tissus musculaires

sous-cuticulaires. Eisen et al. (1989) les mettent en évidence chez l'adulte. Seuls les

autosomes et le chromosome X forment des chromosomes polyténiques.

A la fin des années 1970, la carte des chromosomes polyténiques est connue, on est

alors capable d'identifier les chromosomes de plusieurs espèces. La cytogénétique

suscite des espoirs dans le domaine de la systématique pour la différenciation des sous­

espèces, et pour la lutte génétique (Itard, 1973). A ce moment, les caryotypes de 12

espèces de glossines sont décrits, et une certaine homogénéité se dégage dans un

même sous-genre: chez Nemorhina (groupe pa/palis), les espèces étudiées possèdent 6

chromosomes (4 grands autosomes et 2 chromosomes sexuels). Dans le sous-genre

G/ossina, on trouve ces mêmes chromosomes plus un nombre variable de petits

chromosomes. Enfin les espèces du sous-genre Austenina possèdent entre 14 et 20

autosomes plus 2 chromosomes sexuels.

Un polymorphisme chromosomique intraspécifique est trouvé chez G. m. morsitans entre

des individus originaires de Tanzanie et d'autres de Rhodésie (Jordan et a/., 1977). Ce

polymorphisme affecte aussi le chromosome Y (Maud lin, 1979). De même chez G.

pallidipes, le «C-banding » du chromosome Y est totalement différent entre des individus

de cette espèce provenant de l'Ouganda et ceux provenant du Zimbabwe, bien que ces

populations ne présentent apparemment pas de barrière copulatoire en laboratoire. Chez

G. pa/palis, Gooding (1997), réalise des croisements entre les deux sous-espèces G.p.

pa/palis et G. pa/palis gambiensis : il trouve que la plupart des mâles F1 sont stériles alors

que la majorité des femelles sont fertiles, suivant en cela la règle de Haldane, 1922 : si un

sexe est absent, rare, ou stérile en F1 lors de croisements interspécifiques, ce sexe est

hétérogamétique. Le principal facteur de stérilité incriminé lors de ces croisements se

situe selon cet auteur sur le chromosome X des glossines.

Ce polymorphisme chromosomique intraspécifique fut étudié dans plusieurs taxons par la

technique du « Giemsa C-banding » mais Southem (1980) trouve autant de variabilité à

l'intérieur qu'entre les espèces et en conclut aux limites de cette technique pour l'étude

des relations phylogénétiques entre les espèces de tsé-tsé. La technique du «C­

banding» est mise en parallèle avec les isoenzymes lors d'une étude sur deux

populations de laboratoire de G. pa/palis gambiensis qui montrent une susceptibilité

différente à une souche de T. brucei gambiense (Eisen et a/., 1994). Tous les

chromosomes montrent du polymorphisme, et des différences sont trouvées entre les
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deux populations conspécifiques; les résultats des deux techniques convergent, bien que

les isoenzymes montrent une plus grande variabilité.

Les principales études de génétique des populations de glossines ont été réalisées par

l'électrophorèse des isoenzymes. Gooding (1981) étudie trois espèces de glossines

présentes au Burkina Faso sur cinq loci isoenzymatiques et ne réussit pas à mettre en

évidence de variabilité intraspécifique, bien qu'il différencie G. pa/palis gambiensis de G.

tachinoides et G. morsitans submorsitans. Les études vont ensuite s'étendre à d'autres

taxons de glossines en augmentant le nombre de loci utilisés; Gooding (1990) ne trouve

pas de différence significative entre des échantillons de laboratoire et de terrain pour ce

qui concerne H (taux d'hétérozygotie) et P (pourcentage de loci polymorphes) sur

plusieurs taxons, dont G. pa/palis gambiensis. En 1991, le même auteur étudie 14 loci

enzymatiques sur des populations de laboratoire et trouve G. pa/palis gambiensis plus

proche de G. f. fuscipes que de G. p. pa/palis. Au niveau intraspécifique, des différences

sont mises en évidences surtout chez les glossines du groupe « morsitans », où Tarimo­

Nesbitt (1990), trouve des hétérozygoties différentes entre deux populations de G.

pallidipes du Kenya. Jaenson (1978) vérifie, par des croisements, qu'un contrôle

polygénique est à la base des différences entre deux populations de laboratoire de G.

pallidipes pour ce qui concerne le temps de copulation, le poids des larves, l'âge de

ponte, la durée des périodes interlarvaires. Van Etten (1982) établit que les pics d'activité

et les réponses à la température sont sous contrôle génétique. Krafsur et al. (1997)

mettent en évidence grâce aux isoenzymes une différenciation génétique au sein de

l'espèce G. pal/idipes entre des populations séparées d'environ 2000 kilomètres. Il faut

signaler que déjà en 1937, Nash avait trouvé trois différences de teinte chez G.p. pa/palis

au Nigeria associées avec l'habitat et/ou la localisation géographique.

Plusieurs idées fortes développées pour mieux cerner l'épidémiologie des

trypanosomoses sont associées à ces études de génétique des populations. Ainsi les

travaux de Maudlin et al. (1991) suggèrent que la maturation des infections à T. brucei s.1.

chez les glossines est sous le contrôle d'un gène récessif lié au sexe. Ces mêmes

auteurs incriminent les RLO (Rickettsia-like Organisms) dans la capacité des glossines à

permettre l'installation des trypanosomes dans l'intestin (Maudlin & Ellis, 1985 ; Maudlin &

Welburn, 1987); ces organismes endosymbiontes présents dans l'intestin auraient en effet

une héritabilité extra-chromosomique (transmis par le cytoplasme maternel); l'idée est

que la fréquence des individus porteurs de ces symbiontes varie dans les populations

naturelles, ce qui conduit à des variations des taux d'infection et donc du danger potentiel

de transmission de la maladie (Maudlin et a/., 1990). On pense aussi à introduire des

gènes codant pour des protéine anti-trypanosomes dans ces organismes, qui rendraient
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ainsi les glossines réfractaires à l'infection (I.A.E.A., 1997b). Une autre piste suivie est la

propriété qu'ont certains symbiontes des cellules reproductrices (Wolbachia spp.) des

glossines (mais aussi d'autres insectes), d'induire des mécanismes de stérilité au sein de

populations conspécifiques (Curtis, 1994), propriété qu'ils partagent avec des éléments

transposables (type mariner de la drosophile). Ces derniers ont aussi été mis en évidence

chez les glossines (Blanchetot & Gooding, 1995) et pourraient jouer un rôle de

dissémination de l'état réfactaire à l'infection, par exemple (I.A.E.A., 1997b). Dans cette

approche, les études de génétique des populations trouvent toute leur importance, il est

en effet indispensable de connaître les flux de gènes entre populations conspécifiques

afin de savoir comment vont se disséminer ces éléments ou organismes employés (Dale

et al., 1995b). En effet, la dynamique de fixation d'un gène introduit ne sera pas la même

selon que la population est structurée en au moins deux sous-populations maintenues par

des barrières ou des mécanismes d'isolement, ou si elle est en équilibre de Hardy­

Weinberg (Lanzaro & Warburg, 1995).

Ces études de génétique des populations peuvent aussi être menées avec des

orientations différentes: elles ont notamment permis chez de nombreux vecteurs de

distinguer des complexes d'espèces dont certaines sont plus ou moins vectrices que

d'autres de la maladie (HiII& Crampton, 1994) : ainsi dans le complexe An. gambiae s.I.,

l'électrophorèse a permis de différencier An. gambiae S.S., vecteur du paludisme, de An.

quadriannulatus, espèce zoophile ne présentant pas de danger potentiel pour la

transmission de la maladie (in Curtis, 1994). Chez les simulies, vecteurs de

l'onchocerchose (aussi appelée « cécité des rivières »), l'espèce reconnue classiquement

la plus dangereuse a «éclaté» en un complexe d'espèces de capacités vectorielles

différentes reconnaissables à l'aide de sondes ADN spécifiques (Post, 1985); il en est de

même chez les phlébotomes qui transmettent la leishmaniose (Adamson et al., 1993).

Dans ce dernier cas, un autre aspect relatif à la variabilité génétique des vecteurs

conditionne l'épidémiologie de la maladie: en observant deux formes cliniques différentes

de leishmaniose à L. chagasi en Amérique latine où les parasites étaient semblables,

Lanzaro & Warburg (1995) montrent que ces deux types de maladie sont en réalité

transmis par deux espèces différentes de phlébotomes. Ces auteurs émettent l'hypothèse

selon laquelle une partie de la variabilité des formes cliniques de leishmaniose pourrait

être due à la composition de la salive des vecteurs. Cette modulation de l'effet pathogène

des parasites par leurs vecteurs est également décrite par exemple chez les glossines, où

des souches de T. simiae (parasite des suidés) ont une virulence modifiée selon qu'ils

sont transmis par G. brevipalpis ou par G. pallidipes (Janssen & Wijers, 1974). En

descendant au niveau infraspécifique chez les glossines, Reifenberg (1996 ; 1997c) met

en évidence au laboratoire des différences significatives de transmission d'un même

clone de T. congolense par les deux sous-espèces G. morsitans submorsitans et G.m.
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morsitans; chez G. pa/palis, Eisen et a/., 1994 distinguent par l'électrophorèse des

isoenzymes et le {{ C-banding» deux populations de laboratoire de G. pa/palis

gambiensis qui n'ont pas la même compétence vectorielle vis-à-vis de T. brucei

gambiense.

Rappelons que: la compétence vectorielle est l'aptitude physiologique d'un vecteur à

acquérir le pathogène et à le transmettre (Reisen, 1988) et dépend donc uniquement de

facteurs intrinsèques au système glossine-trypanosome. La capacité vectorielle est le

nombre de nouvelles infections par situation et par jour du fait d'un vecteur (Reisen, 1988)

et dépend donc simultanément de la compétence vectorielle et de facteurs du milieu

environnant (Cuisance, 1998). On peut dire aussi que {{ la capacité vectorielle exprime à

la fois le degré de coadaptation (ou compatibilité) entre parasite et vecteur et le

fonctionnement du système ainsi formé dans un environnement donné. » (Rodhain &

Perez, 1985).

Glossina palpalis s.1. possède six chromosomes, dont deux sexuels. Le mâle porte
l'Y et la femelle est homogamétique, xx. L'étude du polymorphisme des
chromosomes chez plusieurs espèces de glossines a montré des variabilités intra
et interspécifiques. L'électrophorèse des isoenzymes a aussi été appliquée, mais
a montré ses limites pour des études génétiques au niveau intraspécifique. Il
apparaît un besoin croissant d'obtenir ces informations sur les populations de
vecteurs afin de les relier à l'épidémiologie et au contrôle des trypanosomoses :

influence de la·variabilité génétique des glossines sur leur capacité vectorielle
conséquences de la structuration des populations lors de l'emploi de méthodes
de lutte génétiques
caractérisation génétique et marquage des populations de glossines comme
couche d'informations dans la prévision spatiale du risque.

33



Figure 4 : Couches d'informations permettant la mise en évidence
des points épidémiologiguement dangereux.
Source: de La Rocque, 1997 ; modifié.
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L'avènement d'une nouvelle classe de marqueurs moléculaires offrant a priori des

possibilités nouvelles en terme de quantité et de qualité d'information, l'ADN microsatellite

(voir ci-dessous), nous a donc permis d'initier cette étude dans le but de mieux

comprendre les flux de gènes entre populations naturelles au sein d'une même espèce de

glossine. En intégrant une nouvelle « couche d'informations» à celles récoltées

simultanément sur les trypanosomes présents dans les zones d'étude sur ces mêmes

glossines, on affine les connaissances sur le système hôte-parasite, lui-même inclus dans

un ensemble ordonné de données environnementales précises (voir Figure 4), l'objectif

étant de définir précisément une situation épidérniologique et d'en tirer les meilleures

stratégies d'intervention.

4. LES MARQUEURS MICROSATELLITES : UN OUTIL RECENT

4.1 Description et définition

Les gènes représentent des « oasis» dans le « désert» génomique (Epplen, 1992). La

plupart des séquences répétées ne contribuent pas au phénotype des organismes

eucaryotes. Leur plus importante signification en est actuellement l'usage fait dans le

diagnostic. Ces éléments répétés peuvent être classés de la manière suivante:

1. Les séquences répétées dispersées:

-UNES: Long Interspersed Repeat Elements (plusieurs kilobases)

-SINES: Short Interspersed Repeat Elements: taille inférieure à 500 paires de bases

(pb) ; certaines séquences sont connues (séquence ALU, répétée des milliers de fois et

distribuée non aléatoirement).

2. Les séquences répétées en tandem:

-ADN satellite classique: le motif répété mesure aux environs de la centaine de pb.

-Minisatellites: les motifs répétés sont constitués de 6 à30 pb.

-Microsatellites: encore appelés SRS (Simple Repeat Sequences) ou STR (Short

Tandem Repeats) (Tautz, 1989; Tautz & Schlotterer, 1994). Une séquence microsatellite

est constituée d'un nombre variable (n>6) de répétitions en tandem d'un court motif (2, 3,

4 ou 5 nucléotides), dont la taille totale n'excède pas en général 200 paires de bases. Les

microsatellites sont localisés majoritairement entre les gènes, dans les régions 5'_3' non

transcrites, et dans les introns des gènes.

35



4.2 Polymorphisme et mutations

On met en évidence un polymorphisme de longueur qui reflète la variation du nombre de

répétitions du motif de base entre individus.

Des mutations sont à l'origine de ce polymorphisme. Ici, seuls les événements

mutationnels impliquant un gain ou une perte du nombre de motifs répétés sont

détectables (Weber & Wong, 1993). Ces mutations ne semblent pas être le résultat de

recombinaisons mais plutôt de mécanismes intrachromatidiques (glissement de la

polymérase lors de la réplication de l'ADN, Levinson & Gutman, 1987). Selon Weber

(1990), plus le motif répété est long, plus les loci sont variables et informatifs. Les taux de

mutation sont variables selon les loci et les organismes (10-2 à 10-5) et sont très

supérieurs à ceux trouvés chez la plupart des marqueurs classiquement utilisés

(isoenzymes ou RFLP) (Hughes & Queller, 1993 ; Jarne & Lagoda, 1996), ce qui permet

d'observer beaucoup plus de variabilité (Dallas et al., 1994; Weber & Wong, 1993).

Plusieurs modèles ont été présentés et testés dans le but d'expliciter le mécanisme des

mutations intervenant dans ces séquences (Weber &Wong, 1993 ; Estoup et al., 1995a ;

Shriver et al., 1993, Godstein et Clark, 1995; DiRienzo et al., 1994) mais nous ne

rentrerons pas dans les détails; précisons qu'actuellement, on pense que les

microsatellites évoluent différemment des isoenzymes, chez lesquels chaque allèle,

lorsqu'une mutation se produit, est censé donner naissance à un nouvel allèle (I.A.M. :

Infinite Allele Model). Pour les microsatellites, la nature bidirectionnelle des mutations

(gain ou perte d'une unité de répétition, modèle type SMM: Stepwise Mutation Model,

Valdès et al., 1993) peut produire des allèles identiques par la taille mais non par

descendance, ce qui d'ailleurs limite leur utilité pour des études de phylogénie faisant

intervenir des unités taxonomiques éloignées à cause de l'homoplasie de taille ainsi

générée (Jame & Lagoda, 1996).

4.3 Principales applications

Les applications liées à ces marqueurs microsatellites foisonnent et prennent une

importance croissante dans nos sociétés.

Sciences légales: tests de paternité (Epplen, 1992), identité génétique d'individus

(Schwaiger et al., 1992).

Cartographie du génome humain (Couillin et al., 1994; Weissenbach & DeChenay,

1992), mais aussi d'insectes vecteurs (An. gambiae, Zheng et al., 1993).
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- Recherche de facteurs causant certaines maladies, ou de marqueurs liés à ces gènes

de maladie (maladie de Hunington, syndrome de fragilité du chromosome X,

dystrophie myotonique, cancers...)

- Et bien sûr les applications en nombre croissant en génétique des populations:

* chez des insectes sociaux: abeilles (Estoup et al, 1995b, 1995c); guêpes (Hughes &

Queller, 1993); fourmis (Gertsch et al., 1995).

* pour des études de biodiversité :

- gestion de populations menacées d'extinction ou ayant subi des réductions

d'effectifs, des fragmentations d'habitat: cétacés (Amos et al., 1993; Valsecchi &

Amos, 1996), buffle d'Afrique (Simonsen et al., 1998), cerfs d'Asie (Abernethy,

1994) , kangourous (Spencer et al., 1995), ours blanc (Paetkau et al., 1995).

- connaissance de la structure sociale: canidés et félidés sauvages (Rayet al.,

1994 ; Menotti-Raymond &O'Brien, 1995).

* dans les études sur les vecteurs: Simulium damnosum, Dumas et al. (1998);

Anophe/es gambiae, Kamau et al. (1998); Aedes aegypti Ravel corn. pers.,

Fayoux, cam. pers. ; Ixodes ricinus, Delaye et al. (1998).

4.4. Utilisation en génétique des populations

Chaque zone de répétition est un locus et chaque nombre de répétitions est un allèle.

Lorsqu'on connaît une séquence microsatellite donnée, on peut définir de part et d'autre

du motif deux amorces qui vont être utilisées pour amplifier par PCR le motif rnicrosatellite

dont la longueur sera ensuite visualisée sur gel. Si le locus est polymorphe, des individus

différents auront un nombre de répétitions du motif différent, et donc des tailles (allèles)

différentes.

- Ces allèles sont transmis de manière mendélienne chez beaucoup d'organismes, ce qui

autorise à tester les hypothèses classiques de génétique des populations (équilibre de

Hardy-Weinberg...).

- Cette transmission se fait de manière codominante; on peut donc observer des

hétérozygotes, qui présenteront 2 bandes sur un gel. Prenons l'exemple d'un locus

microsatellite dont le motif répété est AT, et où les amorces et la séquence flanquante

mesurent 160 paires de bases: un père 180 pb (motif: (AT)10) et une mère 188 pb

(AT)14 donneront un enfant 180-188 (10-14) : l'enfant chez un taxon diploïde hérite d'un

chromosome paternel et d'un maternel. Ici il présente donc deux bandes (voir Solano et

al., 1997b; annexe 10). Notons que dans ce cas, le père et la mère ne présenteront

qu'une bande (phénotype 180 pour le père, et 188 pour la mère), qui est interprétée
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comme génotype: 180-180 pour le père, et 188-188 pour la mère dans le cas d'un locus

situé sur un autosome pour un organisme diploïde.

-Les loci microsatellites sont supposés neutres vis-à-vis de la sélection. Cette propriété

est renforcée par: - l'abondance de ces loci dans le génome (plus de 30 000, Weber,

1990) ; - la localisation de la plupart d'entre eux en dehors des régions

codantes.

Cette hypothèse n'est toutefois pas valide pour quelques-uns des loci microsatellites

directement associés avec des phénotypes de maladie, localisés dans des régions

codantes, ou très liés à des loci soumis à sélection (par exemple ce sont souvent des

motifs trinucléotidiques type GTG qui sont associés à des maladies) ; de même il peut

exister une taille limite des allèles à certains loci.

-Ces séquences microsatellites présentent un haut degré de polymorphisme et

d'hétérozygotie qui permet l'accès à une quantité importante d'information basée sur les

fréquences alléliques. Dans l'état actuel des connaissances, les marqueurs microsatellites

sont réputés être les mieux adaptés à l'étude des relations entre espèces très proches ou

entre populations d'une même espèce (Bruford &Wayne, 1993 ; Bowcock et al., 1994). Ils

pourraient être de moindre utilité pour des taxons plus éloignés à cause des limites de

variation du nombre de répétitions: les distances génétiques atteindraient vite des valeurs

maximales (Goldstein et al., 1995a), et les phénomènes d'homoplasie de taille (identité

par état et non par descendance) auraient plus de chances d'apparaître (Estoup et al.,

1995a).

Afin d'illustrer quelques caractéristiques des microsatellites, une comparaison de

différents types de marqueurs utilisés en génétique des populations est présentée dans le

tableau suivant.

Tableau 1 : Comparaison de plusieurs types de marqueurs génétiques utilisés en
génétique des populations.

RAPD= Random Ampllfled Polymorphlc DNA; RFLP= Restriction Fragment Length
Polymorphism ; PD= Pays en Développement. Les « appréciations» varient de « +++ »
(très adapté à la caractéristique présentée) à « -« (pas adapté), en passant par « ++ ».
« + », et « 0 » (neutre).

Caractéristiques Isoenzvmes RAPD Minisatellites PCR-RFLP Microsatellites
détection +++ +++ - +++ +
polymorphisme + +++ ++ + +++
codominance oui non oui oui oui
travail sur
maté~iel dégradé - - 0 + +++
ou en quantité
faible
transfert en PD
(coût, + 0 - - +
standardisation,
faisabilité) ..
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5. L'ANAL YSE MORPHOMETRIQUE : DE NOUVELLES POSSIBILITES

La morphométrie a été largement utilisée chez les insectes (voir Daly, 1985 pour revue).

Associée aux études de génétique, elle permet de faire intervenir l'effet d'autres gènes

que ceux sur lesquels porte l'analyse génétique. Les organes, leur taille et leur

conformation, reflètent souvent l'effet de l'action de plusieurs gènes modulés par

l'environnement. Les mesures sont souvent effectuées sur l'aile, organe dont la taille est

proportionnelle à celle du corps (Bursell, 1960). Chez les glossines, cet organe présente

la particularité de posséder une cellule « en hache », qui est fréquemment retenue pour

les mesures (Buxton, 1955; Mulligan, 1970). Les études morphométriques ont (re)pris

assez récemment leur essor grâce à toutes les techniques de mesures semi­

automatisées limitant ainsi l'erreur de mesure par le facteur « humain». Ces travaux

permettent de représenter des données morphologiques de manière numérique et

graphique, et de tester mathématiquement des hypothèses par une gamme très large

d'analyses statistiques (multivariées... ). Les différences morphologiques entre

populations naturelles reflètent à la fois des différences environnementales et génétiques

et l'héritabilité des caractères morphométriques est analysée par les méthodes de

génétique quantitative (Falconer, 1981). Ainsi chez les diptères, la variation de la longueur

de l'aile est influencée par le régime de nutrition des larves (Hillesheim &Stearns, 1991),

les conditions climatiques (Kitthawee et al., 1992), ou même le parasitisme larvaire

(Siegel et al., 1992). On observe ainsi des variations de taille selon la saison chez les

phlébotomes (Ogusuku et al., 1993). Chez les glossines, au niveau intraspécifique, De la

Rocque et al. (1998) montrent chez G. tachinoides des variations significatives de la taille

de l'aile selon la saison ou le biotope. Les études morphométriques ont aussi permis

d'identifier des populations de réinvasion après lutte chimique, chez les réduves vectrices

de la maladie de Chagas (Dujardin et al., 1997a) et chez les simulies impliquées dans la

transmission de l'onchocerchose (Garms, 1991).

39



€hapitre; ~ ::

Matériel et Méthodes

40



1. RECHERCHE DES M/CROSA TELL/TES

La mise au point des microsatellites chez un organisme donné comprend trois phases:

leur détection, leur clonage, et leur séquençage afin de déterminer la séquence des

régions flanquant le microsatellite, étape nécessaire à la fabrication des amorces utilisées

ultérieurement pour amplifier l'ADN par PCR.

1.1 Détection et clonage

Afin de rechercher des séquences d'ADN contenant des motifs microsatellites, une

banque génomique partielle a été créée à partir d'une colonie de G. palpalis gambiensis

provenant de l'insectarium commun CIRAD/ORSTOM: 60 individus adultes ont été

prélevés, seule leur partie antérieure a été broyée (à cause de possibles résidus de repas

de sang dans l'intestin) et une extraction d'ADN a été réalisée à l'aide d'un protocole

classique phénol/chloroforme (Maniatis et al., 1982). Après précipitation dans l'éthanol,

nous avons obtenu environ 60IJg d'ADN génomique.

20 IJg de cet ADN sont digérés (voir Figure 5) par une enzyme de restriction (Haelll) qui
. .

coupe l'ADN chaque fois qu'elle rencontre une séquence de type [GGlcC] (coupure à

bouts francs).

L'ADN ainsi digéré est déposé sur un gel d'agarose « low-melting » avec un marqueur de

taille et seuls les fragments compris entre 300 et 600 pb sont sélectionnés pour la suite du

protocole, par élution du gel. Après purification à l'aide d'un kit commercial (Geneclean),

l'ADN est inséré dans le bactériophage M13 à l'aide de la T4 DNA Iigase. Le phage a, lui,

été digéré par l'enzyme EcoRV (coupure à bouts francs) et déphosphorylé, permettant

ainsi l'insertion aléatoire des fragments d'ADN de glossine (phase de Iigation).

Puis le bactériophage est utilisé pour transformer des bactéries Escherichia coli (XL1 Blue

cells, Stratagène) que l'on a auparavant rendues compétentes et auxquelles est infligé un

choc électrique permettant l'entrée du phage.

Ces bactéries sont ensemencées sur boites de Pétri, et on différencie les bactériophages

ayant intégré un fragment d'ADN de ceux ne l'ayant pas intégré: l'enzyme [3­

galactosidase est en effet inactivée lors de l'insertion du fragment d'ADN, ce qui empêche
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Figure 5 : Clonage et séquençage dans M13 pour la recherche
de séquences microsatellites (CA/GT)n et (GA/CT)n.
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l'hydrolyse de son substrat (X-gal: 5-bromo-4 chloro-3 indolyl-j3-galactoside), et donc

n'induit pas la formation d'une couleur bleue (bromochloroindole); ceci a comme

conséquence une reconnaissance des phages recombinants (couleur blanche) de ceux

n'ayant pas intégré l'insert (couleur bleue).

Après transfert des colonies de bactéries portant le bactériophage et l'ADN sur des

membranes de nylon (Hybond, AMERSHAM), une hybridation est réalisée avec les

sondes oligonucléotidiques microsatellites (CA)n/(GA)n marquées au phosphore

dCTPa32p (kit AMERSHAM de random priming, MEGAPRIME).

Après autoradiographie, les clones positifs (donnant un signal de radioactivité) sont donc

repérés et sélectionnés, c'est avec ceux-là que va se poursuivre la détection des

microsatellites.

Les clones positifs sont piqués à partir des boîtes de culture et mis à pousser dans un

milieu nutritif (2*TY). Une centrifugation est réalisée afin de séparer le culot contenant les

bactéries du surnageant où se trouve le phage portant l'insert d'ADN simple brin.

Puis une PCR est réalisée à l'aide des amorces M13 universelles « forward» et

« reverse »; ces amorces, placées de part et d'autre du site d'insertion, servent à

confirmer sur gel la présence du fragment inséré, à connaître sa taille approximative, et à

détecter de possibles mélanges (lors du repiquage des clones, selon leur densité il arrive

que plusieurs d'entre eux soient prélevés simultanément). Il faut à ce moment procéder à

des ré-étalements des clones à l'aide de gammes de dilutions appropriées, jusqu'à

obtenir des clones purs qui peuvent être séquencés.

1.2 Séquençage et ch()ix des amorces

Nous avons effectué le séquençage des clones ayant donné une réponse positive à

l'hybridation radioactive sur un séquenceur automatique (Taq Dye Primer Sequencing Kit,

Applied Biosystems) par la méthode classique de « Dideoxy Chain Termination » (Sanger

et al., 1977) .

Après avoir identifié les séquences microsatellites, il faut définir des amorces de P~.rt et

d'autre de ce motif afin de le rendre amplifiable par PCR; ces amorces doivent obéir aux

critères suivants:

encadrer le motif microsatellite, mais ne pas être situées trop près de celui-ci à cause

de l'instabilité des séquences flanquant ce microsatellite (Callen et al., 1993; Grimaldi

&Crouau-Roy, 1997).
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donner un produit d'amplification de taille comprise entre environ 150 et 300 paires de

bases, de manière à ensuite pouvoir séparer les fragments différant de quelques

nucléotides sur le support le plus adapté (la séparation est plus précise pour de petits

fragments que pour des gros).

les amorces doivent elles-même avoir une taille d'une vingtaine de nucléotides afin

d'assurer une hybridation spécifique (température d'hybridation supérieure à 45°C) ;

elles doivent comprendre au minimum 50% de G-C (liaisons plus solides), et ne pas

présenter de structure secondaire, qui produirait des hybridations entre amorces.

Le choix des amorces a été réalisé à l'aide du programme OLlGO® v.1.2.

Après avoir testé les amorces sur l'ADN de la banque génomique et avoir observé un

produit d'amplification clair et reproductible (optimisation des conditions PCR, de la

température d'hybridation... ), il faut:

établir si le locus utilisé est polymorphe: observe t'on des signaux PCR différant par la

taille sur un échantillon de quelques individus?

établir de manière précise la taille de ces signaux (allèles) afin d'être capable de

différencier dans notre cas des allèles ayant deux nucléotides d'écart (ce qui

correspond à un motif (GT)).

1.3 Etalonnage des allèles

La méthode la plus précise est de réaliser un gel de séquence (gel de polyacrylamide 6%

dénaturant, avec aM d'urée) en incorporant du 358 dans la réaction PCR, sous forme de

d-ATP. Les échantillons après PCR sont déposés sur le gel, révélés par autoradiographie,

et comparés à une séquence de référence, en l'occurrence celle du bactériophage M13

(kit AMER8HAM) ; on obtient ainsi les tailles des allèles au nucléotide près (Parker et al.,

1993).

Précisons que cette technique, bien que très précise, est assez lourde à mettre en œuvre

notamment dans les conditions de laboratoire de pays en développement. La révélation

en 358 a donc été utilisée uniquement pour l'étalonnage des allèles.
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2. CONDITIONS D'AMPLIFICA TlON ET DE REVELA TlON DES

ALLELES MICROSA TELLITES

La plupart des analyses ayant été réalisée au CIRDES, nous avons dû changer de

support de révélation des allèles. Nous présentons en annexes 3 et 4 les conditions de

PCR utilisées pour les analyses sur les glossines capturées sur le terrain, ainsi que les

deux types de support utilisés: au CIRDES, la migration des produits PCR s'est faite en

gel d'agarose à 4% coloré au Bromure d'éthidium, facile à utiliser, et qui présente un

niveau de résolution correct pour des différences de 4 nucléotides, mais difficile pour

révéler des différences d'une unité de répétition (2 nucléotides).

Dans un second temps seront présentés les résultats obtenus à Montpellier avec le

second type de support utilisé: le gel de polyacrylamide 10% non-dénaturant, qui permet

une détermination plus précise de la taille des allèles.

3. MA TERIEL BIOLOGIQUE

3.1 Glossines d'insectarium

La banque génomique utilisée pour la recherche des microsatellites, ainsi que les

premiers tests d'établissement du polymorphisme des locus étudiés, et les tests

d'héritabilité mendélienne des allèles, ont été réalisés à partir des G. palpalis gambiensis

de l'insectarium commun CIRAD-ORSTOM. Cette colonie a démarré à partir de glossines

capturées dans la région de Bobo-Dioulasso, Burkina Faso, à partir de 1972; celles-ci ont

été adaptées et développées à l'IEMVT Maisons-Alfort (Clair et al., 1976; Sellin et al.,

1977), puis transférées au CIRDES pour une production de masse (Taze et al., 1978 ;

Sellin et al., 1979; Cuisance & Politzar, 1981) qui continue actuellement, aussi bien pour

des activités de formation, que pour divers essais biologiques ou en prévision de

programmes de lutte par lâchers de mâles stériles (Bauer & Kaboré, com. pers.). La

colonie de l'insectarium de Maisons-Alfort a été transférée à Montpellier en 1991, et

comprend actuellement environ 1500 femelles reproductrices.

Dans cet insectarium existent aussi d'autres taxons de glossines, sur lesquels nous avons

testé les microsatellites isolés de G. palpalis gambiensis, afin de voir s'il était possible

d'étendre ce type d'études génétiques à d'autres espèces sans avoir à refaire une banque

génomique: il s'agit notamment de G. f. fuscipes et G. tachinoides pour le sous-genre
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Nemorhina, et de G. morsitans submorsitans et G. m. morsitans pour le sous-genre

G/ossina. Dans un second temps, ce criblage fut élargi à d'autres taxons qui n'existaient

pas dans l'insectarium, il s'agit notamment de G. p. pa/palis du Cameroun (aimablement

fournies par 1. Morlais), et aussi de G. caliginea, G. pallicera (sous-genre Nemorhina) , et

G. fusca s.l. (sous-genre Austenina) (J.M. Bodo, corn. pers.).

Après avoir établi le polymorphisme des locus microsatellites sur des G. pa/palis

gambiensis d'insectarium, nous avons débuté les études génétiques sur des populations

naturelles de ce taxon. La majorité des glossines capturées viennent du Burkina Faso, de

la zone agropastorale de Sidéradougou, et du C.E.Z.I.E.T. (Centre d'Encadrement des

Zones d'Intensification de l'Elevage Traditionnel) de Samorogouan; nous avons aussi

voulu couvrir d'autres zones de la répartition géographique de ce taxon, qui va du

Sénégal à l'Ouest au Bénin à l'Est, et nous avons pu bénéficier de glossines du Sénégal

et du Mali.

3.2 Populations naturelles

3.2.1 Mali

Ces mouches nous ont été aimablement fournies par le Dr. O. DIALL (Laboratoire Central

Vétérinaire de Bamako) ; elles proviennent de la zone de Tienfala-Baguinda, située aux

alentours de Bamako, où elles sont tenues responsables du maintien d'un foyer actif de

trypanosomose animale à T. vivax; ces mouches présentaient des taux d'infection variant

de 6-10% à 20-25% dans le proboscis (T. vivax) (DiaIl, com.pers.).

3.2.2 Sénégal

Les glossines ont été capturées au niveau· du club hippique dans le parc de Haan

(périphérie de Dakar; J. SEIGNOT) et sont donc éloignées géographiquement des autres

glossines étudiées; ces mouches présentent de plus la particularité de survivre dans un

milieu propre à cette région lagunaire, appelé les niayes : ce sont des cordons dunaires

où sont présentes des formations végétales comprenant en particulier des palmiers à

huile (E/aeis guineensis) (Touré, 1971).
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Figure 6 : Répartition géographique des glossines étudiées
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3.2.3 Burkina Faso: Présentation des zones d'étude

Deux zones ont été retenues dans le cadre de ce travail afin de capturer G. pa/palis

gambiensis: la zone de Sidéradougou et celle de Samorogouan. Elles sont situées au

sud-ouest du pays et éloignées l'une de l'autre d'environ 100 kilomètres. le climat, de

type soudano-guinéen, y est marqué par l'alternance d'une saison sèche de la mi-octobre

à la mi-mai (d'abord « froide» jusqu'en janvier, puis chaude) et d'une saison des pluies

de mi-mai à mi-octobre.

3.2.3.1 Samorogouan

Cette zone est située à une centaine de kilomètres de Bobo-Dioulasso, et comprise aux

environs de 11 °20 de latitude nord et 5° de longitude ouest (carte de la Figure 7).

l'ensemble correspond à la savane sud-soudanienne à /soberlinia doka parcourue par

des galeries bordant la rivière principale « Pindia » et ses affluents. Après avoir identifié la

principale contrainte à la production dans cette zone comme étant la Trypanosomose

Animale Africaine, un projet de lutte financé par la Banque Mondiale a été mis en œuvre

par le CIRDES. En 1990, la zone abritait entre 12 et 15000 têtes de bovins. Trois espèces

de glossines étaient présentes: G. morsitans submorsitans, G. tachinoides, et G. pa/palis

gambiensis. la lutte, basée sur des traitements stratégiques épiclJtanés du bétail par des

pyréthrinoïdes a permis d'éliminer de la zone les deux premières espèces citées. G. p.

gambiensis a toujours été capturée pendant la durée du projet (arrêté fin 1993),

probablement du fait de sa capacité à se maintenir en se nourrissant sur les reptiles

(Bauer et a/., 1995). Une forte pression glossinienne ainsi que des résistances aux

trypanocides d'une souche de T. congo/ense ont été mises en évidence (Clausen et a/.,

1992).

Deux opérations de capture ont été réalisées pour ce qui concerne le présent travail :

l'une en décembre 1996 (saison sèche froide), l'autre en juin 1997 (saison des pluies).

trois lieux de capture ont été prospectés: deux le long de la rivière Pindia, séparés

d'environ 10 km (PC et PR), et un au nord de la zone sur un affluent d'un réseau

hydrographique distinct (KOl). Sur l'ensemble Pindia (PC+PR) et à KOl, 8 pièges

biconiques (Challier & laveissère, 1973) et 8 pièges monoconiques « Vavoua »

(laveissière &Grébaut, 1990) étaient disposés en alternance et relevés quotidiennement.
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Figure 7 : Localisation des points de capture à Samorogouan
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3.2.3.2 Sidéradougou

La zone de Sidéradougou se situe au sud de Bobo-Dioulasso sous la falaise de Banfora

(carte de la Figure 8) et couvre une surface de 3500 km2
• Le travail mené dans cette zone

fait partie de l'action thématique programmée (ATP) du CIRAD « Identification des

facteurs discriminants de la présence des glossines» (D. Cuisance, S. de La Rocque, G.

de Wispelaere), et prend en compte le volet « Génétique des populations ». Les captures

faites dans ce cadre ont été réalisées une année après celles de de La Rocque (1997)

(menées au cours de la saison sèche 1996) auxquelles étaient associées de nombreuses

couches d'informations : identification des formations végétales, parcellaire agricole,

cartographie de la zone, distributio'n des parasites, morphopédologie, typologie

d'élevages, recensements des bovins, etc.

Il nous faut préciser que cette zone était déjà bien connue, car une enquête

entomologique très fine fut réalisée en 1980-1982 sur plus de 600 kilomètres de réseau

hydrographique ainsi qu'en savane (Cuisance et al., 1985a). A la suite de cette enquête,

une campagne de lutte utilisant une combinaison d'écrans imprégnés d'insecticides et des

lachers de mâles stériles fut mise en place et aboutit à l'élimination des trois taxons de .

glossines de la zone (G. morsitans submorsitans, G. tachinoides, G. palpalis gambiensis)

au cours de l'année 1984 (Politzar &Cuisance, 1984; Mérot et al., 1984; Cuisance et al.,

1985a). Toutefois, l'arrêt de l'entretien des barrières d'isolement mises en place suite à

des évènements intérieurs, vit la réinvasion de la zone par les deux espèces de glossines

ripicoles G. palpalis gambiensis et G. tachinoides dès 1986 (Bauer et al., 1987).

Les piégeages réalisés dans le cadre du présent travail ont eu lieu:

- en fin de saison sèche chaude 1997 : en mars vers le village de Yéguéré, côté

est de la zone, sur une vingtaine de kilomètres le long de la rivière Koba, sur des points

au préalable identifiés par de La Rocque (1997); en mai à Nyarafo, côté ouest, le long de

la rivière Koba et dans une formation boisée particulière (dite « bois sacré »), située aux

abords du village de Nyarafo ;

- en saison sèche froide (janvier 1998) dans les mêmes lieux. Le même protocole

de piégeage qu'à Samorogouan a été retenu. Chaque point étant géoréférencé au GPS

(Global Positioning System), les informations collectées autour de chacun de ces points

par de la Rocque (1997) ont pu être utilisées.
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Figure 8 : Localisation de la zone d'étude de Sidéradougou.
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3.2.4 Travail effectué sur le terrain

Ce travail sur le terrain concerne uniquement les glossines capturées au Burkina Faso,

celles du Sénégal et du Mali nous ayant été envoyées entières.

Après la récdlte quotidienne des cages contenant les glossines prises au piège, celles-ci

sont amenées au campement, et les analyses suivantes sont réalisées sur place pour

chaque individu:

Il Identification morphologique de l'espèce, tri par sexe, dénombrement.

Il Prélèvement de 3 pattes à l'aide de pinces pour les analyses génétiques, et dépôt de

ces pattes dans un tube Eppendorf 0.5 ml à sec, numéroté. Les pinces sont rincées à

l'eau de javel puis à l'eau stérile et essuyées entre chaque individu.

Il Prélèvement et montage à sec entre lame et lamelle des ailes pour les analyses

morphométriques ultérieures.

Il Dissection (dans l'ordre chronologique) des pièces buccales, de l'intestin moyen et des

glandes salivaires, pour la recherche des trypanosomes au microscope

(grossissement 250 ou 400), uniquement sur les glossines non-ténérales (les

ténérales, venant d'éclore, sont exemptes de trypanosomes). Si un organe est trouvé

infecté par des trypanosomes sur la glossine disséquée, chaque organe est collecté

séparément et mis dans un tube eppendorf contenant 501-11 d'eau distillée stérile, sauf

le proboscis mis dans un tube sec. Entre chaque organe collecté les pinces subissent

le même traitement que ci-dessus, ainsi que les pinces servant à la dissection. Les

tubes ainsi conditionnés sont gardés en glacière jusqu'au laboratoire du CIRDES où la

PCR sera mise en œuvre pour identifier les trypanosomes.

Il Estimation de l'état de réplétion de la mouche; lorsque des résidus de sang en quantité

suffisante sont trouvés dans l'intestin, ils sont récoltés sur papier Whatman W1 pour

être analysés au CIRDES, afin de connaître l'identité de l'hôte nourricier.

Il Dissection des ovaires des femelles pour déterminer leur âge physiologique.

Simultanément à ces deux enquêtes entomologiques, des prélèvements sanguins sont

réalisés sur les animaux domestiques présents dans les villages avoisinants. Ces

prélèvements sont examinés au microscope par la technique de Murray et al., 1977

(observation du « buffy-coat» entre lame et lamelle sur microscope à fond noir), et aussi

par PCR sur ce même buffy-coat lorsque les animaux sont trouvés infectés en

parasitologie ou ont un hématocrite inférieur à 25% (Lefrançois et al., 1998a).
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Sur le terrain, l'opération se déroule de la manière suivante: deux tubes capillaires à

microhématocrite par animal sont collectés à partir du prélèvement sanguin fait sur tube

(type « vacutainer ») hépariné ; l'un sert à la lecture de l'hématocrite après centrifugation,

puis est sectionné à l'aide d'un diamant au niveau du buffy-coat, et la couche leucocytaire

est étalée sur une lame, puis recouverte par une lamelle et observée au microscope

(x400). Si l'animal est trouvé infecté ou possède un hématocrite inférieur à 25 (signe

d'anémie), le second tube capillaire est cassé de la même manière, et le buffy-coat est

déposé dans un tube eppendorf contenant 30 1-11 d'eau distillée stérile. L'ensemble est

vigoureusement mélangé et conservé en glacière jusqu'au retour au laboratoire.

3.2.5 Traitements au laboratoire

De retour au CIRDES à Bobo-Dioulasso, les traitements suivants sont réalisés:

Caractérisation des trypanosomes chez les glossines et chez les mammifères: une

résine commerciale (READYAMP, Promega) voisine du Chelex (BIORAD) est utilisée

suivant un protocole dérivé de Penchenier et al. (1996) (in Lefrançois et aL, 1998a).

Les amorces employées pour la PCR figurent en annexe 1, et les conditions PCR

utilisées en annexe 2.

Tous les échantillons (pattes et organes) sont conservés à -20°C.

Analyse des repas de sang (Kaboré et al., 1994) : la technique utilisée est un ELISA

sandwich utilisant des anticorps spécifiques d'espèces de vertébrés, produits sur des

poules. Ils servent, d'une part à sensibiliser les plaques ELISA, et d'autre part,

associés à la peroxydase, à révéler la présence de l'antigène. En fonction des espèces

animales domestiques ou sauvages présentés dans la zone, trois séries d'anticorps

spécifiques d'espèces sont utilisées:

- la première série comprend les taxons suivants: homme, varan, porc

domestique, potamochère, ruminant s.l., suidé s.l., phacochère, oiseau s.1. ;

- si le test est positif pour les ruminants, la seconde série aborde les espèces

suivantes: bovin, chèvre, céphalophe, bubale, mouton, buffle, guib harna~h~,

cob;

- si les échantillons n'ont pas donné de réponse, une troisième série est réalisée

comprenant: chien, éléphant, hippopotame, rat, âne, poule, crocodile, lion.

Analyse génétique: ajout de 250 1-11 d'une solution aqueuse de Chelex 5% (BIORAD)

dans chaque tube; incubation 1 heure à 56°C et 30 minutes à 95°C. Cette résine a la

propriété de chélater les ions divalents catalyseurs des réactions de dégradation de

l'ADN (Walsh et aL, 1991). Toutes les lourdeurs des protocoles impliquant des
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extractions d'ADN par les méthodes classiques (type phénol-chloroforme) sont ainsi

évitées.

Avant chaque PCR, les tubes sont centrifugés 2 minutes, 10 !JI de la solution sont

prélevés (les protocoles sont détaillés en annexes 3 et 4).

4. INTERPRETA TlON DES DONNEES GENETIQUES

4.1 Détermination du génotype des individus

Après l'amplification par PCR des séquences microsatellites et visualisation sous lumière

ultraviolette des produits PCR, une bande ou deux bandes par individu sont apparues.

Les tailles de ces bandes ont été relevées de manière précise; tous les individus

analysés ont eu leur produit PCR déposé au minimum deux fois sur gel d'agarose, avec la

possibilité de plusieurs migrations par produit PCR (le volume final de réaction est de

50!J1, et on en dépose 12!J1 sur le gel).

Si on observe deux bandes, l'individu est interprété comme étant hétérozygote; si une

seule bande est observée l'individu est considéré homozygote (il a deux fois la même

bande, puisque l'on a affaire à une espèce diploïde). Ceci est valable dans le cas de loci

autosomaux. En revanche, lorsqu'un locus se trouve sur le chromosome X, les mâles

monternt systématiquement une seule bande (sexe hétérogamétique), et les femelles,

une ou deux; s'il est situé sur le chromosome Y, les femelles ne donnent pas de signaux

d'amplification (sauf si des anomalies chromosomiques sont mises en évidence).

Ainsi d'après les bandes observées sur gel, on en déduit le génotype des glossines aux

loci étudiés. Les tailles des bandes (allèles) sont codées à l'aide d'un code à deux

chiffres, l'allèle le plus léger observé sur l'ensemble de l'échantillon recevant le code 01.

4.2 Tests génétiques effectués

Trois logiciels d'analyse de génétique des populations ont été utilisés de manière

complémentaire: GENEPOP (Raymond & Rousset, 1995) versions 1.2 et 3.1, FSTAT

(Goudet, 1996), et GENETIX v.3.3 (Belkhir K, Borsa P, Goudet J, Chikhi L, Bonhomme F,

1996-1998). Le choix du logiciel utilisé selon le paramètre mesuré figure sur le tableau 2.
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Tableau 2 : Choix du logiciel employé selon la paramètre génétique étudié.

Paramètre mesuré logiciel utilisé

Déficit d'hétérozygotes intra pop GENEPOP (si 1 population)

FSTAT (si plusieurs)

Déséquilibre de laison GENEPOP

Différenciation interpopulation FSTAT

Distances génétiques GENETIX

Test du modèle d'isolement par la distance GENEPOP

Les analyses intra et interpopulations ont été réalisées principalement à l'aide des deux

logiciels GENEPOP et FSTAT.

Le test du déficit d'hétérozygotes de GENEPOP est réalisé à l'aide de la méthode des

chaînes de Markov (Guo & Thomson, 1992) lorsque plus de 4 allèles sont présents au

locus analysé. Les valeurs proposées par défaut ont été prises pour les paramètres des

chaînes de Markov (100 démémorisations, 50 batches, 1000 itérations par batch). On

obtient ainsi une probabilité et son écart-type de rejeter l'hypothèse nulle (HO= il y a

équilibre de Hardy-Weinberg) si elle est vraie. Lorsque cette dernière recouvre le seuil

d'erreur choisi (5%), on augmente les paramètres des chaînes (100 batches et 10000

itérationslbatch). Lorsque moins de 4 allèles sont présents, le test exact est fait par

énumération complète. L'hypothèse alternative choisie est systématiquement: H1 =déficit

d'hétérozygotes.

Les tests proposés par FSTAT utilisés dans ce travail sont basés sur des permutations

(nous avons choisi 10000), soit d'allèles entre individus au sein des populations

(significativité du Fis), soit des génotypes entre les populations (significativité du Fst) (voir

ci-dessous).

4.2.1 Analyses intrapopulation

Dans chaque population, les tests effectués permettent de mesurer:

- le nombre moyen d'allèles par locus,

- les hétérozygoties observée (par comptage) et attendue selon Nei en cas d'équilibre de

Hardy-Weinberg; l'écart entre ces deux valeurs donne le Fis de Wright (1951) et son

estimateur non biaisé f (Weir & Cockerham, 1984) : ils mesurent l'écart entre le nombre

d'hétérozygotes observés et attendus au sein d'une population donnée; Ce Fis varie

entre -1 (aucun homozygote) et +1 (aucun hétérozygote) et est égal à 0 en cas de

panmixie parfaite; on teste un écart significatif à la panmixie par la procédure Genepop.
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- Le déséquilibre de liaison génotypique entre paires de loci: on teste l'écart à l'hypothèse

nulle d'indépendance entre paires de loci par population. Un déséquilibre de liaison

significatif suggère, soit une liaison physique entre les deux loci (s'ils sont par exemple

très proches), soit un système de reproduction non panmictique (absence de

recombinaison). Si aucun déséquilibre n'est observé (seuil de 5%), on considère que les

deux loci apportent chacun une information indépendante.

- Nous avons également comparé la moyenne des valeurs du Fis par échantillon (15

populations), mesurées à chaque locus par un test de comparaison de deux séries de

valeurs appariées (test de Wilcoxon); on teste l'hypothèse que les moyennes ne sont pas

différentes; un test sjgnificatif indiquerait qu'une contrainte particulière pèse sur un locus.

4.2.2 Analyses interpopulation

Elles consistent essentiellement en la mesure des différences de fréquence allélique ou

de leur variance entre les populations. On utilise le Fst de Wright, 1951, mesuré par son

estimateur non biaisé Théta (Weir & Cockerham, 1984), qui est la composante de la

variance entre les populations. Ce paramètre est encore appelé « indice de fixation)} ou

« mesure de l'effet Wahlund )} (Goudet, 1995), il mesure la différenciation génétique entre

les populations.

On teste si ce paramètre donne des valeurs significatives par permutation des génotypes

entre les populations (procédure FSTAT), l'hypothèse nulle étant que les génotypes sont

indépendants des populations échantillonnées. Nous n'avons pas réalisé ce test sur les

allèles car pour ce faire, il eut fallu que les allèles soient distribués au hasard dans les

individus, ce qui n'est pas le cas lorsque par exemple, le déficit d'hétérozygotes est

significatif au sein d'une population (Goudet, 1995).

A partir des fréquences alléliques et du Fst, différentes mesures assimilées à des

distances génétiques ont été réalisées. L'objectif n'était jamais d'inférer des relations

phylogénétiques entre les échantillons, mais uniquement de représenter les relations

phénétiques existant entre ces échantillons. Nous avons également testé si les

différences génétiques entre populations augmentaient avec la distance géographique, en

comparant les matrices de distance génétique aux distances géographiques, et en

réalisant des tests de Mantel (Manly, 1985) par permutation; les tests de Mantel ont été

réalisés directement sur le Fst, ou sur plusieurs estimations des distances génétiques:

-Ln (1- Fsv peut être assimilé à une distance génétique (Reynolds et al., 1983)

Fst/(1- Fst) est utilisé pour étudier des espèces occupant un habitat de type linéaire

(Rousset, 1997)
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La distance génétique de Nei non biaisée (Nei, 1978) présente l'avantage de pouvoir

être comparée à beaucoup d'autres travaux utilisant cette distance.

Ces distances peuvent être visualisées sur un dendrogramme par la méthode de

l'UPGMA (Unweighted Pair Group using Mathematical Average) utilisant l'algorythme

PHYLIP (Felsenstein, 1989).

Lorsqu'une série de tests statistiques est réalisée pour un paramètre donné. (par

exemple, déséquilibre de laision entre paires de loci sur chaque population), la procédure

séquentielle de Bonferroni est appliquée (Rice, 1989) : on compare la valeur significative

la plus petite obtenue pour P avec le rapport entre le seuil d'erreur choisi (5%) et le

nombre de tests réalisés: cette correction permet de s'affranchir de l'erreur statistique de

type 1 (trouver une différence significative alors qu'elle ne l'est pas), qui augmente

automatiquement avec le nombre de tests réalisés.

4.2.3 Stratégies d'analyse

Les 15 populations ont été analysées avec les paramètres présentés ci-dessus. Une fois

cette première analyse réalisée, différents regroupements de populations ont été faits,

avec pour objectif d'évaluer la structuration des populations de G. pa/palis gambiensis :

d'un pays à l'autre, à une échelle « macrogéographique » ;

à Samorogouan, entre la saison sèche et la saison des pluies car l'échantillo~nage l'a

permis;

à Sidéradougou, compte tenu de toutes les informations collectées (de La Rocque,

1997) et du protocole de piégeage effectué, de mesurer cette structuration le long d'un

même réseau hydrographique, de comparer quand cela était possible la structuration

des populations entre les deux années de capture, et de croiser cette information avec

celles recueillies sur l'épidémiologie de la trypanosomose dans cette zone.

4.2.4 Analyse Factorielle des Correspondances

Cette analyse a été réalisée sur la zone de Sidéradougou du fait du maximum

d'informations disponibles. Elle a été faite sur les génotypes multilocus « bruts» et a pour

but de visualiser la distribution de ces génotypes selon les axes qui sont constitués par

les allèles. L'objectif est de déceler une structuration des individus d'après la

représentation spatiale des génotypes ou groupes de génotypes. L'AFC a été faite en

utilisant le logiciel Praxème R&D™. Seules les femelles ont pu être retenues (voir

57



Résultats), et certains individus ont dû être éliminés, soit qu'un allèle était manquant, soit

qu'ils étaient « mal classés », faussant l'analyse.

5. ANAL YSES MORPHOMETRIQUES

Des mesures de taille des ailes ont été réalisée afin d'appuyer les données génétiques.

Le principe est que la taille des ailes des insectes est proportionnelle à celle du corps

(Bursell, 1960) . Chez les glossines, la taille des individus peut être corrélée avec leurs

réserves nutritives, leur taux de mortalité, eUou les conditions climatiques (Dransfield &

Brightwell, 1989).

Différents paramètres morphométriques ont été relevés sur les ailes des glossines grâce

à un logiciel de mesures semi-automatiques (Fly Picture Measurement) mis au point par

L. Petiteau, B. Geoffroy, F. Borne & D. Cuisance (CIRAD EMVT-AMIS/ORSTOM). Ce

logiciel a été utilisé pour le même type de mesures chez G. tachinoides (de La Rocque et

al., 1998).

Dans le présent travail, les mesures ont été réalisées uniquement sur G. pa/palis

gambiensis du Sénégal, et de la zone de Sidéradougou sur les glossines capturées lors

des enquêtes de 1998 (bois de Nyarafo et Yéguéré). Lorsque cela a été possible, les

mesures ont été réalisées sur les individus dont les génotypes étaient connus. Cela a été

le cas pour les glossines du Sénégal et au Burkina Faso, dans la zone de Sidéradougou

uniquement pour l'année 1998, sur quelques individus des populations NB098, NK098 et

YEN98.

Pour réaliser ces mesures, les opérations suivantes sont faites: les ailes sont montées à

sec entre lame et lamelle (cette dernière est scotchée à la lame) en respectant leur côté

d'origine afin d'éviter les biais liés à l'asymétrie possible des organes (Bruckner, 1976). La

préparation est observée à la loupe binoculaire au grossissement 75, sur laquelle est

adaptée une caméra CANON reliée à un ordinateur. L'image est capturée sur l'écran et

enregistrée.

Les mesures sont réalisées grâce au logiciel FPM (Fly Picture Measurement) : sur l'écran

de l'ordinateur, huit points remarquables sont sélectionnés selon le protocole de Geoffroy

& Cuisance (corn. pers.) (voir Figure 9): les cinq premiers permettent la mesure de la

surface de la cellule en hache, les trois derniers servent à mesurer la longueur en

millimètres des trois segments figurés, ainsi que leurs rapports.

Les moyennes, variances sont ainsi déterminées et comparées à l'aide de tests

statistiques (EPIINFO) entre les populations, les sexes, les saisons de capture.
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Figure 9 : Aile de la glossine visualisée sur le logiciel « Fly Picture
Measurement ».

Les points numérotés de 1 à 8 sont les points que l'opérateur doit saisir à l'aide de la
souris, à l'ordinateur. Les cinq premiers permettent de déterminer la surface de la cellule en
hache (figurée en vert hachuré), les points 6, 7 et 8 permettent de mesurer la longueur des
segments numérotés l, Il, et III sur la figure.
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De La Rocque et al. (1998) ont montré qu'il existe des différences significatives de taille

des ailes sur G. tachinoides selon la saison, le sexe et le biotope fréquenté.

Prenant en compte ces résultats, les mesures ont été réalisées sur des glossines

capturées du même sexe (femelles) et sur le même côté de l'aile (gauche),et capturées

dans la même semaine en ce qui concerne la zone de Sidéradougou (Nyarafo et

Yéguéré). Les effectifs sur lesquels portent les mesures sont donc:

Nyarafo=NB098+NK098 28 femelles (aile gauche)

Yéguéré=YEN98 21 femelles (aile gauche)

Sénégal=SENE 23 femelles (aile gauche)
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1. OBTENTION DES MICROSA TELLITES

Sur un total d'environ 2800 clones M13 recombinants obtenus sur les boîtes de Pétri, 50

clones positifs ont été obtenus après criblage de la banque génomique par les

oligonucléotides marqués au dCTP a,
32p; puis 11 après une deuxième hybridation (dot­

blot) de confirmation, les faux-positifs ayant sans doute pour origine les faibles conditions

de stringence employées.

Après séquençage, trois microsatellites ont ainsi été identifiés (voir Figure 10). Sur les

autres clones apparus positifs, soit il s'est produit une hybridation avec des motifs (GT)

non répétés en tandem, soit des motifs microsatellites étaient présents, mais trop près du

site d'insertion pour pouvoir définir des amorces (pour deux d'entre eux). Notons que l'un

des trois rnicrosatellites (locus 69.22) est un (TA), alors que l'on s'attendait à touver des

(GT) ou des (CT). L'explication nous en a été fournie lors du séquençage plus en aval du

motif microsatellite, qui a révélé la présence d'un autre (GT) répété, situé environ 200

nucléotides plus loin.

2. GLOSSINES D'INSECTARIUM

2.1 Polymorphisme des séquences

microsatellites chez G/ossina pa/palis

gambiensis

Dans un premier temps, nous avons vérifié que sur 8 individus issus de l'insectarium, les

3 loci microsatellites obtenus étaient polymorphes (voir tableau 3).

Ils montrent des bandes de taille comprise entre 160 et 200 paires de bases (la taille de

l'allèle séquencé à chaque locus est respectivement de 181 pb, 176 pb, et 196 pb ; voir

Solano et al., 1997a, annexe 9). Etant donné le plus fort polymorphisme des deux

premiers loci, les analyses suivantes concernent uniquement ceux-ci. Selon la

nomenclature de Weber (1990), la séquence 55.3 est considérée comme un microsatellite

imparfait (un GC sépare les 2 suites de GT), les deux autres sont parfaits.
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Figure 10 : Exemple de séquence microsatellite isolée de Glossina palpalis gambiensis (locus

19.62).

Site de coupure

,/
Séquence M 13 • Début de l' insert (ADN de glossine)

GCTTCCATGGGATCCAGATATGCfAëACTTGGTëA~TATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTATGACTGTGTATGATTGTGTATGATTGTGTGGTTTGGAAATAAACCAAAACTTTAGCTTTG

------------------
ATTGTAAAAGCAGCAACAACIIIIIIGAAGTTG CCTTCAGTGTATAACATTAAATGCTTCA
TTAACTTTAATTTATTATACCCATGCATAGAGAGATATATCAGTTTTCGTCATTTCATATGTAGA

TAGATATCAGATAAAAACTATGAAACCTTCTGAACGACATGCATACAAAGTCTAGACAGATAAT

CATTTTGTTTGTCGACTTGTCTGATTAAGGGAATCACGTCTGCCTAAGACAAACCTTAGTTAAA
ATAGCTTTCGAAATCCGCCTTAGGAAATTTAATGCCCCTAAGTAGGCGAATTATATCCGCTT...

Le motif microsatellite est souligné. Les deux amorces PCR (l'une en amont, l'autre en aval du
motif) sont signalées par des flèches en pointillé au-dessus des nucléotides correspondants.
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Tableau 3: Polymorphisme des trois loci microsatellites sur huit individus de G. palpalis

gambiensis d'insectarium.

Locus Motif Microsatellite

55.3 (GT)14(GC)(GT)4

19.62 (GT)12

69.22 (TA)10

Nombre

d'alleles

4

3

2

séquence des amorces

GTACTCAACGTGGTGCTTAAAGTTG

GTCTGAGATAGGACCATTTATCG

GTCTATACGATGTGAACCAGTCG

GCATTTAATGTTATACACTGAAGG

CAAAACTCGACCAAATTGACCG

CGATAATGATACGATTAAATCAAACC

2.2 Transmission des allèles entre générations

chez Glossina palpalis gambiensis

Ce protocole a été réalisé afin de vérifier l'héritabilité mendélienne des allèles à chaque

locus. Pour des raisons techniques, cette expérience n'a été réalisée que pour deux loci

rnicrosatellites :

Quinze mâles et quinze femelles fraîchement éclos ont été choisis au hasard. Ils

ont été identifiés et mis dans des cages individuelles. Une patte leur a été enlevée, à

partir de laquelle le génotype de ces individus a été établi aux deux loci considérés.

Afin de vérifier la transmission des allèles à la génération suivante, on a constitué

dix couples selon les génotypes trouvés, chacun dans une cage, afin qu'ils se

reproduisent et donnent naissance à une F1. On a ensuite analysé les individus de cette

F1. En raison des effectifs limités (moins de dix descendants par femelle) et de la

mortalité, nous n'avons pas pu effectuer d'analyse de fréquences alléliques sur ces

individus; nous nous sommes contentés d'observer si les bandes présentes chez les

parents étaient bien transmises à la génération suivante. Ce type d'approche a également

été utilisé chez d'autres organismes afin de vérifier la présence éventuelle d'allèles nuls

(Pemberton et al., 1995), ces allèles nuls pouvant conduire à des interprétations erronées

de déficit apparent d'hétérozygotes comme nous le verrons par la suite.
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Figure 11 : Gel d'agarose 4% sur les individus d'insectarium de G. palpalis gambiensis.

MM

témoin négatif

MM MM

MM= marqueur de poids moléculaire.

Sur ce gel figurent deux migrations successives, après PCR (locus 19.62) sur les pattes des

glossines issues de l'insectarium. La première migration a été réalisée sur les femelles, qui

montrent des individus à une bande (homozygotes) ou à deux bandes (hétérozygotes). La

seconde (plus bas) montre les mâles (toujours une seule bande). On voit aussi les traces

des amorces utilisées pour la PCR, entre la migration des mâles et des femelles, et au­

dessus des femelles. Cette photo a été prise après 3h de migration (pour les femelles), et

1h3D pour les mâles, l'interprétation se fait en général au bout de 8 heures.
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Sept des dix couples répartis dans des cages ont donné une F1. Dans une huitième cage,

deux mâles de génotype différent ont été placés avec une femelle.

Un total de 26 individus F1 ont été analysés issus de ces huit cages.

Pour chacun des deux loci analysés, respectivement 4 et 6 allèles ont été observés.

Les mâles ont toujours montré une seule bande alors que les femelles en montraient une

ou deux (voir photo Figure 11). Certains mâles F1, au vu des génotypes parentaux,

auraient pu être hétérozygotes, mais ont toujours montré uniquement la bande maternelle

(par exemple les individus lA, lB, IF). Nous en avons déduit que les deux loci étaient

situés sur le chromosome X. Nous avons retrouvé ce type de déterminisme des bandes

sur les glossines «sauvages», ce qui a confirmé cette hypothèse. Ceci explique le

codage à un seul chiffre pour les mâles (voir annexe 5), le second étant codé « 00 »

systématiquement, ce qui permet de les inclure dans les analyses de différenciation

interpopulation. Pour la suite des analyses sur ces deux loci, seules les femelles ont été

prises en compte pour les tests «intrapopulation» car des écarts aux proportions

attendues d'hétérozygotes ne peuvent être mesurées que sur celles-ci (les mâles ne sont

jamais hétérozygotes car ils ont un seul chromosome X).

L'analyse de ces individus d'insectarium a aussi montré que les deux loci ne présentaient

pas de déséquilibre de liaison significatif: bien qu'ils soient apparemment situés tous les

deux sur le chromosome X, la distance les séparant doit être assez importante pour ne

pas interdire la recombinaison, de même que le système de reproduction ne l'empêche

pas.

On considère donc que les deux loci apportent chacun une information indépendante.

Pendant l'expérience, aucune exception à la transmission mendélienne des allèles d'une

génération à l'autre n'a été mise en évidence. Les bandes parentales ont été

systématiquement retrouvées dans la F1 ; lorsque l'individu F1 était de sexe mâle, nous

avons toujours observé la bande du chromosome X matemel (exemple, dans le couple

FI4/MI5, ou FI10/MIB, voir annexe 5), lorsque c'était une femelle, elle était soit

homozygote si les deux parents avaient le même allèle, soit hétérozygote.

Cette expérience nous a donc permis de noter l'absence d'allèles nuls dans le cadre de

cet échantillon d'insectarium; on soupçonne la présence d'allèles nuls lorsqu'une bande

présente chez les géniteurs n'est pas retrouvés dans la F1 (Pemberton et al., 1995). Ce

phénomène peut se traduire par une absence totale de produit de migration sur le gel

(cas d'un homozygote pour l'allèle nul), ou par l'observation d'une seule bande alors

qu'on attendait un hétérozygote (cas d'un hétérozygote allèle visible-allèle nul). Dans

notre cas, un individu (IS) n'a donné aucun signal, mais nous pensons à un problème
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d'ordre technique car cette absence de bande chez cet individu se trouve pour les deux

loci.

Nous montrons par la même occasion que l'on peut réaliser des « tests de paternité» sur

les glossines avec la 8° cage, où la seule femelle née de FI2 possède la même bande

que le mâle MI2 aux deux loci considérés, indiquant que cet individu est son père, aux

« dépens» du mâle M14. Retenons aussi que, amputées d'une patte, les glossines des 2

sexes sont encore capables de se reproduire!

L'observation des résultats nous indique que pour l'échantillonnage des populations

naturelles, l'effort sera porté sur l'analyse génétique des femelles, car toutes les

interprétations liées au système de reproduction et aux analyses intrapopulations ne

pourront se faire que sur celles-ci (absence totale d'hétérozygotes mâles) ; des mâles

seront toutefois prélevés afin: - de vérifier qu'ils ne présentent pas d'allèles

différents des femelles dans une localité donnée (test de différenciation génétique

GENEPOP sur les allèles)

- de les inclure dans les analyses interpopulationnelles pour

en augmenter la robustesse par augmentation de l'effectif analysé: mais comme ils sont

« haploïdes», on les rend artificiellement homozygotes en leur ajoutant le même allèle

que celui observé (car les logiciels ne tiennent pas compte de l'information s'jl n'y a qu'un

seul allèle), puis on enlève la moitié de l'effectif afin de conserver le même nombre

d'allèles au total.

2.3 Extension à d'autres taxons

Tableau 4 : Présence/absence de produits d'amplification chez les autres taxons.

Locus Taille des bandes (pb)
G.p.palpalis G.f.fuscipes G.tachinoides G.morsitans G.m.morsitans

submorsitans
55.3 175, 171 181, 185 non non non

19.62

69.22

170, 174

194,200

174, 182

192

160

non

non

non

non

non

Toutes les glossines du sous-genre Nemorhina (groupe pa/palis) donnent un signal

d'amplification clair et reproductible pour au moins un locus. Chez G. p. pa/palis et

G.f.fuscipes, ces signaux sont obtenus aux trois loci et les individus montrent un

polymorphisme de taille à chaque locus (voir Tableau 4).
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G.f.fuscipes, ces signaux sont obtenus aux trois loci et les individus montrent un

polymorphisme de taille à chaque locus (voir Tableau 4).
,

En revanche, aucun locus ne donne de produit d'amplification visible chez les glossines

du sous-genre morsitans.

Nous nous devons de relativiser ces résultats car seuls deux individus de chaque

population ont été prélevés dans ce cadre; il s'agissait en effet juste d'observer une

présence éventuelle de produits d'amplification. Ces résultats suggèrent la possible

extension de ce type d'études à d'autres taxons, au moins du sous-genre Nemorhina.

Nous avons eu confirmation de cette apparente conservation des séquences flanquant les

microsatellites dans le sous-genre Nemorhina sur des glossines issues de populations

naturelles au Cameroun: il s'agit de G. caliginea et G. pallicera qui donnent des signaux

interprétables et polymorphes aux trois loci testés; en revanche aucun des trois loci n'est

amplifié chez G. fusca s.1. (sous-genre Austenina ou groupe fusca) (Bodo, Morlais, corn.

pers.).

3. POPULA TiaNS NA TURELLES DE GLOSSINA PALPALIS

GAMBIENSIS

Au total, 15 échantillons (que l'on appellera «population») représentant plus de 600

glossines sauvages ont été constitués, et analysés sur agarose 4% aux deux premiers

loci (55.3 et 19.62). Ces échantillons ont été définis d'après leur localisation

géographique et leur effectif dans les captures:

Sénégal: 1 population appelée SENE, 29 individus

Mali: 1 population appelée MALI, 21 individus

Burkina Faso: Samorogouan : 5 populations, KOL, PC et PR répliquées (l'une en

96, l'autre en 97 ; PR n'a pas été répliquée), 180 individus.

Sidéradougou : 8 populations: dont 5 en 1997, qui se localisent sur

le réseau hydrographique du Koba (voir carte Figure 15), d'ouest en est:

NBO bois de Nyarafo, NKO galerie le long du Koba vers Nyarafo,

KOB galerie sur le Koba à mi-chemine entre Nyarafo et Yéguéré

YEN galerie partie nord du Koba avant l'embranchement avec le

Tolé près du village de Yéguéré, YES galerie au sud de la précédente.

Trois réplicats ont été réalisés en 1998 sur NBO, NKB et YEN. Au total, 360 individus

provenant de cette zone de Sidéradougou ont été analysés.
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Les résultats seront présentés en allant du macro- vers le micro-géographique. Nous

décrivons d'abord les résultats génétiques obtenus sur l'ensemble des échantillons; puis

l'on s'intéressera ensuite à l'ensemble des données récoltées (entomologie, parasitologie,

analyse des repas de sang, puis résultats génétiques) par zone d'étude.

3.1 Résultats génétiques et morp hométriques

obtenus sur l'ensemble des populations

Les loci 55.3 et 19.62 ont respectivement montré au total 14 et 23 allèles. Les fréquences

alléliques moyennes regroupées sur l'ensemble de l'échantillon sont représentées sur les

graphiques de la Figure 12. Notons que certains allèles sont rares (p<0.01) et

interviendront peu dans les analyses.

Le locus 55.3 présente une distribution unimodale des allèles, avec un allèle largement

majoritaire, et un indice de diversité génique de Nei, Hexp=0.37. Cette distribution

explique que les valeurs de la diversité génique moyenne comprises entre 0.33 et 0.61 ne

soient pas très élevées pour des loci microsatellites, si on les compare à d'autres travaux

sur les microsatellites d'insectes (Hughes & Queller, 1993; Goldstein & Clark, 1995;

Estoup et al., 1995; Lehman et al., 1997; Dumas et al., 1998). Le fait que le locus 55.3

soit moins polymorphe semble explicable par la structure du motif microsatellite,

interrompu (voir tableau 3). Cette interruption stabiliserait la séquence, ce qui la rendrait

moins polymorphe, mais aussi moins sujette aux phénomènes d'homoplasie de taille

(Estoup et al., 1995d).

Sur le locus 19.62 en revanche, la distribution est bi, voire tri-modale, et des variations de

fréquence allélique sont plus attendues à ce locus entre les populations. Hexp=0.72. La

majorité de l'information génétique sera portée par ce locus.
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Figure 12 : Représentation des fréquences alléliques observées sur l'ensemble de
l'échantillon aux deux loci (en agarose). Les allèles sont représentés par leur code.
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3.1.1 Analyses génétiques intrapopulation

Ces analyses ont porté sur les 370 femelles réparties dans 15 « populations» telles

qu'elles sont représentées sur le tableau 5. Notons qu'à Samorogouan, ne figure pas

PR97 en raison d'un faible effectif (voir par ailleurs la section « Résultats

entomologiques»), et que les résultats portant sur des échantillons de moins de 15

femelles (soit 30 produits alléliques) sont sujets à caution.

Nous avons auparavant comparé les valeurs du Fis obtenues pour chaque locus, et

réalisé un test de comparaison par paires (test du signe de Wilcoxon). Ce test n'étant pas

significatif, nous en concluons qu'aucune contrainte ne pèse sur un locus plus que sur

l'autre. Autrement dit, les deux loci, indépendants, apportent de plus une information

homogène.

On peut déjà noter une majorité de valeurs positives du Fis (déficit d'hétérozygotes au sein

d'une population) sur lesquelles nous reviendrons, indiquant un déficit d'hétérozygotes

par rapport aux prédictions d'Hardy-Weinberg, généralisé à l'ensemble de l'échantillon

pour les 2 loci: 7 tests sur les 15 réalisés indiquent des déficits d'hétérozygotes

significatifs. Il semble tout de même que les valeurs les plus significatives sont

rencontrées pour les glossines du Burkina Faso, dans la zone de Sidéradougou..

Les échantillons du Mali et du Sénégal ne montrent pas de déficit d'hétérozygotes et à

Samorogouan les valeurs observées sont proches de celles attendues, sauf pour PR96

mais sur un très faible effectif.

Le nombre moyen d'allèles par locus et par population oscille entre 3.5, valeur la plus

faible sur les glossines du Sénégal, et 9 pour Yéguéré, côté est de la zone de

Sidéradougou.

Sur 15 tests de déséquilibre de liaison réalisés (un test pour deux loci sur chaque

population), une seule valeur significative (p<0.05, qui indiquerait que les deux loci sont

liés dans la population) a été obtenue. Cette valeur ne reste pas significative si on

applique la procédure de Bonferroni : autrement dit, sur 15 tests, il se peut que l'on trouve

une telle valeur par pur effet aléatoire. Ce test gagnerait en efficacité s'il était réalisé sur

plus de loci. Dans le cadre de ce travail, nous considèrerons donc que les deux loci sont

indépendants.
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Tableau 5 : Résultats obtenus aux 2 loci microsatellites en agarose 4% sur l'ensemble
des populations.

Nbre moyen Nbre de Localisation
pop Hexp Ho allélesllocus Fis moyen femelles géographigue

NB097 0,5497 0,4143 5,5 0,272 21 Sidéradougou
p<0,0001 BF

NK097 0,4625 0,3552 6 0,198 39 Sidéradougou
p<O,05 BF

KOB97 0,5107 0,5 5 0,053 16 Sidéradougou
p<0,05 BF

NK098 0,5605 0,5625 6 0,029 16 Sidéradougou
ns BF

NB098 0,5328 0,3625 4,5 0,331 40 Sidéradougou
p<0,0001 BF

YEN97 0,5231 0,4391 9 0,081 49 Sidéradougou
p<O,OO01 BF

YES97 0,4821 0,4629 7,5 0,061 24 Sidéradougou
ns BF

YEN98 0,381 0,381 6 0,024 21 Sidéradougou
ns BF

SENE 0,4978 0,4931 3,5 0,033 23 Dakar
ns SENEGAL

MALI 0,5838 0,5526 8 0,08 19 Tienfala
ns MALI

KOL96 0,4863 0,4942 6 0,016 19 Samorogouan
ns BF

PC96 0,6105 0,5593 7 0,109 23 Samàrogouan
ns BF

PR96 0,566 0,3447 6 0,426 12 Samorogouan
p<O,OO01 BF

PC97 0,3395 0,3889 4,5 -0,087 9 Samorogouan
ns BF

KOL97 0,5212 0,4872 9 0,078 39 Samorogouan
p<O,05 BF

Sur l'ensemble des échantillons, Fis=0.131 (p<0.0001), et Fst= 0.055 (p<0.0001).

Hexp: diversité génique de Nei ; Ho: Hétérozygotie observée; à chaque valeur du Fis
est associée la valeur du test exact du déficit d'hétérozygotes (Genepop). Les valeurs
significatives sont en gras.
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Sur toutes les comparaisons effectuées entre mâles et femelles d'une même population

(à Sidéradougou et à Samorogouan la première année de capture), les deux sexes ne

présentaient jamais de différences de fréquences alléliques significatives. En

conséquence, du fait de la localisation des microsatellites sur le chromosome X, la priorité

sera donnée à l'analyse des femelles sur les glossines capturées ultérieurement.

3.1.2 Analyses génétiques interpopulations

Le Fst (coefficient mesurant la structuration génique entre les populations) sur l'ensemble

de l'échantillon (voir tableau 5) est très significatif (p<0.0001) ; ce résultat indique que les

génotypes des individus ne sont pas issus du même pool de gènes, certaines populations

sont génétiquement distinctes des autres.

Parmi celles-ci, l'échantillon du Sénégal se différencie aisément de l'ensemble des autres

glossines par des valeurs de Fst élevées (la plupart supérieures à 0.1, voir matrice des Fst

en annexe 7). On peut visualiser la répartition des échantillons selon leurs ressemblances

génétiques sur le dendrogramme construit à partir de la transformation de Fst en Fstl(1-Fst)

(Rousset, 1997) sur toutes les populations prises sur une année, ce qui ne fait pas

intervenir le facteur « temps)} (Figure 13).

Ce dendrogramme nous montre que exceptées les glossines du Sénégal, très différentes

de toutes les autres, les populations géographiquement voisines ne sont pas toujours

celles qui sont génétiquement les plus proches.

Les différences intra-site (à Sidéradougou par exemple) sont ainsi parfois plus

importantes que les différences inter-sites. La population du Mali notamment, ne montre

ainsi aucune différenciation par rapport aux glossines du Burkina Faso (notons que l'on

obtient le même dendrogramme avec -Ln (1-Fst) (Reynolds et al., 1983).

Les résultats obtenus ne peuvent apparemment pas s'expliquer par un simple
modèle d'isolement génétique des populations de G. palpalis gambiensis par la
distance géographique (les tests de Mantel réalisés en prenant toutes les
populations d'une année donnée, et en essayant de corréler la distance
géographique à la distance génétique ne donnent aucun résultat significatif). Il
semble donc que d'autres facteurs que l'éloignement géographique influent sur la
structuration des populations de G. palpalis gambiensis.
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Figure 13 :Dendrogramme représentant les distances génétiques
(Fst/1-Fst) entre les populations étudiées (deux loci microsatellites

en agarose) sur une année de capture.
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Rappel: A Sidéradougou, on a d'ouest en est, NBO: Nyarafo Bois. NKO : Nyarafo, le long du Koba.
KOB : Le long du Koba. YEN: Yeguéré Nord. YES : Yeguéré Sud
A Samorogouan, PC et PR sont sur la Pindia, Koi plus au Nord sur un affluent.
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3.1.3 Apport des analyses morphométriques

Les résultats des mesures réalisées sur les ailes de G. pa/palis gambiensis sont

présentés en annexe 6.

Les glossines du Sénégal se sont montrées significativement plus petites que les

glossines de la zone de Sidéradougou :

Les mesures du segment 2 diffèrent significativement.

Le rapport seg1/seg2 diffère aussi significativement semblant indiquer, soit que la

différence traduit une conformation distincte de l'aile, soit qu'elle concerne le

positionnement de la cellule en hache.

Cette cellule en hache est significativement plus grande chez les mouches du

Burkina Faso que chez celles du Sénégal.

A l'intérieur de la zone de Sidéradougou, ces mesures n'ont montré aucune différence

significative entre les glossines de Nyarafo (à l'Ouest) et celles de Yéguéré (à l'Est).

Si l'on se place maintenant au niveau des deux zones agro-pastorales étudiées au

Burkina Faso, à Samorogouan et à Sidéradougou, on obtient les résultats suivants. Ces

résultats sont présentés, pour chaque zone, dans l'ordre chronologique des travaux

effectués sur le terrain puis au laboratoire: entomologie, parasitologie, repas de sang, et

analyses PCR: caractérisation des trypanosomes puis analyse génétique des loci

microsatellites.

3.2 Résultats épidémiologiques et génétiques

obtenus dans la zone de Samorogouan, au

Burkina Faso

3.2.1 Entomologie et parasitologie

• En décembre 1996 (saison sèche), 365 G. pa/palis gambiensis ont été capturées avec

des relevés à 24h et 48h après pose des pièges. Elles se répartissent de la manière

suivante (Tableau 6).
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Tableau 6 : Effectifs de G. pa/palis gambiensis capturés à Samorogouan en décembre

1996.

Zone mâles femelles indéterminés total

Kol96 126 46 3 175

PR96 23 35 0 58

PC96 52 76 4 132

Total 201 157 7 365

Composition des captures suivant le sexe: 56% mâles, 44% femelles, soit une sex-ratio

M/F= 1,27/1.

La Densité Apparente (DAP) moyenne sur la zone est de 9,6 glossines/piège/jour avec un

maximum de 22 sur PC96 où une présence humaine importante est notée.

On a constaté que sur cette zone en saison sèche, le piège monoconique Vavoua a

capturé 67% des G . pa/palis gambiensis contre 33%seulement pour le biconique.

• En juin 1997 (saison des pluies), le même protocole a été réalisé mais les relevés ont

été faits seulement sur 24h (sauf à KOL97) en raison des conditions difficiles d'accès

dues à l'arrivée des pluies. Les effectifs capturés sont figurés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Effectifs de G. pa/palis gambiensis capturés à Samorogouan en juin 1997.

Zone mâles femelles indéterminés total

Kol97 16 44 0 60

PR97 19 5 0 24

PC97 1 9 0 10

Total 36 58 0 94

Composition des captures suivant le sexe : 40% mâles, 60% femelles, soit sex-ratio

M/F=0.68/1.

Composition spécifique des captures sur l'ensemble des saisons: 100% G/ossina pa/palis

gambiensis. Aucune G. tachinoides et aucune G.morsitans submorsitans ne fur~lJt

capturées alors qu'elles l'étaient régulièrement avant les opérations de lutte.
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Sur 76 glossines disséquées, une seule fut trouvée infectée, uniquement dans l'intestin

moyen (taux d'infection= 1.3%). La PCR fut mise en œuvre pOLir identifier cette infection,

mais aucun signal n'est apparu avec les huit couples d'amorces testés.

3.2.2 Analyse des repas de sang

39 glossines étaient suffisamment gorgées afin de permettre l'identification de l'hôte sur

lequel elles s'étaient nourries. 23 repas (soit 59%) ont été pris sur varan (Varanus

ni/oticus), 7 sur bovins (18%), le reste concerne divers taxons: 2 repas sur équidés,

éléphant, homme, 1 sur phacochère, oiseau, ruminant s.1. (Rayaisse , Kabore, com.pers.).

Ces résultats sont en accord avec d'autres études menées au Burkina Faso sur G.

pa/palis gambiensis et qui avaient montré une préférence trophique pour les reptiles.

Challier, 1973 dans la forêt du Kou, aux alentours de Bobo-Dioulasso trouve 54% de

repas pris sur reptiles, et Bauer et al. (1995) en trouvent 76% à Samorogouan.

3.2.3 Analyses génétiques à Samorogouan

Les cinq populations analysées (en priorité les femelles) représentent un effectif de 182

G. pa/palis gambiensis, réparties en: 112 en décembre 96 et 70 en juin 97.

Respectivement 11 et 21 allèles ont été observés au locus 55.3 et 19.62 sur l'ensemble

des mouches de la zone.

Le Fis moyen sur les femelles des cinq populations a une valeur de 0.111 (p<0.01),

indiquant un déficit significatif d'hétérozygotes. En ajoutant les mâles à l'analyse pour le

calcul du Fst, on obtient une valeur moyenne de 0.012, légèrement significative (p<O.05)

(ceci représente le calcul sur l'ensemble des deux années).

Toutefois, si on sépare les saisons, le Fst n'est plus significatif; le Fis reste tout de même

significativement élevé dans l'échantillon de décembre 1996 le long de la rivière Pindia

(voir Figure 14).

Les fréquences alléliques et génotypiques ne varient pas significativement selon les

localités dans cette zone; on observe toutefois moins d'hétérozygotes que ce que l'on

attendait au sein des deux populations de la Pindia (PC96, Fis=+0.109; PR96,

Fis=+0.426, mais seulement sur 11 femelles). Dans cette zone, les populations

échantillonnées ne semblent pas montrer de structuration génétique. Il semble que la

saison des pluies permette un meilleur brassage des individus au sein de la zone, car

aucune entrave au flux génique n'est observée pendant les captures du mois de juin;

nous resterons toutefois prudents en rappelant que, si aucune différence n'est mise en

évidence dans cette étude, cela ne signifie pas forcément qu'elles n'existent pas, car nous

ne disposons que de deux loci polymorphes.

77



Figure 14 : Samorogouan, valeurs du Fis par localité et par année.
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3.3 Résultats épidémiologiques et génétiques

obtenus dans la zone de Sidéradougou, au

Burkina faso

3.3.1 Entomologie et parasitologie

3.3.1.1 A Nyarafo. ouest de la zone

* Les captures réalisées au mois de mai 1997 (fin de saison sèche chaude) ont

donné les résultats suivants pour les 2 espèces collectées (les populations concernées

sont NB097 (bois), NK097 et KOB 97 le long du lit principal du Koba).

Tableau 8: Résultats des captures et dissections de Glossina palpalis gambiensis à
Nyarafo en mai 1997 (fin de saison sèche chaude).

Glossina p. capturées disséquées prélevées pour infectées

gambiensis analyse génétique

mâles 108 47 64 13

femelles 79 42 78 14

TOTAL 187 89 142 27

Taux d'infection = 30,34% Sex-Ratio M/F= 1,37

(mâles = 27,67%; femelles = 33,33%)

Glossina tachinoides

capturées disséquées infectées

TOTAL 242 19 6

Nombre total de glossines capturées =429

DAP totale =19.06

DAP totale Gpg =8,31

Dans cette zone de Nyarafo et à cette saison, le taux d'infection chez G. palpalis

gambiensis est très élevé (30.3%). Il est supérieur aux chiffres habituellement rencontrés

pour ce taxon, qui oscillent plutôt généralement entre 0 et 8% (Squire, 1954 ; Bauer et al.,

1995; So/ano et al., 1996; mais voir Djiteye, 1997). Lors des dissections, les
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trypanosomes ont été rencontrés uniquement dans l'intestin moyen ou dans le proboscis

(respectivement 13 et 14 cas sur 27 G. pa/palis gambiensis infectées), mais jamais

simultanément dans les deux organes; aucun trypanosome n'a été trouvé dans les

glandes salivaires.

* Captures de janvier 1998 (saison sèche froide) (Tableau 9)

Elles ont concerné les populations NB098 et NK098. Seule est prise en compte G.

pa/palis gambiensis (45 G. tachinoides ont également été capturées).

Tableau 9 : Résultats des captures et dissections de G/ossina pa/palis gambiensis à
Nyarafo en janvier 1998 (saison sèche froide).

capturées disséquées prélevées pour infectées

analyse génétique

mâles 143 16 16 a
femelles 101 53 56 5

TOTAL 244 69 72 5

Taux d'infection = 7% Sex-Ratio M/F= 1.41

(mâles = 0%; femelles = 9.4%)

La DAP totale G. pa/palis gambiensis en janvier 1998= 31,48, avec une densité très forte

sur l'un des pièges situés dans le bois (96 glossines/piège/jour).

Les taux d'infection des mâles et des femelles ne diffèrent pas significativement.

3.3.1.2 A Yéguéré, est de la zone

* En mars 1997, les captures suivantes ont été faites du côté est, le long de la

rivière Koba (les populations concernées sont YEN97 et YES97) (tableau 10).
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Tableau 10 : Résultats des captures et des dissections de G. pa/palis gambiensis à
Yéguéré, mars 1997 (saison sèche chaude).

capturées disséquées prélevées pour infectées

génétique

mâles 66 18 52 0

femelles 95 21 77 2

TOTAL 161 39 129 2

Taux d'infection =5,13% Sex-Ratio

(mâles = 0%; femelles = 9,5%) M/F= 0.69

Egalement 140 mâles et 22 femelles G. tachinoides ont été capturées.

La DAP de G. pa/palis gambiensis était inférieure à 5 glossines/piège/jour.

• En janvier 1998, uniquement la partie nord de la localité a été de nouveau prospectée

(YEN98), avant le croisement avec le Tolé.

Tableau 11 : Résultats des captures et des dissections de G. pa/palis gambiensis à
Yéguéré, janvier 1998 (saison sèche froide).

Gpg prélevées pour disséquées

capturées génétique

21 f 21 f 11 f

7m 7m 7m

total 28 28 18

DAP : 3,73 Sex-Ratio

M/F= 0.33

infectées

o
o
o

Les densités étaient très faibles, et parmi les glossines disséquées aucune n'a montré de

trypanosomes.

Notons que les sex-ratio des capturées sont en faveur des mâles à Nyarafo, des femelles

à Yéguéré.
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3.3.2 Caractérisation par PCR des trypanosomes présents chez

Glossina palpalis gambiensis

3.3.2.1 A Nyarafo

* Sur les 27 infections décelées en 1997, 15 ontrdonné un signal PCR spécifique du

couple d'amorces utilisé, à la taille attendue. Les 12 cas non identifiés sont tous des

infections de l'intestin moyen uniquement.

Sur ces 15 glossines dont l'infection a été identifiée, 13 étaient infectées par T. vivax

(dans le proboscis), dont une qui avait une infection mâture mixte (T. congo/ense

« forêt »/T. vivax) , et 2 étaient infectées dans l'intestin moyen par T. congo/ense type

forêt.

* Les glossines infectées en 1998 l'étaient uniquement dans l'intestin moyen, la PCR n'a

permis d'identifier aucune des 5 infections.

Rappelons qu'à Nyarafo, des glossines sont capturées dans le bois sur l'affluent du Koba,

et aussi le long du cours principal de la rivière. De toutes les glossines capturées

uniquement dans le bois de Nyarafo lors de ces deux enquêtes (1997 et 1998), et qui

étaient infectées (soit 16 G. pa/palis gambiensis) , 14 étaient infectées uniquement dans

l'intestin moyen. Sur ces dernières, les analyses PCR n'ont pas permis d'identifier les

trypanosomes présents dans 13 cas (la 140 infection étant due à T. congo/ense forêt).

3.3.2.2 A Yéguéré

En mars 1997, les deux G. pa/palis gambiensis infectées l'étaient uniquement dans le

proboscis (au microscope). La PCR a permis d'identifier deux infections à T. vivax, dont

l'une était mixte avec T. congo/ense « forêt» dans l'intestin moyen.

3.3.3 Taux d'infection et caractérisation des trypa nosomes chez

les animaux des producteurs locaux

Parallèlement aux deux enquêtes entomologiques, des prélèvements ont été réalisés

dans des élevages de la zone, à Nyarafo et à Yéguéré (voir aussi de La Rocque, 1996).

Un total de 123 prélèvements ont été réalisés (voir Tableau 12).
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Nous ne discuterons pas de ces résultats en termes réels de prévalence, car ils ont été

réalisés souvent à la demande des éleveurs, dont certains étaient soucieux de l'état

sanitaire de leurs animaux. On peut simplement constater que cette inquiétude était

justrfiée, notamment sur les animaux de Nyarafo dont plus de 50% ont été trouvés

infectés à l'examen microscopique.

Tableau 12: Répartition des prélèvements et des infections décelées selon les hôtes
mammifères.

Animaux prélevés Nyarafo Infectés (au Yéguéré Infectés (au

(ouest) microscope) (est) microscope)

bovins 49 28 38 4

caprins 9 3 4 1

ovins 2 1 12 1

porcins 2 a 4 0

chiens 0 0 3 0

En PCR, seuls les animaux trouvés infectés ou dont l'hématocrite était inférieur à 25

(signe d'une forte anémie) ont été analysés (83 animaux). Ces prélèvements ont surtout

apporté les informations suivantes:

Sur l'ensemble de la zone et uniquement sur les bovins, 64% des trypanosomes

identifiés appartiennent au groupe savane de T. congo/ense, suivi par T. vivax

(16%). Chez les petits ruminants (seulement 15 analyses PCR), T. vivax

représente le taxon majoritaire (46%) (à Nyarafo, c'est le seul trypanosome trouvé

sur ces mammifères).

La PCR s'est révélée un outil très efficace pour l'identification des parasites

circulants (90% d'identification chez les animaux infectés), mais surtout sur les

animaux trouvés négatifs en microscopie et qui avaient un hématocrite inférieur à

25: 50% d'entre eux ont été trouvés positifs par l'examen PCR (Lefrançois et a/.,

1998a).

3.3.4 Analyse des repas de sang

Sur l'ensemble de la zone lors des prospections effectuées dans le cadre du présent

travail, 21 repas de sang ont pu être identifiés. La source la plus fréquente de nourriture
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pour G. pa/palis gambiensis a été les reptiles (notamment le varan) à 38%, suivie des

Suidés (24%), et divers autres animaux en moindre quantité dont les bovins et l'homme.

L'année précédente sur l'ensemble de la saison sèche dans la zone de Sidéradougou, de

La Rocque (1996) avait aussi trouvé un taux d'infection relativement élevé (12.1 %) chez

G. pa/palis gambiensis. Les reptiles constituaient la majorité des sources de repas de

sang identifiées (34.5% sur 233 résidus collectés), et parallèlement beaucoup des

infections de l'intestin moyen (71 %) n'avaient pas été identifiées par la PCR (Lefrançois et

a/., 1998a).

Cette situation contraste avec celle présente chez l'autre espèce de la zone, G.

tachinoides, chez qui la majorité des infections sont dues à T. vivax (47%) et qui semble

montrer une préférence trophique pour les ruminants (46.3%) (Lefrançois et a/., 1998a).

3.3.5 Synthèse des données épidémiologiques re cueillies sur les

glossines dans la zone de Sidéradougou

En analysant finement la situation d'un point de vue spatial, de La Rocque (1997) met en

évidence deux situations épidémiologiques distinctes entre l'ouest et l'est de la zone chez

G. tachinoides :

• A l'Ouest (Nyarafo), les glossines se nourrissent essentiellement sur reptiles
et suidés, et sont infectées essentiellement dans l'intestin moyen, par des
trypanosomes dont la majorité ne donne pas de signal PCR avec les amorces
utilisées ; nous attribuons ces infections en majorité à des trypanosomes de
reptiles (Lefrançois et al., 1998a).

• A l'Est (Yéguéré), les glossines piquent préférentiellement les bovins et sont
infectées par des trypanosomes pathogènes.

Les données du présent travail, indiquent le même type de «structuration

épidémiologique» chez G. pa/palis gambiensis ; en effet, si nous cumulons les données

acquises sur les dissections de G. pa/palis gambiensis en 1996, 1997 et 1998, nous

obtenons les résultats suivants.
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Tableau 13: Taux d'identification par PCR des infections trouvées chez G. pa/palis
gambiensis

note: Le nombre d'Identifications par PCR est rapporté aux glossmes Infectées.

Pourcentage d'identification Zone ouest Zone est

de l'infection par PCR (Nyarafo) (Yéguéré)

G. pa/palis gambiensis 28/117 718

(23,9%) (87.5%)
. .

Ce tableau montre aussi que très peu de G. pa/palis gambiensis infectées ont été

trouvées côté est, indiquant que les taux d'infection par examen microscopique diffèrent

également, ce qui n'était pas le cas chez G. tachinoides.

3.3.6 Analyses génétiques

Un total de 360 glossines ont été analysées aux deux loci, dont 260 en 1997 et 100 en

1998. Cet écart entre les deux années est dû au fait que nous avons choisi de ré­

échantillonner en 98 les 3 lieux qui nous avaient paru les plus intéressants après les

résultats obtenus sur l'année 97 : NBO, NKO et YEN.

Tableau 14 : Rappel des Résultats génétiques pour chaque population à Sidéradougou
sur deux loci en agarose chez les femelles.

Note: les valeurs significatIves du Fis (p<0.05) sont en gras.

Population Fis Nbre de femelles
p analysées

NB097 0.272 21
<0.0001

NK097 0.198 39
<0.05

KOB97 0.053 16
ns

NB098 0.331 40
<0.0001

NK098 0.029 16
ns

YEN97 0.081 49
<0.001

YES97 0.061 24
ns

YEN98 0.024 21
ns. .

Le tableau 14 restreint à la zone de Sidéradougou les résultats généraux montrés dans le

tableau 5. Il montre que des valeurs significatives du Fis sont obtenues, notamment du
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côté ouest de la zone (NB097, NBO 98, NK097; mais aussi YEN97 à l'est, voir la carte

Figure 15). La valeur moyenne pour l'ensemble de la zone sur les deux années est de

0.155 et est hautement significative (p<0.0001). Elle s'accompagne, lorsqu'on inclut les

mâles, d'un indice Fst de 0.045, lui aussi hautement significatif (p<0.0001), indicateur

d'une structuration génétique des populations de glossines capturées dans la zone.

Lorsqu'on examine l'ensemble de la zone par année, la différenciation entre les localités

persiste de manière significative, Elt~=0.029 (p<0.0001) ; Fs&§=0.072 (p<0.0001). Entre

les 3 localités ouest (NBO, NKO, KOB) et les 2 localités est (YEN et YES), Fst= 0.04,

p<0.0001 ; si on prend ce Fst à l'intérieur de ces deux ensembles, les valeurs ne sont plus

significatives. La matrice des Fst entre paires de populations dans cette zone de

Sidéradougou est illustrée par le dendrogramme de la Figure 16.
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N
Figure 15 : Valeurs du Fis chez G. palpalis gambiensis dans la zone de Sidéradougou.
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f1.gure 16 : Dendrogramme représentant les valeurs du
Fst chez G. palpalis gambiensis dans la zone de

Sidéradougou en 1997 et 1998

NB098

NB097

NK097

KOB97

NK098

YEN98

YEN97

0.01 YES97

NSO= Nyarafo bois, NKO= Nyarafo le long du Koba, KOS= le long du Koba entre Nyarafo et Yéguéré
YEN= Yéguéré Nord, YES= Yéguéré Sud.
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Ces premiers résultats avec les deux loci en agarose sont donc en faveur d'une

structuration des populations de G. pa/palis gambiensis sur une échelle de quelques

kilomètres sur le réseau hydrographique du Koba à Sidéradougou, avec des populations

génétiquement distinctes entre l'ouest et l'est de la zone.

Entre années, au même site, les valeurs de Fsl ne sont pas significatives, semblant

indiquer peu de changement dans la structure des populations selon la saison et aussi

des mouvements limités au sein des populations étudiées.

En conclusion de cette première analyse sur l'ensemble de l'échantillon, nous pouvons

tirer les enseignements suivants:

• les deux loci microsatellites polymorphes apportent chacun une information
indépendante et cumulable, avec l'inconvénient d'avoir un locus (55.3) moins
informatif que l'autre (19.62).

• les mâles et les femelles dans chaque population ne sont pas différents
génétiquement, ce qui autorise à prélever plus de femelles afin d'avoir une
information complète sur les deux loci situés sur le chromosome X.

• certains résultats génétiques soulèvent des interrogations auxquelles nous
n'avons pour le moment pas de réponse:

lit il faudrait être capable d'expliquer les Fis significativement élevés à
NBO, NKO et YEN en 97, et qui le sont restés en 98 pour NBO, dans
la zone de Sidéradougou;
lit des différences entre les populations sont aussi mises en évidence,
et à ce stade de l'analyse, on peut déjà affirmer qu'au niveau
intraspécifique, les glossines du Sénégal se différencient du reste de
l'échantillon. En revanche, lorsqu'on descend à une échelle spatiale plus

. fine, bien que l'on soit capable de déceler des différences entre
populations conspécifiques d'un terroir donné sur une échelle de
quelques kilomètres (zone de Sidéradougou, par exemple), des
populations géographiquement plus lointaines (Mali) viennent
« s'intercaler» sur le dendrogramme, entre les branches des
populations du Burkina Faso.
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Pour expliquer ces résultats, nous présentons deux types d'hypothèses, généralisables à

d'autres organismes dans un premier temps, dont nous discuterons en particulier pour les

glossines plus loin.

a) Hypothèse biologique

Une hypothèse classique, visant à expliquer les Fis significatifs, est connue sous le nom

d'effet Wahlund : le fait de regrouper artificiellement deux populations en équilibre de

Hardy-Weinberg mais qui sont génétiquement distinctes génère automatiquement un

déficit en hétérozygotes dans la population regroupée (in Hartl & Clark, 1989). Ce

regroupement artificiel peut être dû à différents facteurs:

• stratégie d'échantillonnage: regroupement de populations spatialement, ou

temporellement distinctes;

• mélange d'espèces: deux ou plusieurs espèces cryptiques vivant en sympatrie,

n'échangeraient donc pas de gènes;

• mode de reproduction: croisements entre individus apparentés (consanguinité) ou

accouplements systématiques entre génotypes semblables (homogamie).

b) Hypothèse technique

Elle peut être la conséquence des mécanismes suivants.

• l'existence d'allèles nuls, qui nous ferait prendre des vrais hétérozygotes pour des

homozygotes apparents; ces allèles nuls peuvent refléter des mutations (insertion,

délétion, substitution) dans la séquence flanquant le motif microsatellite et peuvent

affecter l'efficacité de l'hybridation entre les amorces et l'ADN (Koorey et al., 1993 ;

Callen et al., 1993; Gertsch et al., 1995) et surgissent notamment lorsque les

amorces désignées pour la PCR sont placées au voisinage immédiat du motif répété.

Pour pallier ce type de problèmes, une solution possible consiste à redéfinir des

amorces plus éloignées du motif, réamplifier les échantillons, et observer si le déficit

d'hétérozygotes diminue après cette nouvelle analyse (Paetkau & Strobeck, 1995);

c'est par exemple ce qui a été fait dans une étude récente sur les simulies (Dumas et

al., 1998). Dans le présent travail, nous étions dans l'impossibilité de redéfinir des

amorces à cause du manque de place entre le site d'insertion et la séquence

microsatellite.
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• certains hétérozygotes pour des allèles différant d'un grand nombre de répétitions

pourraient être amplifiés à des vitesses différentes lors de la réaction PCR, et ne

seraient pas visibles lors de la révélation (Wall et al., 1993). La réalisation de PCR

assymétriques (dans laquelle une des deux amorces est présente en quantité très

supérieure à l'autre) peut résoudre ce type de problèmes (DeMeeus, com.pers.).

D'autre part, pour expliquer le manque de différenciation entre les glossines du Mali et

celles du Burkina Faso, à part le nombre réduit de loci étudiés, on peut évoquer

l'existence de contraintes pesant sur la taille des allèles (Nauta & Weissing, 1996),

qui limiterait le potentiel de différenciation génétique aux loci microsatellites entre

populations ayant divergé depuis longtemps (voir aussi Garza et al., 1995).

• la présence d'hétérozygotes d'allèles proches, ne différant par la taille que par une ou

deux unités de répétition (soit 2 ou 4 nucléotides); le support employé pour la

révélation des produits PCR (agarose 4%) ne nous aurait pas permis de détecter ces

hétérozygotes lorsqu'ils étaient présents, augmentant ainsi artificiellement les valeurs

du Fis. Précisons que ce type de révélation en agarose 4% avait déjà été utilisé dans

d'autres études pour révéler des allèles microsatellites (Goldstein & Clark, 1995).

Pour tester cette dernière hypothèse, nous avons donc décidé de refaire une analyse de

ces allèles microsatellites en gel de polyacrvlamide 10% sur le locus 19.62, le plus

informatif. Les résultats présentés vont donc tenir compte des génotypes aux deux loci, le

premier étant toujours pris en compte par l'interprétation en agarose. Nous partons de

l'idée suivante: l'agarose étant a priori le moins résolutif, les différences observées entre

les bandes reflètent une différence réelle, voire sous-estimée, des variations

interpopulationnelles. Au pire, nous sommes passés « à côté» d'autres différences

existant, mais invisibles en agarose. Nous n'avons donc pas inféré d'erreurs lors de la

première interprétation, mais nous obtenons sans doute moins d'informations que ce qui

existe réellement, d'autant que nous avions utilisé seulement deux loci. Nous avons donc

ajouté le troisième locus (69.22) à l'analyse des génotypes des glossines, uniquement de

la zone de Sidéradougou pour des raisons logistiques.

Au niveau de l'analyse intrapopulationnelle, nous soupçonnons que les déficits apparents

d'hétérozygotes sont dOs, en partie au moins, au manque de résolution de l'agarose pour

des échelles aussi fines de taille.
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3.4 Résultats supplémentaires obtenus avec

les microsatellites

3.4.1 Sur l'ensemble des populations

Nous avons choisi de refaire l'analyse sur six populations que nous considérons

représentatives de l'échantillon, par la taille de leur effectif, les questions soulevées dans

les pages précédentes, la quantité d'informations recueillies à leur sujet, et leur origine

géographique.

On peut résumer la différence entre les deux techniques par le tableau suivant où sont

indiqués les changements de valeur du Fis moyen sur les deux loci selon les populations

concernées:

Tableau 15 : Comparaison des valeurs du Fis obtenues selon le support de révélation des
allèles.

Note: l'effectif total figure (n=232) tient compte des males re-analyses, mais le Fis est
mesuré uniquement sur les femelles.

Population . nbre de femelles Fis « aQarose }} Fis « acrvlamide }}
NB097 20 0.272 0.231
(bois de Nyarafo)
NK097 39 0.198 0.124
(Réseau du Koba près
du bois)
NB098 38 0.331 0.271
(bois de Nvarafo)
YEN97 45 0.081 -0.006
(Yéguéré, est de la
zone de SidéradouQou)
PC96 18 0.109 0.088
(SamoroQouan)
MALI 17 0.080 0.037
Ensemble échantillon 232 0.181 0.124. ~ . .
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Toutes les valeurs du Fis diminuent lorsque les allèles sont révélés en polyacrylamide,

certaines devenant de plus, non significatives (NKO et YEN). Le FiS moyen sur l'ensemble

de l'échantillon diminue aussi, mais reste hautement significatif (p<O.0001).

Ce résultat confirme l'hypothèse selon laquelle dans notre étude, l'agarose n'était pas

assez résolutif pour révéler des hétérozygotes d'allèles microsatellites proches par la

taille.

Tenant compte de ces nouveaux résultats, nous allons pouvoir élaborer des hypothèses

plus solides afin d'expliquer les points où subsistent des interrogations. Au niveau des

relations entre les populations, le Fst moyen reste du même ordre que celui trouvé en

agarose et indique une valeur hautement significative (Fst=O.034, p<O.0001) entre les

différents groupes d'individus, confirmant l'existence d'une structuration des populations.

On peut illustrer ces relations en construisant un dendrogramme basé sur la distance

génétique de Ne; entre ces six populations (Figure 17). On obtient la même

représentation en utilisant les autres paramètres déjà décrits, mais l'avantage de la

distance de Nei est qu'on peut la comparer facilement à d'autres études. Cette

représentation nous permet de voir une différenciation entre les populations de Nyarafo,

groupées ensemble dans la partie haute, et le groupe formé des trois populations

restantes, à l'intérieur duquel aucune différence n'est observée entre Yéguéré (est

Sidéradougou) et Samorogouan. La population du Mali est mieux individualisée

maintenant, mais elle reste proche (dNei<O.01) de ces deux dernières.

Après cette nouvelle analyse, on a ainsi dans Sidéradougou, une subdivision génétique

des populations de G. palpalis gambiensis entre l'ouest de la zone (qui présente de plus

de fortes valeurs du Fis), et l'est, où les glossines restent génétiquement peu différentes

de populations beaucoup plus éloignées géographiquement (Samorogouan, et le Mali).

Dans ce dernier groupe, les populations paraissent se reproduire comme des unités

panmictiques car aucun déséquilibre n'est détecté par rapport aux proportions attendues

en cas d'équilibre de Hardy-Weinberg.
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Figure 17 :Dendrogramme représentant les distances
de Nei entre les six populations (locus 19.62 en

polyacrylamide).
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(Sidéradougou)
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YEN97
(Sidéradougou)
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NBO= Nyarafo bois, NKO= Nyarafo le long du Koba, à l'ouest de la zone de Sidéradougou
YEN= éguéré Nord, côté Est de Sidéradougou; PC= Pindia Camp, à Samorogouan.
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En résumant l'ensemble des résultats obtenus sur ces deux loci polymorphes, on
voit émerger trois groupes génétiques dans les populations étudiées de G. palpalis
gambiensis en Afrique de l'Ouest:
les glossines de la région des «niayes» au Sénégal, très différentes des

autres, avec des distances de Nei élevées, comprises entre 0.10 (avec le
Mali) et 0.30-0.40 (avec les populations du sud-ouest du Burkina Faso).
Cette distinction est renforcée par les résultats de l'analyse morphométrique,
qui nous indique que les glossines prises au Sénégal sont significativement plus
petites que celles de Sidéradougou.

la population de Nyarafo, dans la zone de Sidéradougou, est différente des
glossines situées à une vingtaine de kilomètres dans la même zone, à
Yéguéré; mais des éclaircissements restent à apporter sur sa structure
génétique, et sur les forts déficits en hétérozygotes observés au sein de ces
populations.

le troisième groupe rassemblerait les glossines de Yéguéré, de Samorogouan, et
du Mali. Ces populations restent pratiquement « indifférenciables » dans le
cadre de notre étude.

Ces résultats nous amènent à essayer d'analyser les flux géniques et leurs implications

sur l'épidémiologie de la trypanosomose dans la zone de Sidéradougou, en incluant les

autres couches d'informations recueillies dans le cadre de l'AlP, ainsi que les résultats

obtenus sur le troisième locus dans la zone de Nyarafo où subsistent des points obscurs.
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3.4.2 Dans la zone de Sidéradougou, deux échelles spatiales de

structuration génétique des populations de Glossina palpalis

gambiensis

3.4.2.1 Entre l'ouest et l'est de la zone

Avec les informations recueillies sur les deux loci polymorphes, les glossines capturées

dans la zone de Sidéradougou semblent montrer une différenciation génétique entre

l'Ouest et l'Est du réseau hydrographique du Koba. Si on regroupe les populations de

l'ouest (97 femelles) et qu'on les compare avec les mouches de Yéguéré (est, 45

femelles), on obtient:

Fis ouest=O.224; Fis est=-O.006; FiS moyen=O.153 (p<O.0001)

Fst moyen=O.039 (p<O.0001)

On peut visualiser cette différenciation par un graphique représentant les fréquences

alléliques des deux groupes de populations au locus 19.62 (Figure 18).

Le Fst obtenu équivaudrait, en terme de flux génique entre le côté ouest et est de la zone,

à un échange de 6,13 individus par génération. Ceci représente le calcul du nombre de

migrants: Ne*m=(1-Fst)/4*Fsl, estimation du flux génique dans un modèle en îles (Wright,

1969) entre paires de populations à l'équilibre mutation/dérive.

Figure 18 : fréquences alléliques au locus 19.62 entre
G.p.gambiensis à Nyarafo et à Yéguéré
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Rappelons aussi qu'avaient été trouvées, chez G. pa/palis gambiensis, des différences

dans les taux d'infection entre l'ouest et l'est de la zone, mais aussi dans l'identification

des trypanosomes infectant ces glossines, et dans le sex-ratio des captures.
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3.4.2.2 Le cas particulier du bois de Nyarafo

L'analyse du troisième locus (69.22) a été mise en œuvre sur les trois populations de

Nyarafo, situées à l'ouest de la zone (NB097, NB098, NK097), qui montraient de fortes

valeurs du Fis et qui sont regroupées ensemble sur le dendrograrnme (voir Tableau 16).

Les trois loci montrent respectivement 8, 18, et 8 allèles sur l'ensemble des 147 individus.

Contrairement aux deux autres loci, des mâles sont trouvés hétérozygotes au 3° locus

indiquant que ce locus est situé sur un autosome.

(p)
0,297
p<O,01
0,059
ns

38

19

7

6
d'allèles/locus

0,5049

H obs.
0,4665

0,5272

0,6314
H exp.

Tableau 16: Résultats génétiques obtenus en combinant les trois loci microsatellites.
Nbre moyen Nbre Valeur Fis

femelles
analyséesPop

NB097

NK097

NB098 0,5721 0,4284 6,67 40 0,267
p<O,0001

Rappelons que NBO est consitué principalement par les glossines du bois de Nyarafo,

alors que NKO abrite des mouches capturées le long du réseau principal du Koba à un

peu plus de 5 km du bois.

Le Fis moyen sur les trois échantillons est de 0.20 (p<0.0001) et le Fst = 0.022 (p<0.01),

indiquant une légère différenciation génétique dans ce groupe de « populations ». Aucun

déséquilibre de liaison entre les trois loci pris deux par deux n'est observé sur cet

échantillon.

Revenons à présent sur les hypothèses pouvant expliquer ce très fort déséquilibre par

rapport aux proportions attendues en cas de panmixie.

- D'un point de vue technique, seule la présence d'allèles nuls à une forte fréquence

pourrait expliquer un aussi fort déséquilibre; il nous faudrait alors admettre que ces

allèles ne sont plus du tout présents à NKO, ce qui paraît peu probable d'après le peu de

structuration observée entre les groupes NBO et NKO. On peut toutefois calculer la

fréquence de l'allèle nul nécessaire à expliquer le déficit d'hétérozygotes dans chacune

des populations. Pour cela, deux calculs sont possibles:

- celui de Chakraborty et al. (1992) : si r= fréquence allèle nul, r=(He-Ho)/(He+Ho)

- celui de Brookfield (1996) : r= (He-Ho)/(1 +He).

La différence entre les deux méthodes vient du fait qu'on compte comme un résultat

(Brookfield, 1996) ou comme un problème technique (Chakraborty et al., 1992) le fait de
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ne pas obtenir de signal PCR sur un individu donné à un locus considéré. Dans le premier

cas, le résultat se traduit comme un homozygote pour l'allèle nul.

Dans notre cas, le fait d'avoir deux loci sur le chromosome X facilite les calculs, car pour

les mâles, la fréquence allélique est égale à la fréquence génotypique.

Nous prenons par exemple la population NB097, qui présente un Fis de 0.29 au locus

19.62, et un Fis de 0.37 au locus 69.22, où 24 mâles ont été analysés. Les calculs pour les

deux formules sont présentés dans le tableau 17.

Tableau 17 : Calculs de la fréquence de l'allèle nul (r) attendue pour expliquer le Fis.

Locus 19.62 Locus 69.22

r (Chakraborty et a/.) 0.17 0.23

nb mâles « nuls» attendus 4 3

r (Brookfield) 0.126 0.15

nb mâles « nuls» attendus 5.5 3.6

Or, les 24 mâles analysés ont tous donné un produit PCR au locus considéré. L'existence

d'un ou plusieurs allèles nuls ne semble pas, dans notre cas, expliquer les déficits

d'hétérozygotes rencontrés.

- D'un point de vue biologique, nous éliminons de prime abord les phénomènes

d'homogamie et d'autofécondation, qui 1) diminueraient le polymorphisme à un niveau

plus bas que celui observé; 2) n'ont jamais été décrits chez les glossines, du moins en ce

. qui concerne les phénomènes d'autofécondation.

Nous allons donc chercher ce qui pourrait causer un éventuel effet Wahlund. Comment

mettre en évidence son existence? La seule manière de prouver qu'il existe est d'obtenir

deux (ou plus) populations qui auraient chacune un Fis très faible (unité panmictique) et un

Fsl très élevé entre elles (génétiquement distinctes). En d'autres termes, nous allons

essayer (et l'on va voir comment) d'identifier des populations panmictiques génétiquement

distinctes qui auraient été regroupées artificiellement. Les hypothèses biologiques sous­

jacentes incluent une différenciation de populations qui pourraient par exemple être dues:

1. à des glossines infectées dans l'intestin moyen versus non-infectées (lien avec

la présence de R.L.O.). Maudlin et al. (1990) ont en effet observé au Liberia une forte

association entre ces RLO (connus pour l'importance de leur rôle dans l'acquisition de

l'infection) et le taux d'infection trypanosomienne chez G.p. pa/palis. Or ces RLO sont

transmis par la mère à sa descendance, et sont présents en quantité variable dans les

populations naturelles. Il se pourrait que des glossines ayant ces RLO aient tendance à

se reproduire préférentiellement entre elles.

2. à des glossines se nourrissant sur reptiles versus sur mammifères;
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3. à la stratégie d'échantillonnage: une aire spatiale trop importante, couverte par

des populations définies sur un ensemble de plusieurs pièges, engloberait

plusieurs dèmes échangeant peu de gènes entre eux.

4. à des glossines occupant une niche écologique différente (espèces

différentes ?)

5. à des glossines ayant un mode de reproduction particulier (croisement

systématiques entre apparentés).

6. à des glossines ayant migré récemment en provenance d'aires géographiques

distinctes.

Les deux premières hypothèses sont difficiles à tester pour des raisons de taille

d'échantillon, le nombre de glossines infectées ou ayant un repas de sang identifié étant

relativement faible (en terme de nombre d'individus); nous avons toutefois vérifié que le

Fis ne diminuait pas dans chacune des deux parties testées, de même que le Fst n'était

pas élevé entre ces deux parties. Dans le cadre de notre étude, rien ne permet de les

retenir comme facteur explicatif du déficit d'hétérozygotes observé.

Afin de tester l'hypothèse n03, nous avons analysé les populations en les séparant piège

par piège lorsque l'effectif d'un piège le permettait: le Fis par piège était aussi élevé que

par localité et le Fst restait le même. L'on peut difficilement concevoir d'avoir une unité

d'échantillonnage plus petite que le piège, d'autant que dans le bois les pièges n'étaient

pas séparés de plus de 150 mètres les uns des autres. Nous avons aussi vérifié que les

glossines capturées selon le type de piège (monoconique ou biconique) n'étaient pas

différentes. Des facteurs autres qu'une structuration due simplement à la distance

géographique doivent donc être recherchés.

Les trois dernières hypothèses peuvent être testées par une méthode commune:

l'analyse factorielle des correspondances (AFC), réalisée sur les génotypes multilocus

bruts aux trois loci (Figure 19).

Cette analyse a été faite sur 60 individus: nous ne pouvions en effet analyser que les

femelles (car les mâles pour les deux loci situés sur le chromosome X, sont considérés

comme « information manquante»). De plus, après une première AFC, il nous a fallu

éliminer un certain nombre d'individus « mal classés» (qui avaient en fait des allèles peu

communs), car ils déformaient le nuage de points.

Sur les 60 individus restants qui sont inclus dans les trois populations NB097, NK097 et

NB098, la projection des deux premiers axes donne la représentation de la Figure 19

(ces deux premiers axes contribuent à 34% de l'information totale portée par 13 axes).
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Figure 19 : AFC réalisée sur les glossines de Nyarafo analysées
avec les trois loci microsatellites.
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Chaque individu est repéré par une croix et est identifié par son numéro et 2 lettres: NB
pour le bois, NV pour le réseau du Koba.

Ces deux premiers axes permettent de voir trois groupes s'individualiser, dont un qui ne

comprend que six individus sur lesquels nous reviendrons par la suite.

Il apparaît une séparation entre deux groupes, l'un dans la partie haute du graphique

(N=18 individus), et l'autre dans la partie basse (N=36 individus). Remarquons que dans

ces deux groupes figurent des individus des deux années, et des individus à la fois de

NBO et de NKO.

Ce n'est donc pas l'année de capture qui différencie ces groupes, ni la localisation

géographique (bois ou réseau hydrographique principal du Koba).

Mais nous nous devons de savoir si ces 2 groupes représentent un artéfact de l'analyse,

ou effectivement une réalité biologique. On va donc tester l'effet Wahlund, par la

méthodologie suivante (de Meeus & Renaud, com.pers.) :
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On mesure le Fis dans la population totale, constituée de ces deux groupes

rassemblés en un seul (N=54).

On mesure ensuite le Fis dans chacune de ces deux populations, nommées par

commodité, population A (bas du graphe, N=36 individus) et population B (haut du

graphe, N=18), et le Fis moyen sur ces deux populations séparées. Cette dernière valeur

sera comparée au Fis « population totale ». Les valeurs obtenues sont rapportées dans le

tableau 18.

Tableau 18 : Valeurs du Fis mesurées sur les 3 loci d'après l'AFC.

Paramètre Population totale (AB) PopA+popB

(N=54) (N=36 et N=18)

Fis moyen 0.116 0.034

Fis mini; Fis maxi 0.088 ;0.1217 -0.072 ;0.069

La valeur du Fis moyen diminue donc de manière significative (pas de chevauchement des

valeurs) et devient très proche de 0 (panmixie) si elle est mesurée dans chacune des

deux populations, ce qui va bien dans le sens de l'effet Wahlund.

Un argument supplémentaire pour l'existence de ce phénomène biologique serait que

cette diminution du Fis affecte l'ensemble des loci, sauf si certains présentent des

contraintes particulières. Les valeurs du Fis à chaque locus dans les deux cas de figure

sont présentées dans le Tableau 19.

d 3 1 • d' . l'AFC.. hd F19 V 1T bla eau aeurs u is mesurees a c acun es OCI apres
Paramètre Population totale (AB) PopA+popB

(N=56) (N=36 et N=18)

Fis locus 55.3 0.0878 -0.072

Fis locus 19.62 0.12 0.034

Fis locus 69.22 0.1217 0.069

Ces résultats confirment la diminution du Fis sur chacun des trois loci lorsque les

populations sont prises séparément.

L'ensemble des résultats pour les trois populations NB097, NK097 et NB098 sur les trois

loci microsatellites polymorphes nous suggère que l'on est bien en présence d'un effet

Wahlund, et que coexistent, dans ce biotope, deux ou plusieurs populations de G. palpalis

gambiensis qui ne se croisent pas aléatoirement et qui sont génétiquement distinctes.
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Notons la valeur du Fis sur les trois loci pour chacune des deux populations (popA= 0.09,

ns ; pop B=-0.055, ns). Le coefficient Fst entre ces deux populations est de 0.17 et la

distance de Nei non biaisée est de 0.186.

Ces différences dans les fréquences alléliques sont illustrées sur le graphe de la Figure

20.

Les différences entre les deux populations distinguées par l'AFC sont de l'ordre de celles

existant entre les glossines du Burkina Faso et celles du Sénégal. Quelques points

méritent d'être soulignés.

Figure 20 : fréquences alléliques aux 3 loci chez G.
pa/palis gambiensis à Nyarafo
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Cette différence génétique entre deux populations sympatriques explique certainement

que l'on n'ait pas trouvé de différence morphométrique entre Nyarafo et Yéguéré puisqu'à

Nyarafo , les mesures ont porté sur deux populations plus différentes entre elles qu'elles

ne le sont de Yéguéré.

N'oublions pas le troisième groupe sur l'AFC qui ne comprenait que six individus,

provenant tous de NB098. Il est difficile d'interpréter ces individus au vu de leur faible

effectif, sans oublier que nous n'avons pas pu profiter de l'information génétique totale,

puisque seulement 60 individus constituent cette AFC alors qu'un total de 97 femelles (et

quelques mâles) a été analysé. Sans aller jusqu'à soutendre l'existence d'autres

populations, l'on peut penser que nos échantillons sont composés de migrants récents

provenant de différentes localités.

Comme nous l'avions déjà montré à l'aide des deux premiers loci, la structuration

génétique de ces populations ne semble pas différer d'une année à l'autre, comme en

atteste un Fst voisin de O. Or, si dans la population A et dans la population B, on distingue

les individus capturés en 1997 de ceux collectés en 1998, les résultats restent fidèles à

ceux que nous venons de montrer (en gardant à l'esprit qu'avec de telles subdivisions, les
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effectifs deviennent très faibles). Le Fis moyen est faible (0.03), mais aussi dans chaque

population, et le Fst entre d'un côté pop A(97)-pop A(98), et pop B(97)-pop B(98) est

voisin de a, alors qu'il est fort dès que l'on compare A et B.

Ces résultats vont dans le sens de l'existence de deux populations distinctes de G.

palpalis gambiensis à Nyarafo, dans les captures des deux années consécutives. Nous

nous devons également de préciser que l'AFC donne une subdivision grossière des

ensembles de génotypes obtenus par nos données, mais on ne peut pas considérer que

les « populations» A et B représentent des véritables taxons.

Dès lors que nous avons mis en évidence à Nyarafo ces deux entités génétiques (pop A

et B), il paraît intéressant de voir si la structuration observée auparavant entre Nyarafo et

Yéguéré subsiste, ou si l'une de ces deux populations est plus proche génétiquement que

l'autre des glossines de Yéguéré, voire de celles de Samorogouan ou du Mali. Rappelons

que cette comparaison ne porte que sur les deux premiers loci.

Nous figurons ici le Fst mesuré entre la population A et les autres, puis la population B et

les autres, les trois dernières (YEN, PC96 et MALI) ayant déjà été traitées (voir figure 17).

Tableau 20 : Valeurs du Fst entre paires de populations (rappel: Fst A-B= 0.17).

Nyarafo YEN PC96 MALI

(Yéguéré nord) (Samorogouan)

popA 0.067 0.106 0.079

pop B 0.13 0.095 0.136

Les deux populations sympatriques de Nyarafo sont donc génétiquement plus
différentes entre elles qu'elles ne le sont des autres localités. La structuration
observée par rapport à Yéguéré reste vraie pour toutes les deux. comme en
atteste le test de différenciation génique (p<O.OOOl). On constate toutefois que
la population A présente plus de similarités avec l'ensemble des autres localités
que la population B.
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L'ensemble de ces résultats génétiques sera discuté en relation avec les aspects

épidémiologiques de la trypanosomose africaine. Il est notamment souhaitable de

connaître la cause cet effet Wahlund identifié sur les glossines de Nyarafo, et l'importance

de cette subdivision génétique au sein de G. palpalis gambiensis entre l'ouest et l'est de

la zone de Sidéradougou, et leur signification possible quant aux stratégies d'intervention

à adopter pour les campagnes de contrôle de cette endémie.
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Discussion
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cc Extrapolation of the results for a small number of genes to the entire genome is

questionable because of uncertainty as to whether the genes studied are truly

representative of the genome. » (Hartl & Clark, 1989: Principles of population genetics,

~ edition, 682 pages, Sinauer associates Inc., Publishers, Sunderland, Massachusetts,

USA).

L'utilisation du polymorphisme de l'ADN microsatellite a permis de déceler une

structuration des populations chez G. palpalis gambiensis, à des échelles macro et micro­

géographiques. Si cette subdivision ne paraît pas très étonnante sur des populations

aussi éloignées que celles du Sénégal et du Burkina Faso, elle était en revanche moins

attendue à l'échelle d'un réseau hydrographique d'une zone agro-pastorale

(Sidéradougou).

Nous commençons par discuter de la validité des informations apportées par ce travail,

en revenant sur les différents aspects présentés, et en les comparant à des approches

similaires chez d'autres organismes. Les résultats sont ensuite abordés en suivant une

progression du macro- vers le micro-géographique. Des hypothèses biologiques sont

présentées, visant à élucider les variations génétiques décelées, avec leurs implications

sur l'épidémiologie et les méthodes de contrôle de ce frein au développement que sont

les trypanosomoses africaines.

1. VALIDITE DES RESULTATS PRESENTES

Il apparaît d'emblée que deux loci sont a priori insuffisants pour inférer des résultats

robustes lors d'une étude de génétique des populations. Il est d'usage d'utiliser en

général 5 loci polymorphes au minimum, voire 10. Nei (1987) indique même que 30 loci

isoenzymatiques sont nécessaires pour avoir une estimation correcte de la diversité

génique dans les populations. Reconnaissons que ces conditions idéales sont

exceptionnellement rencontrées. Il est d'autant plus difficile de les réunir lorsque le

génome de l'organisme étudié ne fait pas l'objet de recherches intenses.

L'avantage des rnicrosatellites par rapport aux marqueurs classiquement utilisés que

sont les allozymes est leur très fort polymorphisme qui permet d'avoir accès à une

information bien supérieure (Weber, 1990). A titre d'exemple dans notre étude

l'hétérozygotie moyenne est comprise entre 0.33 et 0.61, alors que Gooding (1981) sur
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quatre populations naturelles de G. palpalis gambiensis, obtient une hétérozygotie

moyenne de 0.029 sur cinq loci isoenzymatiques. Au cours de cette étude, il n'avait

d'ailleurs trouvé aucune structuration des populations au sein des espèces étudiées. Cet

écart entre les résultats fournis par deux techniques est sensiblement le même que celui

rapporté chez d'autres insectes (Hughes & Queller, 1993; Lanzaro et al., 1995). L'accès

à une quantité énorme d'information pour les microsatellites est lié à leur taux de mutation

cent, voire mille fois, supérieur à celui des isoenzymes: 10-3 à 10-4 pour les

microsatellites, (Dallas et al., 1994; Weber & Wong, 1993) contre 10-6 pour les

isoenzymes (Nei 1987).

La détection et l'obtention des microsatellites représentent une étape clé de ce type

d'études (Jarne & Lagoda, 1996), surtout lorsqu'il faut, comme dans le présent travail,

recourir à la création d'une banque génomique. Cette étape, longue et fastidieuse,

constitue une des principales limites de cette technique. Dans d'autres organismes mieux

connus, il est possible d'accéder aux banques de séquences informatisées, et d'identifier

des microsatellites dans les séquences décrites. Il ne reste alors plus qu'à définir les

amorces dans les séquences flanquantes, comme cela est souvent le cas pour les études

sur les mammifères (Moore et al., 1991 ; Abernethy, 1994 ; Gerloff et al., 1995 ; Menotti­

Raymond & O'Brien, 1995; Simonsen et al., 1998). Cependant, de récentes adaptations

de la recherche des microsatellites par la technique dite de «banque enrichie» (Kijas et

al, 1994; Ravel & Cuny, corn. pers.) pourraient permettre un gain de temps considérable

et un meilleur rendement dans le nombre de microsatellites identifiés.

Dans notre cas, trois loci ont été détectés à partir de la banque génomique de G.

palpalis gambiensis, dont deux utilisés sur l'échantillon complet représentant plus de 600

individus. Bien qu'un des deux loci porte plus d'information que l'autre, ils ne présentent

pas de déséquilibre de liaison et sont donc considérés comme indépendants, apportant

chacun une information génétique supposée être représentative du génome. Le fait que

ces deux loci soient soupçonnés d'être localisés sur le chromosome X ne constitue pas

vraiment une surprise. Les glossines du groupe palpalis ne possèdent en effet que six

chromosomes (Itard, 1974). Un argument en faveur de la validité des résultats obtenus

dans ce travail est le fait que le troisième locus, lorsqu'il a été utilisé, a donné des

informations corroborant celles obtenues sur les deux autres, tant du point de vue des

valeurs du Fis que sur celles concernant la différenciation génique. Les trois loci

polymorphes indépendants pris individuellement donnent donc des résultats qui vont dans

le même sens. Cette observation renforce la validité de la structuration génique observée

qui est censée affecter tous les loci de la même manière, contrairement à la sélection

(Slingh & Rhomberg, 1987).
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La première distinction génétique intraspécifique au niveau de l'échelle spatiale est

apparue entre les G. palpalis gambiensis du Sénégal et celles du Burkina Faso. Nous

reviendrons sur les raisons pouvant expliquer cette différenciation. Nous avons eu la

chance de pouvoir superposer les résultats morphométriques (sur des gènes soumis à

sélection) aux données génétiques sur les mêmes individus (sur des loci neutres) en ce

qui concerne cette première différenciation. Or les deux analyses, morphométrique et

génétique, indiquent des différences significatives, la structuration génétique trouvée aux

deux loci étant accompagnée d'une taille plus petite des glossines échantillonnées au

Sénégal. Soulignons que chez la drosophile, la seule nervation de l'aile est sous un

contrôle polygénique impliquant trois gènes différents (modulés par l'environnement)

(Thompson, 1975; Hutcheson et al., 1995). En cumulant les deux techniques, les

différences observées impliquent donc plus de loci que le seul nombre de rnicrosatellites

étudiés.

Nous avons aussi vu que certaines populations de G. p. gambiensis (au Mali, par

exemple) se différencient peu des autres, récoltées dans des endroits distincts. Un

mécanisme pouvant intervenir dans ce manque de variabilité entre populations distantes

pourrait tenir dans le fait que les séquences microsatellites ont, en général, une taille

maximale comprise aux alentours de 50 à 100 pb (Garza et al., 1995) et sont sujettes à

des variations de taille limitée (Stallings et al., 1991 ; Nauta &Weissing, 1996). Il pourrait

ainsi exister une sélection contre les allèles de taille trop grande. Cet inconvénient a déjà

fait l'objet d'observations chez divers organismes, mais en général il apparaît plutôt

lorsque des microsatellites isolés d'une espèce donnée sont appliqués sur une autre

espèce ou du moins lorsque des espèces différentes sont comparées (Bowcock et al.,

1994). La combinaison du fort taux de mutation et de ces variations limitées génère de

l'homoplasie de taille (identité par état et non par descendance) qui fait aussi que les

microsatellites ne sont pas considérés comme des marqueurs de choix pour les études

phylogénétiques impliquant plusieurs espèces (Jarne & Lagoda, 1996). Le travail

présenté sur G. palpalis gambiensis se situe a priori au niveau infraspécifique. On ne peut

toutefois pas exclure totalement l'existence de ces contraintes physiques, d'autant plus

que le degré de divergence génétique au sein de l'espèce G. palpalis s.1. est inconnu.

Cependant la grande majorité des séquences microsatellites n'a apparemment aucun rôle

fonctionnel, comme en attestent leur nombre et leur présence chez la plupart des

organismes chez lesquels on les a recherchés à ce jour (Tautz & Renz, 1984); ceci

autorise à les considérer comme étant neutres vis-à-vis de la sélection (Weber, 1990).

L'ajout de plusieurs loci permettrait sans doute de mieux cerner ces subdivisions

génétiques entre populations éloignées géographiquement.
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2. HERITABILITE DES ALLELES AUX LOCI MICROSATELLITES

L'expérience portant sur les deux générations de G. palpalis gambiensis issues de

l'insectarium a confirmé la transmission mendélienne des allèles aux deux loci

considérés, comme c'est en général le cas pour les loci microsatellites, ce qui en fait leur

utilité pour les études de génétique des populations. Il était toutefois utile et important de

vérifier que cette transmission se réalise effectivement. C'est ainsi que certains travaux

ont mis en évidence une absence de bandes parentales chez les individus de la F1

(Callen et al., 1993; Pemberton et al., 1995; Primmer et al., 1995), respectivement chez

l'homme, le cerf, et l'hirondelle. Cette absence de produit d'amplification constitue ce que

l'on appelle les allèles nuls, qui peuvent être présents à l'état homozygote ou

hétérozygote. Leur présence affecte l'interprétation des données génétiques dans le sens

où ils génèrent un déficit artificiel d'hétérozygotes. Ces allèles nuls ne sont pas

anecdotiques car leur fréquence peut être importante (30% des loci dans certaines

familles humaines, Callen et al., 1993). La cause de ces non-amplifications est souvent

une ou plusieurs mutations dans les séquences flanquantes du motif microsatellite

(insertion, délétion, ou simple substitution), surtout si les amorces sont situées près du

motif microsatellite (Koorey et al., 1993). Une solution à ce type de problèmes est tout

d'abord d'estimer la fréquence de l'allèle nul susceptible d'expliquer la totalité du déficit

rencontré en hétérozygotes (Chakraborty et al., 1992; Brookfield, 1996), et le cas

échéant de redéfinir des amorces plus éloignées du motif microsatellite (Koorey et al.,

1993 ; Callen et al., 1993 ; Dumas et al., 1998).

Dans notre travail, toutes les bandes observées chez les parents ont été vues sur la

F1, et les génotypes observés étaient ceux attendus. Ce résultat nous a confortés dans

l'interprétation des génotypes, montrant l'absence d'allèles nuls dans l'échantillon

d'insectarium. De même dans les populations naturelles étudiées, nous n'avons pas mis

en évidence la présence d'allèles nuls.

Cette expérience a aussi montré qu'il était possible de déterminer (par exemple) le

père d'un individu donné parmi deux possibles, ayant potentiellement pu féconder une

femelle. Avec plus de loci microsatellites, cette assignation de paternité devrait être

possible pour tous les individus. Ce type d'applications, utilisé en sciences légales chez

l'homme, est aussi applicable àl'étude du mode de reproduction des populations

d'insectes sociaux: fourmis (Gertsch et al., 1995), abeilles (Estoup et al., 1995b), guêpes

(Hughes & Queller, 1993), ou de mammifères sociaux (par exemple les marmottes,

Goosens, 1998; ou des canidés sauvages, Roy et al., 1994).
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Il nous semble indispensable, à chaque fois que cela est possible, de vérifier que la

transmission des allèles microsatellites à chaque locus suit des lois mendéliennes

lorsqu'une étude débute sur une espèce donnée. Mis a part l'existence des allèles nuls

que nous venons de mentionner, des substitutions de nucléotides peuvent alJssi exister,

soit à l'intérieur du motif si celui-ci n'est pas « parfait )}, soit dans les séquences voisines

(Gertsch et al., 1995; Estoup et al., 1995d; Grimaldi & Crouau-Roy, 1997). Ces

variations, si elles sont présentes, ne se traduiront pas par des changements de taille des

motifs amplifiés. Au niveau intra-taxon comme c'est le cas dans notre étude, il semble

néanmoins que le changement du nombre de répétitions reste le principal mécanisme de

variation. La vérification expérimentale de la transmission héréditaire des allèles est donc

nécessaire à mettre en œuvre lorsque c'est possible, avant d'inférer des structures

génétiques, surtout lorsque de forts déficits d'hétérozygotes sont observés.

3. POPULA TlONS NATURELLES SUBDIVISEES CHEZ G. PALPALIS

GAMBIENSIS

Les résultats globaux des analyses génétiques ont montré que la panmixie est de règle

au sein des groupes d'individus échantillonnés chez G. palpalis gambiensis, mais que ces

populations· naturelles sont structurées en populations génétiquement distinctes entre

elles. La première subdivision importante qui apparaît dans notre échantillonnage est la

séparation entre G. palpalis gambiensis du Sénégal et les glossines de la même sous­

espèce capturées au Mali et surtout au Burkina Faso.

3.1 Génétique spatiale à l'échelle de l'aire de

distribution

Les mouches de la région de Dakar au Sénégal présentent en effet des distances

génétiques importantes avec les autres échantillons (la distance de Nei varie entre 0.1 et

0.4). On estime à environ 2000 km « à vol d'oiseau)} la distance séparant Bobo­

Dioulasso de Dakar. Sur de telles distances géographiques, Krafsur et al. (1997) ont aussi

mis en évidence un flux de gènes limité entre populations de G. pallidipes d'Afrique de

l'Est sur 8 loci isoenzymatiques. Il se pourrait cependant que la distance géographique ne

soit pas le seul mécanisme expliquant le peu de ressemblance génétique entre les G.

palpalis gambiensis du Sénégal et celles du Burkina Faso, et ce pour plusieurs raisons.
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Il Nous n'avons jamais constaté de corrélation positive entre les deux matrices de

distances, géographique et génétique, bien que ce modèle d'isolement par la distance

prévale pourtant chez beaucoup d'organismes (Rousset, 1997), dont des vecteurs

(Dujardin et al., 1997b chez les phlébotomes). Plusieurs distances génétiques ont été

calculées (Reynolds et al., 1983; Rousset, 1997; Nei, 1978) sur plusieurs regroupements

de populations: les 15 échantillons séparément, les échantillons pris sur une seule

année, ou à l'intérieur d'une zone donnée, ou entre pays. Notons que cette comparaison

entre les deux matrices de distance est cependant rendue délicate par l'estimation des

distances géographiques pour ce type d'insecte (notamment les glossines ripicoles du

sous-genre Nemorhina) étroitement dépendant des cours d'eau: si l'estimation de la

distance est correcte à l'échelle d'un même réseau hydrographique, elle devient biaisée

dès que l'on passe à des rivières ou des pays différents, puisque l'on est obligé de la

mesurer « à vol d'oiseau ». Idéalement, on devrait pouvoir disposer de distances suivant

le cheminement des cours d'eau, ce qui, on le conçoit, paraît difficile. L'augmentation du

nombre de loci pourrait bien sOr apporter plus d'informations. Il est aussi possible que des

contraintes de taille jouent un rôle non négligeable dans cette absence d'isolement par la

distance. Ces contraintes (homoplasie de taille) peuvent notamment avoir pour

conséquence une sous-estimation de la réelle divergence génétique accumulée aux loci

microsatellites, surtout pour des populations ayant divergé anciennement (Estoup et al.,

1995d).

Il Les glossines du Sénégal, dans notre échantillonnage, diffèrent de celles du

Burkina Faso génétiquement et morphométriquement. Les premières ont une taille plus

réduite, suivant peut-être en cela la loi de Bergman: les races géographiques les plus

petites d'une espèce sont trouvées dans les parties les plus chaudes de sa répartition

(Ray, 1960). Il est aùssi courant de trouver les individus de petite taille aux extrêmes de

leur aire de répartition géographique (Mayr, 1974; Dujardin et al., 1998), et le Sénégal

constitue la limite de répartition à l'Ouest et au Nord pour G. palpalis gambiensis. La

différenciation observée pourrait refléter un effet fondateur de glossines ayant colonisé

ces localités extrêmes à partir du pool commun d'individus. Un argument va dans ce sens

(bien que mesuré seulement sur 25 individus), c'est le faible nombre moyen d'allèles

observés sur l'ensemble des deux loci: 3.5 pour les glossines du Sénégal (c'est le chiffre

le plus petit de tout l'échantillonnage) contre 6.4 en moyenne sur l'ensemble des 14

autres populations (dont certaines n'avaient pas un nombre plus grand d'individus). En

revanche, aucune différence n'est trouvée en ce qui concerne l'hétérozygotie. Ce faible

nombre d'allèles, accompagné par des variations limitées de taille chez ces glossines du

Sénégal, pourrait également refléter l'effet fondateur: un effectif, à un moment limité en

nombre, aurait donné naissance à cette population, qui par simple effet de dérive (forte

dans les populations ayant un petit nombre de reproducteurs) présenterait des fréquences
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alléliques différentes et un nombre plus petit d'allèles. Ce mécanisme a notamment été

évoqué pour expliquer la faible variabilité génétique rencontrée chez les réduves

d'Amérique du sud transmettant la maladie de Chagas, Triatoma infestans (Dujardin &

Tibayrenc, 1985) et Rhodnius prolixus (Harry, 1992 ; Solano, 1993). Il a aussi été décrit

chez le bourdon, Bombus terrestris, où les populations insulaires issues du continent (à

partir d'un petit nombre d'individus) montrent une perte de variabilité et une augmentation

de la différenciation génique (Estoup et al., 1995c). Les mêmes effets sur la variabilité

génétique sont rencontrés lorsque les populations subissent un goulot d'étranglement

(<< bottleneck effect ») où seuls quelques individus survivent: à ce moment la dérive fixe

ou élimine certains allèles, avec une vitesse dépendant de la taille du goulot

(Chakraborty & Nei, 1977 ; Viard, 1996). Ce phénomène peut potentiellement se produire,

pour les glossines ripicoles comme G. palpalis gambiensis, lors d'épisodes de sécheresse

sévères entraînant une diminution drastique du nombre d'individus, surtout si les

populations sont réparties de manière discontinue comme elles peuvent parfois l'être au

Sénégal (Touré, 1971). Il peut s'y ajouter des effets d'isolement local, ces glossines, déjà

présentes dans l'habitat particulier que sont les niayes, s'étant adaptées de plus à un

milieu péri-urbain fortement anthropisé, volontiers qualifié d'atypique.

Il Le dernier facteur, visant à expliquer ce faible polymorphisme lié à une taille

réduite, reflète la théorie de la niche écologique, qui remonte à Darwin (in Pasteur, 1985) :

par exemple, chez les insectes dits «spécialistes», la variabilité génétique pourrait

diminuer en fonction de la taille de la niche occupée (Nevo, 1990). Des conditions

restrictives du milieu (dans notre cas, les niayes au Sénégal, et/ou le mileu péri-urbain ?)

sur des populations isolées auraient pour conséquence une perte de variabilité.

Parallèlement, les facteurs abiotiques peuvent jouer un rôle direct dans la détermination

de la taille des individus: il a ainsi été montré que les températures élevées subies par la

pupe enfouie dans le sol sont à l'origine d'individus de petit format (Glasgow, 1961). La

taille de l'individu est également le reflet de l'état physiologique de la femelle génitrice

(Buxton, 1955), donc de l'état de la population un ou deux mois auparavant. Concernant

particulièrement l'organe du vol, et contrairement aux loci microsatellites supposés

neutres, n'oublions pas que l'aile des insectes est soumise à une forte sélection

stabilisatrice (Daly, 1985). De la Rocque et al. (1998) à Sidéradougou, observent que les

ailes de G. tachinoides sont plus petites dans un biotope sec que lorsqu'il est humide, et

ce sur une échelle de 20 kilomètres.

Il est en général difficile de distinguer les facteurs génétiques des facteurs

environnementaux lorsque l'on compare des tailles chez les insectes. Dans d'autres

espèces de glossines, Bursell (1966) trouve des différences de taille significative chez G.

m. morsitans entre des sites peu éloignés. Au Zimbabwe, Phelps & Clarke (1974),
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évoquent une sélection contre les individus de petite taille: 35% des individus du plus

petit quartile (sur les mesures de taille) seraient éliminés pendant les mois froids, et

jusqu'à 75% dans les mois les plus chauds. De la même manière, Glasgow (1961) a

démontré que les mâles de petite taille étaient éliminés dans les populations naturelles et

qu'une sélection existe contre les plus grandes et les plus petites femelles de G.

swynnertoni. D'après Gooding & Hollebone (1976), chez G. m. morsitans, 9 à 16%

seulement de la variation du poids des glossines adultes est due à des facteurs

génétiques additifs, indiquant que ce caractère est fortement modulé par des facteurs

environnementaux, notamment l'état nutritif de la mère.

Dans le cadre du travail présenté ici, les résultats morphométriques et
génétiques indiquent une différence significative au niveau intraspécifique chez
G. palpalis gambiensis, entre les populations du Sénégal et celles du Burkina
Faso. L'ensemble des différences observées pourrait refléter des épisodes
d'extinction-recolonisation d'habitats au Sénégal, ou une restriction à des
conditions écologiques particulières. Des prélèvements dans divers milieux
écologiques au Sénégal (niayes, bolôns (marigots salés), forêts claires, forêts
denses) (Touré, 1971) associés à une capture de glossines d'ouest en est entre
le Sénégal et le Mali pourraient éclaircir cette situation.

Les différences génétiques obtenues entres les G. pa/palis gambiensis du Sénégal et

celles du Burkina Faso sont importantes (0.11 <Fst<0.29) (0.13<Dist Nei<OAO). On peut

les comparer aux quelques études réalisées sur des insectes avec les microsatellites :

Estoup et al. (1995c), sur des bourdons (Bombus terrestris) , trouvent les mêmes

intervalles de Fst (0.11-0.25) entre différentes sous-espèces de B. terrestris vivant sur

différentes îles, et même entre deux espèces différentes (0.19-0.36) vivant en France et

en Suisse. Dans une autre étude chez l'abeille Apis mellifera, Estoup et al. (1995a)

obtiennent des valeurs de Fst comprises entre 0.069 et 0.031, mais chez différentes sous­

espèces européennes et africaines. Chez les moustiques, Lehman et al. (1996)

obtiennent un Fst moyen de 0.016 sur l'espèce An. gambiae entre le Sénégal et le Kenya.

Cette valeur est considérablement inférieure à celles trouvées chez G. pa/palis

gambiensis. On peut donc en déduire que si les distances génétiques obtenues dans la

présente étude sont fiables, elles atteignent un degré de divergence comparable, au

minimum, à celui qui existe entre des populations géographiques d'une même espèce. En

situation allopatrique, comme le sont les échantillons du Sénégal et ceux du Burkina

Faso, il est difficile de savoir si l'on a affaire à une seule ou plusieurs espèces: le concept
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mixiologique, ou d'isolement reproductif (Mayr, 1974) ne peut plus s'appliquer, puisque

l'on est en présence de populations n'échangeant plus de gènes, car elles ne se

rencontrent pas. La seule preuve qui montrerait l'existence de deux espèces serait de

capturer ces glossines, de les élever et d'observer au laboratoire la présence d'hybrides

stériles. En allopatrie, on est obligé de recourir au concept évolutif de l'espèce, ou critère

de différenciation génétique: il se base sur l'idée que deux espèces sont séparées depuis

plus de temps que ne le sont des populations locales d'yne même espèce. Chaque

espèce développe des adaptations différentes à divers environnements et accumule de

nombreuses mutations qui la différencient des autres. On s'attend donc à rencontrer des

différences génétiques plus importantes entre espèces qu'entre populations

conspécifiques. L'inconvénient reste de pouvoir déterminer à partir de quelle distance

génétique on est en présence de deux espèces différentes: inévitablement un degré

d'arbitraire important entre alors en jeu. Une bonne indication de la coexistence de

plusieurs espèces est l'observation· d'une èorrélation entre des différences génétiques

(distance génétique élevée) et des différences de niche écologique (De Meeüs, corn.

pers.).

L'objectif de ce travail n'est pas de remettre en question la taxonomie des glossines et

plus particulièrement celle de G. pa/palis; on peut toutefois difficilement ignorer ces

nouvelles informations. Nous ne prétendons nullement décrire de nouvelles espèces ou

sous-espèces avec les données fragmentaires que nous possédons. Remarquons

simplement que si une importante divergence génétique existe au sein de ce que l'on

nomme G. pa/palis gambiensis, cette divergence s'accompagne certainement de

modifications dans les interactions parasite-vecteur, et donc de compétences vectorielles

distinctes. De plus, étant données les exigences écologiques développées localement, on

s'attend à ce que ces populations de G. pa/palis gambiensis aient des capacités

vectorielles différentes. Rappelons que la capacité vectorielle rassemble la compétence

vectorielle (intrinsèque à la glossine) et une somme de facteurs extrinsèques (écologie).

Pour illustrer ces variations de capacité vectorielle au sein d'un taxon, rappelons qu'en

Gambie (qui est, avec le Sénégal, la répartition la plus occidentale de G. pa/palis

gambiensis) dans des forêts reliques, T. congo/ense type forêt infecte exclusivement G.

pa/palis gambiensis, alors que T. congo/ense savane est trouvé chez G. morsitans

submorsitans (McNamara & Snow, 1991). En revanche à Sidéradougou, bien que ces

deux groupes taxonomiques soient aussi mis en évidence par la PCR, aucune infection

mature à T. congo/ense forêt n'est trouvée chez G. pa/palis gambiensis (qui ne montre

pas non plus d'infection à T. congo/ense savane, dans le cadre de nos enquêtes). Des

infections expérimentales montrent aussi des variations de compétence vectorielle de G.

pa/palis gambiensis vis-à-vis de T. brucei entre deux lignées de laboratoire présentant

des différences génétiques (Eisen et a/., 1994).
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D'autres travaux se sont attachés à associer, à partir du terrain, des différences

génétiques à des différences de comportement. L'objectif était en général d'analyser les

possibilités de contrôler les tsé-tsé par les mécanismes de stérilité inter(sub)spécifique.

Ainsi, à titre d'exemple, Langley et al. (1984) étudient les chromosomes de G. pallidipes

au Zimbabwe et en Ouganda. Ils trouvent des différences importantes sur le « banding »

du chromosome Y et décèlent l'existence de chromosomes B (encore appelés

chromosomes surnuméraires) sur les glossines du Zimbabwe mais pas sur celles de

l'Ouganda. Toutefois, les croisements réalisés au laboratoire n'indiquent aucun

phénomène de stérilité entre ces mouches d'origine géographique éloignée.

3.2 Génétique à l'échelle de deux zones de

développement

Les deux zones enquêtées, Samorogouan et Sidéradougou, montrent des situations

génétiques différentes au sein de G. pa/palis gambiensis.

3.2.1 A Samorogouan

Il semble que la panmixie y soit de règle, car très peu de différenciation est mise en

évidence entre les glossines capturées aux différents endroits de cette zone pastorale

quelle que soit la saison. Cette faible différenciation génétique peut être due au fait que

deux loci sont insuffisants pour détecter des différences à cette échelle. Mais sur la même

échelle spatiale, des divergences génétiques importantes sont montrées à Sidéradougou.

Si elles existent à Samorogouan, ces différences doivent donc être plus subtiles.

Pourquoi?

Il semble bien que pendant la saison des pluies, des mouvements importants de

glossines puissent avoir lieu, homogénéisant les flux géniques entre les localités

échantillonnées. En effet, aucune de ces localités en juin 1997 ne révèle de déficits en

hétérozygotes, et même si on regroupe les trois localités échantillonnées {PC, PR et KOL}

en un ensemble, aucun écart à la panmixie n'est détecté. L'écart entre PC et PR est de

13 km le long de la rivière Pindia, et 17 km (à vol d'oiseau) séparent KOL de PR, mais

avec plusieurs réseaux secondaires intercalés (voir carte). Cuisance et al. (1985b), lors

d'expériences de marquages-recaptures non loin de cette même zone indiquent qu'un

adulte G. pa/palis gambiensis parcourt en moyenne dans sa vie environ 1 km le long de la

galerie. Mais certains individus (femelles en général) sont capables de «sauts»
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importants puisque 10% sont retrouvés à 3.1 km (mâles) et 5.1 km (femelles). Quelques

individus exceptionnels sont même recapturés respectivement à 17 et 18.5 km de leur

point de lâcher. Ces femelles, bien que représentant une exception, n'en sont pas moins

des individus prépondérants dans la dissémination des glossines et l'épidémiologie des

trypanosomoses. Ce sont en effet elles qui vont contribuer à la dispersion de leur

progéniture, et aussi à la recolonisation saisonnière de gîtes potentiels pour l'espèce, par

exemple après des campagnes de lutte. Selon Cuisance et al. (1985b) ces évaluations de

dispersion représenteraient même une sous-estimation car le réseau de pièges mis en

place à l'époque n'était pas assez dense. L'autre type de déplacement existant chez ces

glossines ripicoles est de type radiaire (Nash & Page, 1953 ; Cuisance & Février, 1983),

en sortant de la galerie vers les zones de savane. Ces mouvements se réalisent à

l'occasion de la recherche d'hôtes nourriciers (si par exemple des bovins pâturent près de

la galerie, ou si un village est situé aux alentours immédiats) ou lors de la conquête de

nouveaux écotopes. Ils ont lieu plutôt pendant la saison des pluies, l'humidité étant assez

importante pour ne pas affecter la survie des individus. A cette occasion, des glossines

peuvent ainsi passer d'un réseau hydrographique à un autre.

Les glossines de Samorogouan ne sont pratiquement pas infectées par les

trypanosomes et montrent une préférence trophique pour les reptiles, ce qui confirme les

résultats trouvés par Bauer et al. (1995) dans la même zone. Ce type de comportement

expliquerait la capacité de G. palpalis gambiensis dans cette région à se maintenir

lorsque des campagnes de lutte utilisant le bétail imprégné d'insecticide sont mises en

place, comme cela a été le cas à Samorogouan jusqu'en 1993 : ces glossines se

nourrissent préférentiellement sur des reptiles et de ce fait sont donc peu ou pas atteintes

par la lutte, contrairement à G. morsitans submorsitans ou G. tachinoides. Parallèlement,

leur rôle vecteur des trypanosomoses semble négligeable. Il faut toutefois tempérer cette

dernière observation: rien n'indique en effet que cette préférence trophique ne soit pas

réversible, surtout que G. palpalis gambiensis est actuellement la seule glossine capturée

dans la zone. Aucune compétition avec d'autres espèces de tsé-tsé n'existe donc plus

pour la ressource alimentaire. Il est tout à fait envisageable que certains individus se

mettent à piquer le bétail, abondant dans la zone, et qui vient boire le long du cours

principal de la Pindia. G. palpalis gambiensis est en effet connue pour son éclectisme

quant à ses préférences trophiques (Weitz, 1963; Challier, 1973; Clausen et al., 1998). Il

est de fait étrange que, bien qu'elle représente la seule espèce présente dans la zone, et

que les bovins y soient élevés de manière importante, on observe toujours cette

préférence pour les reptiles. Paradoxalement, au Mali dans la région de Tienfala, G.

palpalis gambiensis est responsable d'un foyer actif de trypanosomose à T. vivax (Diall,

corn. pers.) lié au bétail. Cette préférence trophique a-t'elle une base génétique?
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.EJ.gure 22 :Rat;Wel de la localisation des points de capture de G. Q!!Palis gambiensis
à Samoro ouan.
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Une autre observation d'après les résultats des captures en saison sèche, est

représentée par l'efficacité nettement supérieure des captures de G. palpalis gambiensis

(67% contre 33%) dans les pièges monoconiques Vavoua par rapport aux pièges les plus

classiquement utilisés en zone de savane pour les glossins ripicoles (piège biconique

Challier-Laveissière). Or ce piège Vavoua est en général plutôt disposé dans les zones de

forêt, pour capturer G. p. palpalis (Laveissière & Grébaut, 1990). Nous ne sommes pas

en mesure d'avancer d'explication claire pour cette observation. Rappelons aussi que ces

glossines peuvent piquer l'homme, les activités humaines liées à l'eau étant évidemment

importantes, et pourraient constituer un danger potentiel de trypanosomose humaine.

Mais aucune infection à T. brucei n'a été mise en évidence.

Notre hypothèse, à défaut d'une preuve indiquant le contraire, est donc que
les populations de G. palpalis gamhiensis capturées à 5amorogouan ont une
structure panmictique. Il semble qu'aucune barrière de quelque nature que ce soit
(génétique, écologique), n'empêche des mouvements substantiels de ces glossines
durant la saison des pluies. Certaines observations font état de particularités
des glossines dans cette zone : propension à piquer uniquement les reptiles même
en l'absence de compétition pour la ressource alimentaire, capture préférentielle
en saison sèche par le piège Vavoua. Afin d'éclaircir ces observations et leur
déterminisme, il semblerait nécessaire de réaliser un échantillonnage plus complet
de G. palpalis gambiensis le long de la rivière Pindia notamment, éventuellement
en associant plusieurs modes de piégeage, et en étendant l'analyse au minimum
aux trois loci actuellement disponibles.

Actuellement, dans cette zone, s'est mis en place un projet sur la résistance des

trypanosomes aux trypanocides, certaines souches de T. congo/ense isolées chez les

bovins s'étant montrées résistantes au diminazène acéturate et à l'isométamidium (Authié

et al., 1984 ; Clausen et al., 1992).

3.2.2 A Sidéradougou

« A species is an assemblage of variable populations dynamically evolving in response

to geographical, temporal, c/inal, and other ecologically related patterns, that is genetically

distinct from other species. The genetic structure ofeach population is a unique response

to a local environrnent. » (Narang et al., 1993).
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3.2.2.1 Entre Nyarafo à l'Ouest et Yéguéré à l'Est

Dans la zone agro-pastorale de Sidéradougou, une première subdivision spatiale

ouest-est avait été esquissée d'après les résultats épidémiologiques obtenus chez G.

tachinoides (de La Rocque, 1996 ; de La Rocque & Cuisance, 1997) puis en combinant

les chiffres sur les deux espèces G. tachinoides et G. pa/palis gambiensis (Lefrançois et

a/., 1998a).

Si l'on s'intéresse uniquement à G. pa/palis gambiensis, en tenant compte des deux

enq uêtes réalisées en 1997 et 1998, la situation ouest-est de la zone est la suivante:

11 A l'ouest, les densités de glossines capturées sont supérieures, ainsi que les taux

d'infection à l'examen microscopique, surtout les taux d'infection de l'intestin moyen. A

ce dernier chiffre, on associe: une forte proportion de repas de sang sur reptiles, et un

taux d'identification des infections par PCR qui est très faible. On suppose que ces

infections pourraient être le fait de trypanosomes de reptiles (T. grayi-Iike).

11 A l'est, tous ces chiffres sont inférieurs, et les infections, peu nombreuses, sont

trouvées dans les pièces buccales des glossines, avec un fort taux d'identification par

PCR de ces infections, qui sont souvent le fait de T. vivax.

Nos résultats suggèrent qu'un flux de gènes restreint existe entre les individus

de G. palpalis gambiensis de l'ouest et ceux de l'est de la zone de Sidéradougou.

Ce flux de gènes limité s'accompagne clairement de différences de transmission des

trypanosomes à l'échelle de cette zone. C'est à notre connaissance la première fois

qu'est mise en évidence une subdivision des populations de glossines au niveau

intraspécifique, à l'échelle d'un réseau hydrographique. Cette subdivision subsiste lors

des deux prospections, en 1997 puis en 1998. Nous n'établissons pas que la différence

génétique observée est la cause d'une différence de transmission de la maladie à

l'échelle de la zone agro-pastorale, car les informations tirées de l'analyse spatiale

indiquent le rôle important d'autres facteurs (contact avec les hôtes, pratiques

d'élevage... ) (Cuisance & de La Rocque, 1998). On ne peut toutefois s'empêcher

d'observer l'association entre cette structuration génétique des populations de G. pa/palis

gambiensis et les données épidémiologiques recueillies. Ces résultats renforcent la

nécessité d'inclure cette couche d'informations « génétique des populations de vecteurs»

dans l'analyse spatiale de la prévision des points épidémiologiquement dangereux.
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Quels sont les facteurs responsables de cette rupture partielle du flux de gènes?

Pour répondre à cette question, il faudrait disposer de plus d'éléments que ceux que

nous possédons. L'idéal serait d'avoir un échantillonnage spatial régulier le long des

rivières Koba et Tolé, ainsi qu'un nombre important de glossines par piège. Nous avons

été obligés dans certains cas de regrouper les glossines capturées sur un ensemble de

pièges (exemple: KOS= 8 pièges), alors que d'autres populations sont constituées des

captures d'un ou deux pièges (NK097): En outre, deux ou trois loci polymorphes

supplémentaires et une analyse morphométrique plus exhaustive apporteraient

davantage de robustesse aux résultats. Nous pouvons tout de même évoquer les facteurs

suivants pouvant être incriminés dans les causes de cette structuration des populations.

a) Isolement par la distance

A Yéguéré, les glossines capturées au Nord (YEN) ne diffèrent pas de celles capturées

au sud (YES). Or sur la même distance le long du réseau (environ 15 km), NKO diffère

significativement de YEN. D'autres exemples de ce type peuvent être pris, qui, associés

aux tests de Mantel non-significatifs sur l'association des deux matrices de distances,

suggèrent que la différenciation génétique de G. palpalis gambiensis à Sidéradougou

n'est pas liée uniquement à la distance géographique séparant les populations. D'autres

barrières aux flux géniques doivent donc exister.

b) Rappel sur l'historique de la zone

La zone agro-pastorale de Sidéradougou (3500 km2
) a fait l'objet, une quinzaine

d'années auparavant, d'une lutte intégrée contre les glossines (Cuisance & Politzar,

1983; Merot et al., 1984; Cuisance et al., 1985a). Pour cela, une combinaison de

techniques utilisant d'abord des écrans imprégnés à la deltaméthrine pour faire chuter la

densité des glossines en saison sèche, puis en saison des pluies, des lâchers de mâles

rendus stériles par irradiation au Césium 137 a permis l'éradication des trois espèces (G.

morsitans submorsitans, G. tachinoides, G. palpalis gambiensis) de la zone en 1984

(Politzar & ClJisance, 1984 ; Cuisance et al., 1985a). Cette action a constitué le premier

exemple d'une lutte intégrée associant des techniques non-polluantes qui a abouti à

l'éradication des glossines (rapport OMS, 1985). Un dispositif de trois barrières utilisant

des pièges biconiques Challier-Laveissière fut ensuite mis en place le long des trois

principaux cours d'eau afin d'éviter la réinvasion de la zone. Après la fin du projet, les

barrières furent peu à peu délaissées, et les deux espèces riveraines ont recolonisé la

zone (Sauer et al., 1987). La partie nord de la zone (environ 1300 km2
) est actuellement

complètement réenvahie par G. palpalis gambiensis et G. tachinoides avec des densités

comparables à celles de 1982 (de La Rocque, 1997).
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cl Facteurs écologiques

La carte de la figure 22 montre le réseau hydrographique du Koba et du Tolé. En

remontant du Sud (aval) vers le Nord (amont), le lit principal (côté est) du Koba se sépare

en deux: une branche nord, appelée Tolé, et la continuité du Koba vers l'ouest, qui,

laissant quelques affluents secondaires, se dirige vers le sud-ouest en passant à côté du

village de Nyarafo pour atteindre les sources au pied de la falaise. Or, les résultats

obtenus par de La Rocque (1997), indiquent des densités importantes de G. pa/palis

gambiensis dans les zones suivantes:

1. sur le lit principal du Koba en aval du croisement avec le Tolé,

2. sur la branche ouest du Koba, où se situe le bois de Nyarafo (situé à 2-3 kms du cours

principal du Koba) et

3. sur le Koba lui-même aux alentours de Nyarafo. En revanche, ces densités sont

faibles «2.5 G.p.g.lpiège) à la fois sur le Tolé et sur le Koba immédiatement en amont de

l'embranchement (de La Rocque, 1997). Ces deux derniers lieux sont constitués de

galeries étroites ouvertes et irrégulières, où la présence d'eau n'est pas constante tout au

long de l'année. Ces éléments sont défavorables à G. pa/palis gambiensis, qui est une

glossine de galeries plutôt larges, hautes, denses, bordant des eaux permanentes. En

revanche, ils ne gênent pas G. tachinoides, qui est abondante dans ces biotopes. G.

pa/palis gambiensis s'y aventure occasionnellement, notamment en saison des pluies

lorsque l'humidité est forte, et c'est à ce moment que se peut se produire un brassage

d'individus.

Une représentation schématique des mouvements supposés de G. pa/palis gambiensis

est proposée Figure 22. Les résultats génétiques obtenus laissent en effet penser que G.

pa/palis gambiensis pourrait être plus mobile sur la branche orientale du Koba (panmixie à

YEN, YES, et sur l'ensemble) et que les mouvements s'y effectueraient préférentiellement

selon un axe sud-nord/nord-sud, les glossines se déplaçant pendant les pluies jusqu'au

Tolé, puis revenant sur le lit du Koba dans des biotopes localement favorables pendant la

saison sèche. Cette plus grande dispersion pourrait s'accompagner de rencontres d'hôtes

nourriciers plus divers, notamment de troupeaux de bovins appartenant à des nomades et

qui viennent se désaltérer dans la rivière en saison sèche, favorisant un contact plus

important avec des réservoirs de trypanosomes pathogènes qu'avec des reptiles.

Toutefois ce contact avec les bovins est globalement moins important, en terme de

fréquence de rencontre, qU'à l'ouest: le croisement des couches d'informations dans le

Système d'Information Géographique indique en effet que cette branche orientale

consitue un ensemble de points moins «à risque» que du côté de Nyarafo, ce qui

explique les taux d'infection faibles rencontrés chez les glossines ainsi que chez les

bovins (de La Rocque, Michel, corn. pers.). En effet, c'est notamment vers Nyarafo que
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Figure 22 : Mouvements supposés de G/ossina pa/palis gambiensis
dans la zone de Sidéradougou d'après les résultats génétiques obtenus.

En vert sont figurés les villages de Nyarafo et Yéguéré, et les flèches représentent
l'interprétation des mouvements des glossines dans la zone. Les traits pleins figurent des
mouvements réguliers, les pointillés des déplacements plus occasionnels, sans doute
saisonniers. Ces mouvements préférentiels expliqueraient les échanges limités d'individus
entre l'Ouest et l'Est de la zone de Sidéradougou.

N

Bobo-Diou lasso
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les conditions biotiques et abiotiques offrent la meilleure combinaison pour que se

produisent les rencontres entre le parasite, l'hôte et le vecteur.

Précisément à Nyarafo, du côté ouest, des échanges substantiels d'individus semblent

pouvoir se réaliser entre le bois et le lit principal du Koba. Les glossines y trouvent des

conditions favorables tout au long de l'année (surtout dans le bois) : présence d'eau

permanente, galeries avec un pourcentage de recouvrement important, présence d'une

faune résiduelle composée de varans, de crocodiles (observés), voire sporadiquement de

mammifères; les troupeaux de bovins des peuls sédentarisés ou des agro-éleveurs de la

zone, nombreux dans ces points (J.F. Michel, corn. pers.), viennent aussi boire.

Un argument renforçant cette hypothèse sur les mouvements des glossines est

constitué par le nombre de glossines ténérales capturées (dont on peut déduire les gîtes

de dépôt larvaire des femelles) : dans le bois de Nyarafo (NBO) et à Yéguéré, au niveau

des populations YEN et YES, sont précisément recensées jusqu'à plus de 50% de

mouches ténérales (de La Rocque, 1997). Au contraire, sur le Tolé et le long du Koba en

amont du croisement, ces chiffres varient de 0 à 10%. La nature du sol (localement argilo­

sableux) jouerait un rôle important dans la présence des gîtes larvaires, les glossines

colonisant ensuite secondairement les sites périphériques (Brightwell et al., 1992). Les

zones où sont comptabilisés peu d'individus ténéraux constitueraient donc des lieux

moins favorables à la survie des glossines.

Nous pensons donc qu'entre l'ouest et l'est de la zone de Sidéradougou, les
échanges entre individus de G. palpalis gambiensis existent, mais de manière
limitée. Ces flux de gènes restreints seraient la conséquence des mouvements
des glossines, liés essentiellement à la qualité des biotopes le long du réseau
hydrographique du Koba, selon la saison. L'existence, aux alentours de
l'embranchement Koba-Tolé, d'une zone peu favorable à G. palpalis gambiensis
(densités faibles, absence de ténérales) constituerait une barrière à ces
échanges d'individus.

Il serait souhaitable de comparer cette différence génétique au sein de G. palpalis

gambiensis à cette échelle spatiale (Fst=0.039, p<0.0001) à d'autres études réalisées

ailleurs sur des échelles voisines. Notons qu'il existe encore relativement peu de travaux

utilisant cette approche sur des insectes, même si par ailleurs les études utilisant les

microsatellites foisonnent. De plus, les travaux publiés sur les insectes sont souvent axés

sur la structure des populations d'insectes sociaux (abeilles, guêpes, fourmis, termites;

Estoup et al., 1995 a, b; Gertsch et al., 1995; Husseneder et al., 1998). Les
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comparaisons possibles viennent des études sur les moustiques où par exemple chez

Cu/ex pipiens, Chevillon et al. (1998) trouvent un Fst de 0.06 entre deux écotypes distincts

de l'espèce (sur des loci non-soumis à sélection).

Des infections expérimentales réalisées au laboratoire avec des individus de G.

pa/palis gambiensis capturées à l'ouest et à l'est du réseau donneraient une indication

supplémentaire de l'influence de la structuration génétique des populations de glossines

sur leur compétence et leur capacité à transmettre la trypanosomose.

3.2.2.2 Dans le bois de Nyarafo, un mélange de populations?

Grâce aux données cumulées sur les trois loci, l'Analyse Factorielle des

Correspondances réalisée sur 60 individus du bois de Nyarafo (captures de 1997 et 1998)

et de la rivière Koba près du bois, permet de distinguer deux ensembles (populations A et

B). Nous avons indiqué l'existence probable d'un effet Wahlund : à l'intérieur de chacun

de ces deux ensembles, la panmixie n'est pas rejetée (FiS voisin de 0), et entre ces

ensembles, la différenciation génétique est importante (Fst=O.17). Lorsque ces deux

ensembles sont réunis artificiellement en un seul, un déficit d'hétérozygotes (Fis) très

significatif (p<0.0001) apparaît. C'est ce qui se passe lorsqu'on analyse séparément les

trois populations NB097, NB098, et NK097 (bien que pour cette dernière, le déficit ne

soit pas significatif).

Dans le bois de Nyarafo, les résultats suggèrent l'existence d'un mélange de
populations en sympatrie, dans les captures des deux années successives. Des
deux populations ainsi mises en évidence, la population A se rapproche plus des
glossines de Yéguéré que la population B, et la différence entre A et B atteint
le niveau de différence trouvé entre les glossines de Sidéradougou et celles du
Sénégal.

Ces deux groupes d'individus, si on admet leur existence biologique, pourraient

refléter:

1. l'existence de deux populations stables dans le bois qui auraient une niche écologique

distincte et ne se mélangeraient pas, oulet

2. la présence de glossines d'origine géographique différente revenues au contact.
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Chez Culex pipiens, Chevillon et al. (1998) obtiennent, par l'électrophorèse des

isoenzymes, un Fst de 0.29 sur un locus soumis à sélection qui est directement impliqué

dans la différenciation écologique. Par contre sur les loci supposés neutres, le Fst est égal

à O.OS. Lorsque des différences entre populations obtenues en utilisant les F-statistiques

avec les microsatellites sont comparées avec ceux obtenus par les isoenzymes, ces

différences sont au minimum équivalentes (Estoup et al., 1998) voire très supérieures

(Lanzaro et al., 1995). Sur deux espèces jumelles de moustiques vivant en sympatrie au

Kenya, Anophe/es arabiensis et A. gambiae, Kamau et al. (1998) trouvent un Fst de 0.25

en utilisant 25 loci microsatellites. Entre ces deux mêmes espèces jumelles mais avec les

isoenzymes, au Burkina Faso, Coosemans et al. (1998) trouvent une distance de Nei de

0.31.

Avise (1975), en se basant sur les isoenzymes, estime que jusqu'à une distance de

Nei de 0.20, on peut avoir affaire à des populations conspécifiques. Dans ce travail, les

valeurs obtenues sur trois loci sont du même ordre . (Fst=0.17, DNei=0.18S), mais

sont supérieures à celle observées sur les loci neutres entre les écotypes de C. pipiens.

et les séquences microsatellites sont, sauf exception, considérées neutres vis-à-vis de la

sélection. L'analyse morphométrique conforte indirectement les différences génétiques à

Nyarafo : la non-significativité des résultats obtenus sur les ailes entre Nyarafo et Yéguéré

résulte probablement du fait qu'il y a plus de différences entre les populations A et B de

Nyarafo qu'entre chacune de celles-ci et les glossines de Yéguéré.

Encore faut-il que ces différences génétiques soient accompagnées de différences

morphométriques comme c'était le cas avec les mouches du Sénégal. Des analyses sur

la morphométrie de ces glossines avec des effectifs supérieurs, et sur des individus déjà

caractérisés génétiquement apporteraient des éléments explicatifs. Il paraît aussi

intéressant de savoir si ces glossines présentent des préférences trophiques différentes,

ce qui indiquerait une base génétique pour ces comportements, qui conditionnent la

capacité vectorielle. Des expériences d'infection expérimentale au laboratoire pourraient

aussi être réalisées sur chacun de ces deux ensembles, A et B.

Sur la carte de la zone (figure 23) sont figurés les points de réinvasions des glossines

après l'abandon progressif des barrières qui avaient été mises en place. Deux de ces

points sont localisés au sud de la zone, dont un sur la branche est du Koba avant

l'embranchement avec le Tolé. C'est certainement à partir de ces points que les glossines

ont progressivement réenvahi tout le réseau du Koba. Cette réinvasion a permis de

repeupler le lit principal du Koba et le bois de Nyarafo, où les glossines présentes, ayant

un biotope très favorable tout le long de l'année, se dispersent relativement peu.
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Figure 23: Carte de la zone de Sidéradougou et des bassins
versants (source: site internet ORSTOM hydrologie, observatoire hydrologique de
Ouagadougou; modifié).
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En bleu foncé sont représentés les deux bassins versants principaux concernant les
glossines de notre étude. On y voit notamment la jonction, au niveau de la falaise de Banfora
(trait noir), du bassin versant de la Komoé et , à partir du Koba, via la Bougouriba, celui du
Mouhoun (Volta Noire). En rouge sont situés nos points de capture, et en marron les
barrières d'isolement de la zone (pour éviter les réinvasions des glossines) mises en place
en 1983. Les frontières figurent en vert.
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Mais, comme on peut le voir sur la carte, un dernier point de réinvasion est situé en

haut de la falaise, et lors des pluies, les réseaux secondaires de ce cours d'eau sont

presque jointifs avec les sources naissant du bas de la falaise (Politzar, com. pers.).

L'hypothèse est donc qu'il se produit aussi des réinvasions de la zone à partir de ce

réseau venant du haut de la falaise, probablement en plusieurs points. La falaise de

Banfora constitue en effet un milieu unique dans cette région: « Ces grès très anciens

(précambriens) constituent une réserve d'eau, qu'ils restituent sous forme de multiples

sources, seuls points d'eau permanents en saison sèche. L'afflux du bétail et des

populations d'agriculteurs autour de ceux-ci représente autant d'éléments favorables à la

prospérité des populations locales de G. pa/palis gambiensis. Il est vraisemblable qu'en

saison sèche, chaque bois abrite une population qui demeure isolée des autres, mais dès

la saison des pluies, des échanges se produisent aisément comme l'ont montré certaines

recaptures de mâles marqués.» (Extrait du rapport d'activité 1983 du CRTA Bobo­

Dioulasso).

Or, ce cours d'eau venant du haut de la falaise appartient au réseau hydrographique

de la Comoé qui descend vers la Côte d'Ivoire (Figure 23). En revanche le Koba et le Tolé

rejoignent, via la Bougouriba, le réseau principal de la Volta Noire (actuellement appelée

Mouhoun), comme d'ailleurs la rivière Pindia qui passe dans la zone de Samorogouan.

Les glossines issues de la Comoé (population B de l'AFC?) pourraient donc arriver

jusqu'au bois de Nyarafo, trouvant là le même biotope favorable que celles issues du

Koba (population A ?). Ce bois constituerait donc en quelque sorte une zone de contact

entre des populations de glossines qui auraient accumulé des divergences génétiques

aboutissant à une barrière (partielle) d'isolement reproductif. Ces populations A et B

échangent en effet seulement 1.21 individus à chaque génération (à titre d'exemple, ce

même calcul entre espèces jumelles de moustiques au Kenya donne 0.75 individu entre

A. gambiae et A. arabiensis, Kamau et a/., 1998) indiquant aussi que cet isolement n'est

pas total (ce calcul fait l'hypothèse d'une migration récente et de populations qui ne sont

pas à l'équilibre). Des études supplémentaires permettraient de savoir si ces deux

ensembles sympatriques ont développé des adaptations écologiques différentes

(préférences trophiques distinctes?) qui auraient une incidence directe sur la

transmission de la trypanosomose. Gardons à l'esprit que la Comoé rejoint la Côte

d'Ivoire en plongeant selon un axe nord-sud. Or c'est justement en Côte d'Ivoire que se

trouve la zone de contact entre G. pa/palis gambiensis et la sous-espèce voisine G. p.

pa/palis, vers Katiola, à environ 400 km au sud de Bobo-Dioulasso (Challier & Dejardin,

1987). On peut penser à une introgression possible de gènes de G. p. pa/palis jusqu'au

Burkina Faso, d'autant que des hybrides naturels entre les deux sous-espèces sont

décrits en Côte d'Ivoire (Challier et a/., 1983 ; Nekpeni et a/., 1989).
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Cette différence génétique des glossines suivant leur appartenance à un réseau

hydrographique constituerait aussi un argument biologique en faveur du peu de

différenciation observée entre les glossines de Yéguéré et celles de Samorogouan, qui

ont en commun l'appartenance au réseau du Mouhoun.

Toutefois, cette hypothèse ne peut plus être invoquée concernant les glossines du

Mali, qui elles aussi apparaissent « groupées» avec celles de Yéguéré et celles de

Samorogouan dans notre dendrogramme. On atteint probablement ici la limite des

informations apportées par le nombre de loci utilisés.

L'hypothèse avancée peut donc être formulée de la manière suivante : chez G.
palpalis gambiensis. la structuration génétique des populations paran- conditionnée
par l'appartenance des glossines à un réseau hydrographique donné. Les
populations issues de réseaux hydrographiques distincts présenteraient plus de
différences génétiques entre elles que des populations (même géographiquement
distantes ?) d'un même réseau. La différenciation génétique ne serait donc pas
directement liée à la distance géographique. mais plutôt à une distance entre
bassins versants. Cette hypothèse ressort non seulement du travail présenté ici.
mais aussi des nombreux travaux antérieurs de marquage-recapture (Clair et al.•
1976 ; Cuisance & Fevrier. 1983 ; Cuisance et al.• 1985b).

Un moyen de tester cette hypothèse serait de capturer des glossines
appartenant à des réseaux distincts et d'observer si la différenciation génétique
est liée à la distance séparant ces réseaux.

4. LA PCR COMME OUTIL DIAGNOSTIC DE LA TRYPANOSOMOSE ?

Nous avons aussi pu voir dans ce travail que la PCR a permis une détection des

trypanosomes supérieure à l'examen parasitologique, et une caractérisation des

trypanosomes à un niveau taxonomique très fin. Ces résultats confirment ceux déjà

obtenus auparavant en utilisant cette technique (Solano et al., 1995, 1996 ; Reifenberg,

1997a,b; de La Rocque, 1997; Morlais, 1998; Lefrançois et al., 1998a,b). Une

particularité de nos résultats, d'un point de vue épidémiologique, réside dans le nombre

important d'infections de l'intestin moyen non-identifées par la PCR, que nous attribuons

pour majorité à des infections de trypanosomes de reptiles (voir Lefrançois et al., 1998a

pour discussion). La PCR, dans ces travaux, mais aussi dans d'autres études (McNamara

et al., 1995; Woolhouse et al., 1996) était en général utilisée comme un outil réservé à
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une description fine de l'épidémiologie de la trypanosomose (Duvallet & Touré, 1994). Il

est par exemple maintenant possible, chez les glossines, de différencier une infection due

à T. simiae d'une infection à T. congolense comme nous l'avions déjà souligné (Chapitre

1), de même que l'on distingue de manière fréquente en Afrique de l'Ouest, les groupes

taxonomiques ({ savane» et ({ forêt» de T. congolense. Un autre aspect des résultats,

qu'il nous semble important de souligner par les perspectives qu'il ouvre, est l'application

potentielle, en Afrique, de cet outil PCR dans l'objectif d'en faire un véritable test

diagnostic sur l'hôte ma"mmifère, étant donné le besoin dans ce domaine, souligné plus

haut (voir aussi Katakura et al., 1997). Nous avons en effet pu mesurer l'apport de cette

technique, qui permet l'identification d'un nombre important d'infections passées

inaperçues par l'examen microscopique. Les récentes améliorations de la technique au

CIRDES, ont notamment pour conséquence une simplification drastique des protocoles

utilisés (manuscrit en préparation) : il suffit maintenant, à partir du tube capillaire de sang,

d'ajouter une solution aqueuse de ChelexR (résine commerciale très économique) au

prélèvement, et de réaliser la PCR directement à partir de cette solution. Il en est de

même pour les études génétiques où cette solution de Chelex est ajoutée directement sur

les pattes conservées à sec dans un tube eppendorf. La simplification de ces protocoles a

notamment permis de réaliser une enquête de prévalence sur les bovins de la zone de

Sidéradougou en comparant la parasitologie sur un échantillonnage de 1000 bovins (J.F.

Michel, corn. pers.), et la PCR sur 260 de ces prélèvements tirés au sort (Solano et al., en

prep.). Sur les bovins, les amorces utilisées étaient: T. brucei s.I., T. vivax, T. congolense

savane et forêt. Les résultats ont montré une sensibilité de la PCR deux à trois fois plus

importante que l'examen parasitologique, et ils ont surtout montré que de telles enquêtes

en ({ grandeur réelle» pouvaient être réalisées en utilisant la PCR : sur 260 bovins (* 4

couples d'amorces), le temps mis pour l'analyse était de 3 semaines pour un budget de

moins de 3000 FF (en consommables). Un des enseignements de cette étude est donc la

possibilité d'avoir, grâce au diagnostic PCR, une estimation de la prévalence de l'infection

trypanosomienne dans une zone donnée, qui soit rapide, fiable, et économique.

Certains aménagements réalisés pour réduire encore le prix de la technique afin de

l'appliquer au diagnostic devraient rendre la PCR compétitive en assez peu de temps.

Actuellement, aucun test ne présente en effet les qualités requises pour avoir une image

d'une zone en terme d'infection par la trypanosomose, et la PCR nous semble une

alternative réellement prometteuse. Des essais d'adaptation de ce test (PCR-ELlSA) sont

actuellement menés à l'ILRI Nairobi, en vue de l'évaluer en tant que test diagnostic de la

trypanosomose (Morzaria, corn. pers.).
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5. IMPLICA TIONS DE CES RESUL TA TS POUR LE CONTROLE DES

TRYPANOSOMOSES ANIMALES AFRICAINES (TAA)

5.1 Stratégies de lutte· contrôle et éradication

des vecteurs

Un des éléments actuels de la stratégie de lutte contre ce fléau réside dans le contrôle

des populations de vecteurs, afin d'abaisser la pression de transmission à un niveau

n'empêchant pas la productivité (Cuisance, 1991; Touré & Mortelmans, 1996).

Actuellement, les programmes de lutte contre la T.A.A. se conçoivent à une échelle

régionale en Afrique: des zones prioritaires par leur potentiel de développement agro­

pastoral sont définies, les principales contraintes sont identifiées, et des programmes de

lutte sont conçus (RTICP, FITCA, Projet régional de lutte en Afrique de l'Ouest).

Une autre stratégie de lutte vise l'éradication totale des vecteurs, et est encore

d'actualité sur des zones précisément ciblées (îles, régions isolées par des barrières

naturelles). C'est ainsi que l'I.A.E.A a éliminé G. tachinoides de l'He de Zanzibar (I.A.E.A.,

1997b) par la technique des mâles rendus stériles par irradiation au Césium 137.

Dans le premier type de stratégie (abaissement des densités), l'identification des

populations réellement vectrices, permettrait de réaliser des économies substantielles sur

les financements nécessaires à la lutte (cibles mieux définies), et donc de faire prendre en

charge cette dernière plus facilement par les populations concernées. Ce ciblage des

populations de vecteurs s'inscrit donc dans une approche d'identification spatiale des

points épidémiologiquement dangereux. Et c'est dans ce but d'identifier les populations

« dangereuses» que peut intervenir cet ensemble méthodologique permettant la

description fine de la situation épidémiologique : {caractérisation génétique des vecteurs

+ détection des infections par PCR (chez le vecteur et les hôtes mammifères) + analyse

des repas de sang des glossines}. Cet ensemble de « sous-couches» étant lui-même

inclus dans d'autres couches d'informations sur l'entomologie, l'écologie, la répartition du

bétail, etc. Ce type de méthodologie multidisciplinaire rendue possible par le

développement des outils comme les SIG, conçue ici pour la zone de Sidéradougou en ce

qui concerne les trypanosomoses animales, sera étendu à d'autres zones agro-pastorales

dans d'autres régions, et englobera aussi les trypanosomoses humaines à cette échelle

géographique.
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Dans le cas où l'optique choisie est l'éradication, il faut être capable de prédire la

possibilité de réinvasion des zones traitées pendant ou après le programme de lutte, et

identifier rapidement et de manière fiable l'origine de ces réinvasions.

Or, nous l'avons vu, le polymorphisme de l'ADN microsatellite offre des perspectives

nouvelles pour le marquage génétique des populations. On peut ainsi espérer, grâce à un

« kit» de loci microsatellites, savoir rapidement à quelle population appartient un individu.

Des indices existent (<< genetic assignment ») qui permettent, selon la combinaison de

génotypes à chaque locus, d'assigner un individu à la population dans laquelle cette

combinaison a le plus de chances d'apparaître (Paetkau et al., 1995). Ainsi par exemple,

chez l'ours polaire connu pour sa philopatrie, en utilisant 8 loci microsatellites, ces auteurs

arrivent à reconnaître la population d'origine de 60% des ours analysés. Ce type d'indices

s'avère aussi très utile pour la gestion d'espèces dont l'habitat est fragmenté (Roy et al.,

1994 ; Goostrey et al., 1998), dont l'intégrité génétique est menacée (Moazami-Goudarzi

et al., 1997), ou dont les populations ont subi un goulot d'étranglement. A titre de

comparaison de techniques, Estoup et al. (1998) utilisent les isoenzymes et les

microsatellites pour classer des truites (Sa/ma trutta) dans leur réseau hydrographique

d'origine: un seul locus microsatellite (le plus polymorphe) classe aussi bien les individus

que 8 loci isoenzymatiques. On comprend dès lors qu'appliquer aux glossines ces études

permettrait de savoir précisément, une fois les populations caractérisées, l'origine

géographique des réinvasions. Etant données leurs capacités de déplacement limitées, il

faudrait alors renforcer les barrières empêchant la réinvasion du côté où on la soupçonne.

Clairement, un plus grand nombre de loci augmenterait la robustesse des résultats. Ce

type d'approche est actuellement utilisé dans l'aire du programme OCP (Onchocerchiasis

Control Program) pour déterminer d'où viennent les simulies de réinvasion (Dumas et al.,

en prep.).

Toujours dans une optique d'éradication, par exemple par lachers de mâles stériles, il

semble nécessaire de caractériser génétiquement la population cible et de la comparer

avec la population d'insectarium devant servir aux lachers. Si la différenciation génique

est trop grande, les mâles stériles auront peu de chances de s'accoupler avec les

femelles « sauvages », d'autant que les femelles ne s'accoupent en général qu'une fois

dans leur vie. Dans le cas de Sidéradougou en 1983, la population d'insectarium avait été

constituée à partir de glossines issues de la même région géographique et élevées en

masse, expliquant sans doute le succès de la technique incluse, de plus, dans une

approche intégrée (Politzar & Cuisance, 1984).

De même, le fait d'avoir mis en évidence deux groupes génétiques vivant en sympatrie

dans le bois de Nyarafo laisse à penser que des lachers de mâles stériles auraient des

difficultés à venir à bout des populations naturelles, étant donné le peu d'échanges

géniques soupçonnés entre ces deux groupes.
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5.2 Comportement vis-à-vis des leurres

Il est aussi possible que les deux groupes génétiques d'individus mis en évidence à

Nyarafo, vivant en sympatrie, aient développé des comportements distincts vis-à-vis des

leurres employés. Cuisance (com. pers.) rapporte ainsi que parmi les glossines attirées

par les pièges, moins de 40% y entrent réellement. Existe-t'il des différences entre les

populations sur cet aspect? Ces comportements peuvent avoir des bases

physiologiques: ainsi au Zimbabwe, les glossines capturées en plus grand nombre (G.

pallidipes et G. m. morsitans) par les pièges sont les femelles qui ont une larve en cours

de développement (Groenendjik, 1996). Chez les mâles, ce même auteur relie la

probabilité de capture (par piège avec attractifs olfactifs) avec le temps depuis lequel

l'individu ne s'est pas nourri. En installant des pièges au même endroit pendant une

longue durée, Williams et al. (1990) observent des variations de densité significatives

dans les captures selon les jours. Mais, selon Packer & Brady, in Groenendjik (1996), une

proportion de 20 à 40% de glossines évite les écrans électriques sans qu'il y ait de raison

de penser que l'état physiologique influe sur ce comportement d'évitement. Notons que le

fait de ne pas entrer dans les pièges peut aussi résulter d'une somme de facteurs pas

toujours faciles à identifier: par exemple, la densité de la végétation et la faible dispersion

des glossines dans un biotope favorable, qui empêcheraient simplement les glossines de

« voir» le piège (rapport annuel CRTA, 1983).

Alors que les glossines avaient disparu de la presque totalité du réseau

hydrographique après une année de lutte par piégeage et lachers de mâles stériles

(1982-1983), c'est précisément dans de rares poches, dont le bois de Nyarafo, que les

équipes chargées de l'éradication des glossines ont eu le plus de difficultés à mener à

bien cette tâche (Cuisance et a/., 1985a). La végétation y est dense, composée en partie

de racines aériennes de Ficus spp., et G. pa/palis gambiensis se disperse très peu,

comme l'ont montré des études de marquage-recapture (Cuisance & Fevrier, 1983). Cette

faible dispersion, associée à la forte densité de végétation, et peut-être à des

particularités comportementales (le mélange de populations détecté dans notre étude

existait-il déjà ?), fait que les glossines ne viennent pas se poser sur les écrans

imprégnés d'insecticide. De ce fait, le protocole initial d'un écran tous les 100 mètres avait

dû être modifié localement en installant un piège tous les 10-20 mètres en saison sèche,

suivi par des lachers intensifiés de mâles stériles pour réussir à venir à bout de ces

glossines « récalcitrantes». Si, comme on peut le suspecter, certaines glossines

développent un comportement d'évitement des pièges, quelques-unes de ces glossines
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entrant par « hasard» dans nos pièges (situés à moins de 100 mètres les uns des autres)

expliqueraient la présence d'un mélange de populations, à condition qu'il y ait une base

génétique à ce comportement d'évitement des pièges. On pourrait par exemple

s'intéresser à des différences génétiques éventuelles, entre des glossines capturées dans

les pièges seuls et dans des pièges avec attractifs olfactifs, ou encore de disposer

d'écrans électriques (invisibles pour les glossines) pour capturer celles qui verraient le

leurre, mais n'y entreraient pas. On pourrait aussi proposer de capturer des glossines

autour des troupeaux de bovins.

5.3 Manipulation génétique des vecteurs

Depuis quelques années déjà, est apparue l'idée de manipuler génétiquement les

vecteurs comme moyen de lutte. Ainsi chez les moustiques vecteurs du paludisme, dans

le complexe An. gambiae s./., il existe des espèces anthropophiles (An. gambiae. s.s. et

An. arabiensis) responsables. du paludisme et des espèces zoophiles (An.

quadriannu/atus), potentiellement peu dangereuses pour l'homme. Ces espèces sont des

espèces jumelles et s'hybrident donc très peu, voire pas du tout dans la nature

(Tabachnick & Black, 1995). L'idée serait de rendre ces gènes « zoophiles» fixés, afin de

modifier le comportement des espèces anthropophiles (Curtis, 1994).

Comment ne pas penser à l'appliquer à G. pa/palis gambiensis, notamment au Burkina

Faso où certaines populations paraissent caractérisées par une forte propension à piquer

les reptiles? Par opposition, G. tachinoides par exemple semble préférer les ruminants ou

les suidés (Laveissière, 1978; Kupper et a/., 1990; Clausen et a/., 1998). De manière

plus générale, les glossines du groupe pa/palis sont beaucoup plus inféodées aux reptiles

que les glossines du groupe morsitans (Boreham & Gill, 1976) chez lesquelles un repas

de sang pris sur varan pourrait même être toxique (I.C.I.P.E. 1997). S'agit-il uniquement

d'une probabilité de rencontres liée au mode de vie (glossines riveraines/glossines

savanicoles), ou existe-t'il une base génétique à ces préférences trophiques? Ces

questions soulèvent aussi le problème d'avoir une bonne technique d'identification des

repas de sang: la technique actuellement employée au CIRDES (Kaboré et a/., 1994)

donne des résultats apparemment satisfaisants; elle présente toutefois l'inconvénient de

nécessiter une grande quantité de résidus sanguins, rendant les pourcentages

d'identification quelquefois faibles. Une technique utilisant la PCR serait désirable et est

en cours de développement (Truc et a/., 1998). On pourrait à ce moment savoir si des

populations génétiquement distinctes vivant en sympatrie dans un biotope favorable

occupent des niches écologiques distinctes, en se nourrissant par exemple sur des hôtes

133



différents. Le rôle vecteur de ces populations ne serait alors pas le même. Le cas de

Nyarafo illustrerait tout à fait ce type d'approche.

D'autres types de manipulations génétiques décrites dans la littérature partent de la

propriété qu'ont certains symbiontes (Wo/bachia spp.) des glossines (mais aussi d'autres

insectes), d'induire des mécanismes de stérilité au sein de populations conspécifiques

(Curtis, 1994), propriété qu'ils partagent avec des éléments transposables (type mariner

de la drosophile) qui ont aussi été mis en évidence chez les glossines (Blanchetot &

Gooding, 1995). L'objectif de ces travaux est en général d'utiliser ces éléments

transposables comme «vecteur» de gène d'intérêt, par exemple pour rendre des

populations réfractaires à l'infection. Dans cette approche, les études de génétique des

populations trouvent toute leur importance. Il est en effet indispensable de connaître les

flux de gènes entre populations conspécifiques afin de savoir comment vont se

disséminer ces éléments ou organismes employés (Dale et a/., 1995b). Ainsi à Nyarafo, et

même dans la zone de Sidéradougou, on peut douter deléfficacité de telles méthodes (si

elles étaient appliquées), car le flux de gènes restreint entre les populations ne permettrait

pas une dissémination correcte des éléments introduits. La solution, à ce moment,

consisterait à diriger les Wo/bachia spécifiquement contre l'une des deux populations,

reconnue comme ayant le rôle vecteur le plus important, par exemple.

6. EXTENSION A D'AUTRES ESPECES

Les trois loci rnicrosatellites définis dans le cadre de cette étude chez G. pa/palis

gambiensis ont également permis d'amplifier l'ADN de taxons les plus proches

phylogénétiquement (voir Figure 24) : la sous-espèce voisine G. p. pa/palis, et G. f.

fuscipes. De plus, les produits d'amplification étaient clairs, reproductibles, et un

polymorphisme sur les deux premiers loci a été observé. Ces résultats suggèrent

l'extension possible de ce type d'études à d'autres taxons. Cette approche permettrait

réellement de savoir si, comme on peut le soupçonner, des populations d'une même

espèce transmettent la maladie avec une efficacité différente. Grâce à la mise au point de

ces microsatellites, des travaux similaires ont actuellement lieu au Cameroun sur G. p.

pa/palis (Bodo, com. pers.) dans les foyers de trypanosomose humaine. Les résultats

préliminaires obtenus montrent que les bandes observées chez G. p. pa/palis sont situées

dans les mêmes tailles que chez G. p. gambiensis, apportant un argument

supplémentaire à l'existence de contraintes liées à la taille des séquences microsatellites

(Garza et a/., 1995; Nauta & Weissing, 1996). Ces travaux ont de plus déjà permis

d'observer que les autres glossines du sous-genre Nemorhina sur lesquelles ont été
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testés les trois paires d'amorces (G. p. pallicera, G. caliginea) montrent des signaux

clairs, reproductibles et polymorphes (Bodo et Morlais, corn. pers.). G. tachinoides semble

faire exception, car un seul locus (19.62) a donné un signal d'amplification sur cette

espèce, mais deux individus seulement ont été testés. Bien que les PCR aient été

réalisées plusieurs fois, on ne tirera pas de conclusions hâtives. On remarque simplement

que si G. tachinoides appartient bien au sous-genre Nemorhina, c'est l'espèce qui, par

ses exigences écologiques, est la plus proche des glossines savanicoles (sous-genre

Glossina) , et c'est l'espèce phylogénétiquement la plus éloignée de G. palpalis s.1. (voir

figure 24). Nombreuses sont les études qui décrivent des microsatellites isolés sur un

taxon, puis dérivés à d'autres. Ainsi Moore et al. (1991) se servent de microsatellites de

bovins et montrent que ces séquences sont conservées, ainsi que leurs séquences

flanquantes, chez les ovins (56% des 48 microsatellites utilisés), les équins (6.2%), mais

pas chez l'homme. Les microsatellites dérivés de bovins sont aussi utilisés chez le cerf

(Pemberton et al., 1995; Maudet, 1998) ou le buffle (Simonsen et al., 1998) par exemple.

Chez les Félidae, Menotti-Raymond & O'Brien (1995) isolent 10 microsatellites du chat

domestique et les trouvent polymorphes chez plusieurs espèces sauvages (guépard,

puma, lion...). Chez les insectes, les exemples sont moins nombreux, citons l'abeille Apis,

pour laquelle les microsatellites isolés sont aussi polymorphes chez les espèces voisines

(Estoup et al., 1995d); également les fourmis (Gertsch et al., 1995), ou les tiques à partir

d'Ixodes ricinus (Delaye et al., 1998).

Ces exemples offrent des perspectives pour étendre ce type d'études à d'autres

espèces. Dans le cadre des approches développées dans ce travail, il semblerait par

exemple indiqué d'appliquer la technique sur G. tachinoides dans la zone de

Sidéradougou. On saurait alors si les types de structuration génique observés sont les

mêmes que chez G. palpalis gambiensis avec comme objectif une meilleure

compréhension de la nature des « barrières» aux flux géniques existant chez les

glossines (écologique, géographique ?), et l'influence sur la capacité de celles-ci à

disséminer la maladie. Il serait aussi intéressant de développer ces marqueurs chez des

glossines du sous-genre Glossina (groupe morsitans) , d'intérêt vétérinaire important pour

la transmission des trypanosomoses animales.
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Figure 24 : Phenogramme de 9 taxons de glossines,
basé sur 12 loci isoenzymatiques
jGooding, 1982, modifié).
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Ce travail est le premier du genre à utiliser le polymorphisme de l'ADN microsatellite pour

caractériser génétiquement des populations naturelles de glossines. Les résultats obtenus

ont montré que cet outil permet de différencier les populations de G/ossina pa/palis

gambiensis au niveau intra (sub)spécifique, d'une part à une première échelle de

répartition du taxon au niveau continental, et d'autre part à l'échelle plus fine d'une zone

agro-pastorale. Il reste évident que l'ajout de quelques loci supplémentaires apporterait

plus de robustesse aux résultats et permettrait d'aller plus loin dans les analyses.

De même, l'extension à d'autres taxons de glossines permettrait la caractérisation

génétique de l'ensemble des espèces et sous-espèces de ce vecteur peuplant une zone

donnée.

Les tendances actuelles sont de concevoir les programmes de lutte à une échelle des

projets de développement sur des zones reconnues comme potentiellement favorables à

un développement intégré de l'agriculture et de l'élevage. Dans cette optique, il est

impératif de développer des outils ayant un potentiel de diagnostic rapide et fiable de

situations impliquant une intervention: la PCR comme technique de diagnostic de

l'infection chez les glossines et chez l'hôte est très prometteuse (baisse des coûts,

simplification des protocoles, efficacité), de même que le marquage génétique des

populations de vecteurs. Ces études, associées à l'analyse des repas de sang des

glossines, constituent une analyse fine du système hôte-parasite-vecteur à l'échelle d'une

zone agro-pastorale. De plus, cet ensemble représente de manière nouvelle par sa

précision et son importance, une couche d'informations qui, associée aux données agro­

écologiques et socio-économiques, permet le diagnostic de situations débouchant sur

l'optimisation des stratégies d'intervention à mettre en œuvre pour le développement.

Les études de génétique des populations utilisant les microsatellites offrent, en particulier,

de multiples applications et pourraient permettre de répondre aux nombreuses questions

soulevées par ce travail. Ceci est un apport récent dans le sens où il n'existait pas, jusque

là, d'outil offrant l'accès à une information génétique aussi riche au niveau intraspécifique.

D'un point de vue « fondamental », l'approche génétique associée à la morphométrie est

susceptible de fournir de nouvelles informations, sur la connaissance des populations et

la taxonomie de l'organisme étudié. Ces éléments peuvent apporter des éclairages

importants, notamment en terme de compétence et capacité vectorielle distincte entre

différents taxons. D'un point de vue plus appliqué, ces études apportent une meilleure

compréhension du fonctionnement d'une partie du système pathogène (connaissance de

la dispersion, des mouvements de population, des échanges entre individus, et leur

conséquences sur la survie des parasites) et soulèvent aussi beaucoup de questions,

auxquelles il est maintenant possible de trouver des éléments de réponse, comme

l'illustrent ces quelques exemples.
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a Des différences génétiques entre populations de glossines peuvent-elles être associées

à des différences de préférences trophiques, ou le choix des hôtes est-il uniquement

conditionné par la rencontre? S'il semble exister des groupes d'espèces ayant en

commun certaines préférences (Weitz, 1963), on ne peut que le soupçonner au niveau

intraspécifique. Dans certains foyers ou régions où les trypanosomoses (animales et

humaines) sévissent et où la disponibilité en hôtes (domestiques et sauvages) n'est pas

limitée, il paraît intéressant de voir s'il existe, au niveau intraspécifique, des glossines

adaptées à différentes niches écologiques.

a les glossines montrant un évitement des pièges ou autres leurres sont elles

génétiquement isolées? Ce type d'approche pourrait être mis en œuvre en comparant

génétiquement les glossines attirées (ou pas) par divers moyens de capture.

a La conquête de milieux atypiques pour les glossines, comme le milieu péridomestique

par exemple, résulte-t'elle de changements génétiques dans les populations, va-t'elle en

produire, ou est-elle le fait d'une catégorie particulière d'individus? L'intérêt serait de

pouvoir prédire ce type de comportements afin d'enrayer l'émergence ou la ré-émergence

de foyers de maladie.

aQuel rôle jouent les RL.O. dans la compétence vectorielle? Ces organismes, héritables

par voie maternelle cytoplasmique, semblent conditionner, au moins en partie, la

susceptibilité des glossines à l'infection. Il existe des sondes « R.L.O.» (Gibson &

Welburn, 1989) qui ont permis d'observer que toutes les populations naturelles d'une

espèce de glossine ne possédent pas forcément ces RL.O. (Welburn et al., 1990), et que

le taux d'infection trouvé chez ces glossines semble lié à la présence de ces RL.O.. Il

semblerait intéressant d'associer ces deux techniques (génétique des populations et

détection des RL.O.) afin d'observer éventuellement si les différences génétiques

observées (ici chez G. palpalis gambiensis) ne reflètent pas, par exemple, des

accouplements préférentiels entre glossines RL.O.+ d'un côté, et RL.O.- de l'autre.

a On sera bientôt capable, si ces études se poursuivent, d'effectuer un « traçage» des

glossines. Traçage « artificiel», dans le cas de lutte génétique par lâchers de mâles

stériles, qui suppose une caractérisation génétique préalable des populations lâchées,

ainsi que de la population cible. Traçage « naturel», afin d'identifier l'origine des

réinvasions, donc les lieux stratégiques à renforcer (par des barrières d'isolement, par

exemple), en caractérisant les glossines grâce à un ensemble de loci microsatellites. Si le

contrôle des populations vectrices par manipulation génétique se concrétise à moyen

terme, il sera indispensable de connaître la distribution des flux géniques et la dynamique

des populations naturelles cibles.

a De manière plus générale, depuis quelques années on assiste à un essor des études

sur l'épidémiologie moléculaire de diverses pathologies. Ces travaux se sont toutefois

adressés prioritairement à la parasitologie, et une somme intéressante de connaissances
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est maintenant disponible sur le mode de reproduction des parasites, et sur l'évolution

récente de la taxonomie. Sur certains vecteurs, qui sont bien les agents transmetteurs de

parasitoses, les connaissances sont beaucoup plus fragmentaires, et peu de projets

s'intéressent aux études au niveau intraspécifique. Les quelques résultats obtenus

jusqu'ici, comme en atteste (entre autres) le travail présenté, soulignent l'intérêt et

l'importance de mesurer les échanges génétiques entre populations vectrices dites de la

même espèce. Rappelons que chez les glossines en particulier, toute la classification

repose essentiellement sur des critères morphologiques, or chez d'autres vecteurs,

notamment diptères, cette classification s'est vue bouleversée lorsque d'autres

techniques ont été appliquées.

Il Ce même type de méthodologie se développe actuellement pour d'autres pathologies

d'importance économique (maladies transmises par les tiques) : en particulier, la

nécessité de savoir si le choix d'hôtes pour les tiques conduit à une séparation des niches

écologiques, donc des flux de gènes, et à des phénomènes possibles de spéciation ; ces

études de génétique sont inclues dans une approche spatiale de prévision du risque (de

Garine-Wichatitsky, com. pers.). L'intégration spatiale de différentes pathologies, dans

une démarche plus globale, pour en dégager des indicateurs d'interventions, semble

souhaitable afin d'optimiser ces dernières dans un but de développement durable. Les

études de génétique des populations de vecteurs au niveau intraspécifique trouvent leur

place dans ces approches et prennent un essor considérable, par exemple en santé

humaine avec le paludisme.

D'après les premiers résultats présentés dans le cadre de ce travail sur les

caractéristiques génétiques des vecteurs, il apparaît nécessaire de multiplier ces études

de manière à les rendre plus rapides et plus robustes. Intégrées aux travaux sur les

autres composants du système hôte-parasite-vecteur, ces recherches permettront

d'apporter des éléments de réponse important à une question primordiale en

épidémiologie: Qui transmet quoi?
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ANNEXE 1

Couples d'amorces PCR disponibles au CIRDE5 pour la

caractérisation des trypanosomes

couples référence groupe taxonomique taille du produit

d'amorces amplifié

VOL 1,2 Dickin &Gibson, 1989 T. vivax 180 pb

TBR 1,2 Moser et al, 1989 T. brucei s.l. 177 pb

1L 0344-0345 Majiwa et al, 1993 T. congo/ense type savane 320 pb

TCF 1,2 Masiga et al, 1992 T. congo/ense type forêt 350 pb

TCK 1, 2 Majiwa et aL, 1985 T. congo/ense type Kilifi 520 pb

TCT Majiwa et aL, 1993 T. congo/ense type Tsavo 400 pb

TSM 1,2 Masiga et al, 1992 T. simiae 437 pb

DGG McNamara et aL, 1994 T. godfreyi 380 pb

Note: Des amorces amplifiant l'ADN des minicercles de Trypanosoma (Trypanozoon) evansi

ont été récemment testées et adaptées (Solano & Kasbari) au CIRDES (taille attendue~-11

pb, Artama et al., 1992).
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ANNEXE 2

Protocole PCR pour la caractérisation des trypanosomes

Conditions standard pour tous les couples d'amorces présentés en annexe 1 :

Préparation d'une solution de volume 'final 251J1 comprenant 21J1 d'échantillon à tester (ADN

cible) et 23 IJI de rnix.

Le mix est composé de: 10mM Tris-Hel (pH 8.3), 50 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 200 IJM dNTP

(Promega), amorces à 100ng/lJl, 0.5 U Taq Polymérase (Appligene)

Réaction PCR

Dénaturation initiale: 1 minute à 94°C

Puis 35 cycles comprenant: 1 minute à 94°C, 1 minute à 56°C, 1 minute à 72°C

Elongation finale: 10 minutes à 72°C

Refroidissement à 4°C

Révélation

Gel d'agarose 2% coloré au Bromure d'Ethidium, migration 110 volts 40 minutes (Apelex),

visualisation sous lumière ultra-violet (transilluminator, Kodak), et photographie (film Polaroid

667).
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ANNEXE 3

Protocole PCR pour les analyses génétiques:

401-11 1X

8 1-11 200I-IM

251 I-IIou261 1-11

10 pmol ou 20 pmol

0,8 1-11 0,5 Uléch

Tp 10X

dNTP

eau

Amorces

Taq Pol

volume réactionnel de 50 1-11 avec 40 1-11 de mix + 10 1-11 d'échantillon.

Taq Appligene, dNTP Promega.

Composition pour un rnix de 8 tubes:

Cycles PCR (PTC 100, MJ Research) : 1 mn à 94°C, puis 35 à 45 cycles comprenant:

30s 94oC, 30 s 48°C ou 50°C, 1 mn 72°C; 10 mn 72°C; fin à 4oC.

Temps de préparation: 35 mn pour 30 échantillons

Temps de PCR : 2h45mn pour 35 cycles, 3h30mn pour 45 cycles.
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ANNEXE 4

Protocole de révélation du polymorphisme de l'ADN microsatellite :

- Gel d'agarose à 4% : 5 g pour 125 ml de TBE 1X (SIGMA). Faire chauffer doucement avec

un agitateur magnétique. Ajouter 7,5 1-11 de BET. Couler dans une cuve 14x14 cm (CBS

Scientific).

- Tampon de migration: 1 litre TBE 1X avec 25 1-11 de BET.

- Charger 4 1-11 de gel loading solution et 12 1-11 d'échantillon amplifié (permet de faire

éventuellement 4 dépôts du même échantillon puisqu'on en a 50 1-11).

- Faire migrer de 8 à 10 h à 110-120 volts (Apelex).

- Après 2h de migration, charger une autre série d'échantillons.

- Visualiser sous UV à 4h, 7h et à la fin. Prendre des photos (Polaroid 667, POLYLABO).

- Gel de Polyacrylamide 10% non-dénaturant

-Mélange des solutions suivantes: 15 ml acrylamide/bisacrylamide 40% 19/1 (APPLIGENE)

39 ml d'eau distillée

6 ml de TBE 10X (Tris Borate EDTA)

300 1-11 d'APS 10% (Ammonium persulfate)

40 1-11 de TEMED

Volume final = 60 ml.

-Tampon de migration :TBE 1X

-330 volts, 12 heures; ou 230 volts, 18 heures

-Révéler dans 1 litre de TBE comprenant 1 mg/ml de BET ; décolorer dans l'eau; photo.
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ANNEXE 5

Génotypes des individus de l'insectarium aux deux loci microsatellites 55,3 et
19,62 en agarose 4%

N°
1

Génotype 55,3 ~ Génotype 19,62 1

FI2 1212 0909
MI2 1500 1700
MI4 1300 0900
lM 1215 0917
FI4 1314 1718
MIS 1300 1700
lA 1400 1700
lB 1400 1700
IN 1400 1700
10 1400 1700
IP 1314 1718
IQ ND 1800
FI6 1313 0919
MI3 1300 1700
IH 1300 0900
Il 1313 0917

IW 1313 1719
IX 1300 0900
IY 1300 1900

FI7 1313 0709
MI7 1300 1700
IZ 1300 0700
IJ 1313 0917

FI10 1314 0910
MI8 1200 1000
IF 1400 0900
IG 1214 0910
IT 1400 0900
lU 1213 1010
IV 1300 0900

FI12 1313 0909
MI11 1300 0900

IK 1300 0900
IL 1300 0900

FI13 1313 0909
MI13 1300 0900

le 1313 0909
ID 1313 0909
IR 1313 0909

FI14 1313 0909
MI14 1300 0900

lE 1313 0909
18 ND ND

Note: les chiffres représentent les codes des alleles sur l'ensemble des mdividus échantillonnés
1= Insectarium, Dans la génération parentale, mâles sont représentés par un M et les femelles par un
F; une ligne sépare chaque «famille }}, dans laquelle les parents ont un numéro, et la F1 une lettre.
Seuls sont représentés les individus ayant donné naissance à une F1.
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ANNEXE 6

Tableau des résultats de l'analyse morphométrigue obtenus sur les
ailes des glossines (logiciel « Fly Picture Measurements »l

N° LIEU HACHE RAP 1-2 RAP 1-3 SEG1 SEG2 SEG3
301 1 1,3835 2,6376 2,8093 6,2268 2.3608 2,2165
302 1 1,4029 2,6624 2,7087 6,4227 2,4124 2,3711
304 1 1,3856 2,6395 2,8341 6,3402 2,4021 2,2371
305 1 1,3753 2.6957 2,8054 6,3918 2,3711 2,2784
306 1 1,3221 2,6043 2,8255 6,1753 2,3711 2,1856
307 1 1,3179 2,6228 2,7814 6,1649 2,3505 2,2165
308 1 1,4466 2,5926 2,8251 6,4948 2,5052 2,2990
309 1 1,4452 2,6709 2,8670 6,4433 2,4124 2,2474
311 1 1,4856 2.6525 2,8198 6,4536 2,4330 2,2887
312 1 1,4615 2,5496 2,7545 6,3608 2,4948 2,3093
314 1 1,5309 2,5761 2,7946 6,4536 2,5052 2,3093
317 1 1,5128 2.5861 2,8296 6,5052 2,5155 2,2990
320 1 1,3533 2.6266 2,8203 6,3093 2,4021 2,2371
322 1 1,2937 2,6332 2,7534 6.2165 2,3608 2.2577
323 1 1.2963 2,7130 2,7626 6,2371 2,2990 2,2577
324 1 1,3417 2,6507 2,7972 6,2577 2.3608 2,2371
325 1 1,4338 2,5768 2,7600 6,4021 2,4845 2,3196
326 1 1,2089 2,6455 2,6820 6.0000 2,2680 2,2371
329 2 1,3626 2,6245 2,7953 6,1959 2,3608 2.2165
330 2 1,4286 2,6483 2,7778 6,4433 2,4330 2,3196
331 2 1,4206 2,6429 2,8462 6,4845 2,4536 2,2784
332 2 1,3855 2,6059 2,9426 6,3402 2,4330 2.1546
333 2 1,4845 2,6583 2,8106 6,5773 2,4742 2,3402
334 2 1,3546 2,6667 2,7890 6.2680 2,3505 2,2474
335 2 1,3620 2,6320 2,7511 6,2680 2,3814 2.2784
336 2 1,3313 2,6667 2,8037 6,1856 2,3196 2,2062
385 2 1,3699 2.6957 2,8182 6,3918 2,3711 2,2680
386 2 1.3319 2.6207 2,7511 6,2680 2,3918 2,2784
387 2 1,4884 2,6542 2,8311 6,5670 2,4742 2,3196
388 2 1.4483 2,6068 2,8111 6,2887 2,4124 2,2371
389 2 1,0574 2.6976 2,7241 5,7010 2,1134 2.0928
340 2 1,4085 2,6426 2.8618 6,4021 2,4227 2.2371
341 2 1.3754 2.5690 2,7909 6,3299 2,4639 2,2680
342 2 1,3897 2,6723 2,7424 6,4742 2,4227 2,3608
346 2 1,3267 2,6608 2,8224 6.2268 2,3402 2.2062
347 2 1,5009 2,6653 2,7817 6,5670 2,4639 2,3608
348 2 1,4925 2,4433
349 2 1,4311 2.6379 2,8868 6,3093 2,3918 2,1856
354 2 1,4396 2,5900 2,8009 6,3814 2,4639 2,2784
355 2 1,5552 2,5328 2,8479 6.3711 2,5155 2,2371
356 2 1,3226 2,7188 2.7557 6,2784 2,3093 2,2784
357 2 1,4654 2,6723 2,8142 6,5567 2,4536 2,3299
393 2 1,4166 2,6695 2,7522 6,4124 2,4021 2,3299
394 2 1,3425 2,7111 2,6872 6,2887 2,3196 2,3402
395 2 1,3294 2,6352 2.8037 6,3299 2,4021 2,2577
396 2 1.2611 2,5759 2,7874 5,9485 2,3093 2,1340
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N° LIEU HACHE RAP 1·2 RAP 1·3 SEG1 SEG2 SEG3
Se5 3 1,3459 2,6812 2,7289 6,3299 2,3608 2,3196
Se7 3 1,2664 2,7009 2,8271 6,2371 2,3093 2,2062
Se8 3 1,3164 2,6696 2,7798 6,2474 2,3402 2,2474
Se9 3 1,3255 2,6638 2,7232 6,2887 2,3608 2,3093

Se10 3 1,3147 2,6416 2,9265 6,1546 2,3299 2,1031
Se11 3 1,3530 2,6784 2,8148 6,2680 2,3402 2,2268
Se12 3 1,2875 2,7182 2,7814 6,1649 2,2680 2,2165
Se13 3 1,3571 2,7225 2,7838 6,3711 2,3402 2,2887
Se15 3 1,3638 2,5794 2,7696 6,1959 2,4021 2,2371
Se16 3 1,3500 2,6463 2,8186 6,2474 2,3608 2,2165
Se17 3 1,3544 2,7013 2,7857 6,4330 2,3814 2,3093
Se18 3 1,3959 2,6930 2,8962 6,3299 2,3505 2,1856
Se19 3 1,4316 2,6537 2,7991 6,3196 2,3814 2,2577
Se20 3 1,4379 2,6798 2,8957 6,2990 2,3505 2,1753
Se21 3 1,4610 2,6111 2,8419 6,2990 2,4124 2,2165
Se22 3 1,3259 2,7207 2,7706 6,2268 2,2887 2,2474
Se23 3 1,3204 2,5551 2,8571 5,9794 2,3402 2,0928
Se24 3 1,4164 2,6783 2,8257 6,3505 2,3711 2,2474

Se25 3 1,3396 2,7168 2,7909 6,3299 2,3299 2,2680

Se26 3 1,3288 2,6592 2,8373 6,1134 2,2990 2,1546

Se27 3 1,2244 2,6544 2,7299 5,9381 2,2371 2,1753

Se28 3 1,3531 2,7143 2,7890 6,2680 2,3093 2,2474

Se29 3 1,3541 2,6903 2,7387 6,2680 2,3299 2,2887

Les mesures ont été faites uniquement sur l'aile gauche des femelles.
1= Sidéradougou Yéguéré (est). 2= Sidéradougou Nyarafo (ouest). 3= Sénégal.

Cellule en hache entre Sénégal et Sidéradougou (Nyarafo + Yéguéré) :
Test d'homogénéité des variances de Bartlett : p=0.01 * ; les variances sont
hétéroscédatiques.
Test H de Kruskal Wallis, p= 0.04*.
Il Ya une différence significative entre les glossines du Sénégal et celles de Sidéradougou
sur la taille de la cellule en hache.

Segment 2 entre Sénégal et Sidéradougou (Nyarafo + Yéguéré) :
Test d'homogénéité des variances de Bartlett : p=0.0069** ; les variances sont
hétéroscédatiques.
Test H de Kruskal Wallis, p= 0.00045***.
Il Ya une différence significative entre les glossines du Sénégal et celles de Sidéradougou
sur la longueur du segment 2.

-Rapport se91/se92 :
Test d'homogénéité des variances de Bartlett, p=0.99 ; les variances sont homoscédatiques.
test F de Snedecor, p= 0.01*.
Il Ya une différence significative entre les glossines du Sénégal et celles de Sidéradougou
sur le rapport entre les segments 1 et 2.

Les autres mesures ne donnent pas de différence significative.
Aucune différence significative n'est trouvée entre les mouches de Nyarafo et celles de
Yéguéré.
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Sidéradougou Sénégal Mali Samorogouan

Theta NK097 KOB97 NK098 NB098 YEN97 YES97 YEN98 SENE MALI KOL96 PC96 PR96 PC97 KOL97

NB097 0.02111 0.00431 -0.00865 -0.00851 0.05898 0.05970 0.08311 0.14849 0.00918 0.03773 0.00940 0.01927 0.06299 0.02094

NK097 0.06866 0.01578 0.06098 0.08102 0.07128 0.13990 0.1 1611 0.01324 0.05983 0.05949 0.11436 0.13950 0.03459

KOB97 -0.00342 0.02677 0.01454 0.02006 0.01708 0.18898 0.02096 0.00780 -0.00444 -0.01529 0.00267 0.00415

NK098 0.01191 0.02126 0.02358 0.06270 0.10700 -0.01144 0.00383 -0.00466 0.02516 0.05788 -0.00353

NB098 0.09955 0.10766 0.1 1635 0.18484 0.04429 0.07437 0.03899 0.05842 0.08509 0.05567
YEN97 -0.00934 0.03543 0.15410 0.03053 -0.00488 0.01463 0.02891 0.03872 0.02056

YES97 0.03555 0.15037 0.02348 -0.00578 0.01997 0.03123 0.04543 0.01538

YEN98 0.27906 0.09109 0.02903 0.05124 0.01848 -0.01302 0.03053

SENE 0.07775 0.14557 0.12551 0.20043 0.28783 0.15044

MALI 0.01137 0.00242 0.03574 0.08496 0.00418

KOL96 0.00416 0.01592 0.02984 -0.00174

PC96 -0.01185 0.04476 0.00830

PR96 0.00330 0.02197

PC97 0.02977 ~
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Microsatellite D,1arkers for genetic population
studies in Glossina palpalis (Diptera: G!ossinidae)
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Abstract

Little is known about tsetse intraspecific variability and its consequences on vectorial
capacity. Since isoenzyme analyses revealed little polymorphism, microsatellite markers have
been developed for Glossilla palpalis gal1lbiensis species. Three loci have been identified and
showed size polymorphisms for insectarium samples. Moreover, amplifications were ob­
served in different species belonging to palpalis group. These molecular markers will be
useful to estimate gene flow within G. p. gal1lbiellsis populations and analyses could be
extended to related species. © 1997 Elsevier Science B.Y.

KeYll'ords: Microsatellite; Glossilla pa/palis; Population genetics; Trypanosomosis; G.
fuscipes; G. 11l0rsitalls

1. Introduction

Most species of the genus Glossina play a potential vector role in the transmission
of African Trypanosomosis, which has considerable economic impact in subsaharan

• Corresponding author. Present address: Centre Orstom, Departement Santé, LEMY, BP 5045,
34032 Montpellier Cedex. Tel.: + 33 67416298; fax: + 33 67547800; e-mail: cuny@orstom.rio.net

0001-706Xj97j$17.00 © 1997 Elsevier Science B.Y. Ali rights reserved.

Pli SOOO 1-706X(97)00663-3
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Africa (Janhke et al., 1988). In West Africa, species of the pa/palis group (subgenus
Nemorhina) are involved in transmission of Animal trypanosomosis (nagana) and
Human trypanosomosis (sleeping sickness). Despite their importance !ittle is known
abou t tsetse population genetics and their implications for the transmission of
trypanosomes: very little information is 'available on the possible structuration of
tsetse populations which could lead them to express resistance to control measures,
by avoiding traps or treated animais for example. Intraspecific variation and related
differential vectorial capacity is suspected to occur in natural G. pa/palis gambiensis
populations (Bauer et al., 1995; Solano et al., 1996). However, previous studies
using isozyme analyses were undertaken only for interspecies comparisons (Good­
ing et al., 1991) or for purpose of genetic assignment of loci (Gooding and Roiseth,
1995). Natural populations of tsetse flies of Burkina Faso showed little polymor­
phism using isozyme data on five loci (Gooding, 1981). Genetic studies were hence
of !imited value because of the lack of accurate technologies.

Among insects, microsatellite loci have mostly been developed for social species
like ants (Gertsch et al., 1995), bees (Estoup et al., 1993, 1995), or wasps (Hughes
and Queller, 1993). In the field of medical or veterinary entomology, studies are still
rare, and miCJ:osatelllites have only been developped in Allophe/es gambiae (Zheng
et al., 1993, 1996; Lanzaro et al., 1995) and Simu/ium dQmllosu//1 (Dumas, unpub­
lished results).

This paper reports on the isolation of microsatellite sequences in G. p. gambiensis,
a riverine species widespread in West Africa and their potential use for population
genetics in this taxa and in related species.

2. Material and methods

DNA (20 p.g) from 50 individual G. p. gambiensis, originating from the CIRAD/
ORSTOM insectarium (Montpellier, France), was digested to completion overnight
with HaeII!. The 400- 800 bp fraction was recovered and !igated into the dephos­
phorylated EcoRV site of Ml3 EM 20 (Boehringer-Mannheim). Ligation products
were used to transform E.coli XLI Blue cells and 4500 recombinants clones were
lifted on Hybond-N + membranes. Hybridizations were carried out with (CA)n and
(GA)n probes, labelled with dCTP-a[32p], using rapid hybridization buffer (Amer­
sham) according to manufacturer instructions. Positive clones were dot-blotted and
re-screened to ensure specificity. Eleven clones were kept after this secondary
screening. Eight of them were sequenced by the dideoxy-chain termination method,
using the Taq dye primer kit and an automatic sequencer (Applied Biosystems).

Template DNA for PCR was prepared by incubating two legs of a f1y in 5%
chelex for 1 h at 56°C, then 30 min at 95°C. Amplification reactions were
performed in a Perkin Elmer thermal cycler, in a final volume of 50 pl containing
as final concentrations 1 x Appligene incubation buffer with 1.5 mM MgCI2, 200
pM of each dNTP, 15 pmol of each primer and 0.5 U Appligene Taq Polymerase.
Samples were first denatured during 90 s at noc and then processed through 35
cycles consisting of 30 s at noc, 30 s at 50°C for loci 55.3 and 19.62 and 48°C for
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locus 69.22 and 1 min at noc. The last elongation step was lengthened to 10 min.
An amount of 15 pl ofeach amplified sample was resolved on 12% non-denaturing
polyacrylamide gel.

3. Results

Of these eight clones sequenced, four were false positives and microsatel1ite
sequences were successful1y obtained for four clones. The presence of false positives
can be explained by an imperfect homology of sequences between the clones and
the microsatel1ite probes due to the 10\V stringency of the hybridization washes.
Two clones had microsatel1ite sequences located too close to the cloning site to
al10w primer selection; fortunately, as one of them (~) owned a (TA) repeat
also, three pairs of primers could be designed. 6 . zz

A sequence was considered as a microsatellite if the number of repetitions of the
dinucleotide motif was six at a minimum (Stallings et al., 1991). According to
Weber (1990), the three microsatellite loci were classified as 'perfect' for 69.22 and
19.62 ((TA)1O and (GT) 12' respectively) and 'imperfect' for 55.3 (GT)14 GC(GT)4'

Eight individual G. p. gambiensis from the insectarium were individually tested by
PCR with the three primer pairs and PCR products were size-fractioned on 12%
acrylamide gels \Vith appropriate markers. Results were as fol1ows: locus 55.3
showed four alleles, locus 19.62 showed three and locus 69.22 showed two alleles
(Table 1). Allele size was highly variable; for example, 20 bp separated the largest
and smallest aileles at locus 19.62 (Table 1).

The three primer pairs gave also a strong signal with wild G. p. gambiensis from
Mali; the three individuals tested had sorne alleles in common with some of the
insectarium tsetse, for example allele 176 bp at locus 19.62, which appears as the
most common. Wild G. pa/palis pa/palis from Cameroun and a laboratory colony of
G. fuscipes fuscipes gave also scorable signais for the three primer pairs \Vith
intra-colony variability at the three loci for G. p. pa/palis, and at loci 55.3 and 19.62
for G. f fuscipes (Table 2). Only primer pairs 19.62 amplified an appropriate sized
product from DNA of G. tachinoides. No amplification signal could be obtained at

Table 1
Characteristics of the three microsatellite loci among a laboratory sampIe of eight G. p. gambiensis

Locus Repeat sequence Allele sizes (bp) Primer sequence

55.3 (GT)14(GC) 181, 183, 187, 197 S'GTACTCAACGTGGTGCTIAAAGTIG3'
(GT).

5'GTCTGAGATAGGACCATfTATCG3'
19.62 (GT)12 176, 178, 196 5'CAGATATGCTACACTIGGTCAGC3'

5'GCATIlAATGTIATACACTGAAGG3'
69.22 (TA),o 198, 200 5'CAAAACTCGACCAAATIGACCG3'

5'CGATAATGATACGATIAAATCAAACC3'
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Table 2
Size of the bands (when observed) in other tsetse taxa

Locus Bands observed (bp)

G. p. pa/palis G. f fuscipes G. tachilloides G. m. submorsi- G. Ill. morsitans
tans

55.3
19.62
69.22

175, 171
170, 174
194, 200

181, 185
174, 182
192

None
No&I'Ie\60
None

None
None
None

None
None
None

any locus with either G. morsitans morsitans nor than with G. morsitans submorsi­
tans.

4. Discussion

The (CA)n and (GA)n probes used in this work allowed three primer pairs which
showed size polymorphisms in a laboratory sampie of G. p. gambiensis, to be
designed. The fact that one locus (69.22) consisted of a (TA) repeat whereas the
probes used (CA)n and (GA)n could be explained by the presence of a second GT
repeat too close to the cloning site to allow primer selection.

The tsetse individuals from different origins used in this study were just tested for
scorable amplifications. After this first step, heritability of the presumed alleles
should be demonstrated, then the microsatellite markers will be used to estimate
gene flows within species. G. p. gambiensis is of particular interest since previous
work has shown great plasticity of behaviour in Burkina Faso (Challier, 1973;
Bauer et al., 1995; Solano et al., 1996) and great variability in transmitting
Trvpanosoma brucei gambiense (Eisen et al., 1994). At the moment, there is no
strong evidence that tsetse populations are structured, as is the case in Anopheles
gambiae, for example (Lanzaro et al., 1995), but this could be due to the lack of
studies of this type of tsetse.

Ali tsetse belong to one genus Glossina, that is divided into three subgenera,
Austenina (fusca group), Nemorhina (palpalis group) and Glossina (morsitans
group). G. m. submorsitans and G. m. morsitans are in the morsitans group and
could not be amplified with any primer sets used in this study. In contrast, ail three
loci were correctly amplified in both G. p. palpalis and G. f fuscipes from the
palpalis group. Indeed these species were first classified as a single one, G. palpalis
(Van der Planck, 1949), and they showed great similarity at isoenzyme loci (Fig. 1).
Finally, G. tachinoides belongs also to the palpalis group, but is known to be quite
different from G. palpalis, regarding ecological behaviour as weil as genetic data
(Gooding et al., 1991). In this work, the primer specificity reflected weil the
generally accepted phylogenetic relationships between the tsetse taxa (Fig. 1). In the
future, these genetic studies could be extended to related species because interspe­
cific conservation of flanking sequences will support use of these loci.
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G. palpalis palpalis

G. palpalis gambicnsis

G. ruscipes ruscipes

G. tachinoides

'-- G. austeni

G. morsitans submorsitan

179

subgcnus
Nemorhina
(paIpa1is group)

0.2' 0.6

Mean genetic idcntity

G. morsitans centralis subgcnus
G10ssina
(morsitans group)

G. morsitans morsitans

G. pallidipes

Fig. 1. Phenogram for nine taxa of tsetse flies, based upon loci for 12 enzymes (Gooding, 1981,
modified).
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ANNEXE 10

Mots-clés

Trypanosomose - G/ossina pa/palis
gambiensis - PCR - Microsatellite ­
Variation génétique - Epidémiologie.

Les techniques de génétique
moléculaire au service de
l'épidénliologie des trypanosomoses.
Intérêt de l'étude du polymorphisme
des microsatellites des glossines

P. Solano 1,2- G. Cuny 3 G. Duvallet 2

D. Cuisance 2 S. Ravel 3 1. Sidibé 1 S.M. Touré 1

Résumé

L'introduction des techniques moléculaires a apporté de nouvelles connais­
sances sur l'épidémiologie des trypanosomoses. Dans le domaine du diagnos­
tic, la technique d'amplification en chaîne par polymérase (ou po/ymerase
chain reaction) apporte une sensibilité supérieure à celle des techniques clas­
siques, et permet aussi de différencier des trypanosomes morphologiquement
identiques ayant des importances économiques très différentes. Chez les vec­
teurs cycliques, les glossines, on soupçonne l'existence de populations plus
dangereuses que d'autres au sein d'une même espèce; les auteurs décrivent
et proposent d'appliquer la technique du polymorphisme des marqueurs mi­
crosatellites à l'évaluation des conséquences de la variabilité intraspécifique
des mouches tsé-tsé sur l'épidémiologie de la trypanosomose.
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• UTILISATION DE LA BIOLOGIE MOLECULAIRE

DANS LA DETECTION ET L'IDENTIFICATION

DU PARASITE
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De nombreuses applications de la technique PCR ont été dévelop- .w
pées. Cette technique prometteuse dans le domaine du diagnostic ~

>
par sa sensibilité et sa spécificité reste pour l'instant limitée dans QI
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Ces dernières années, le développement des techniques d'étude
moléculaire, notamment la PCR (polymerase chain reaction) (16,
21) ou ACP (amplification en chaîne par polymérase), a généré

.des connaissances nouvelles dans l'épidémiologie des trypanoso­
moses. Il est maintenant possible de distinguer chez les glossines
des trypanosomes morphologiquement similaires mais différents
par leurs caractères nosologiques et leur spectre d'hôtes: il en est
ainsi, dans le sous-genre Nannomonas, de l'espèce T. simiae, pa­
thogène pour les Suidés domestiques mais inoffensive pour les
Ruminants (8), et de l'espèce T. cOlIgo/ense qui infecte également
les Suidés, mais qui compte parmi les trypanosomes les plus pa­
thogènes pour le cheptel bovin. Dans le domaine du diagnostic, la
PCR permet même de détecter différents sous-groupes taxono­
miques de T. congolense (Il, 12, 13) : en Afrique de l'Ouest sont
présents principalement le groupe « Savane» et le groupe
«Forêt» (14, 17, 19,22,23) ; on les soupçonne également d'avoir
des pathogénicités différentes (18) et des études sont actuellement
en cours pour confirmer ces présomptions.

• INTRODUCTION

Les trypanosomoses africaines sont causées par des protozoaires
flagellés du genre TrypanosoT/Ul et sont transmises principalement
par des insectes diptères, les glossines. Leur importance écono­
mique en Afrique subsaharienne est considérable puisqu'elles pro­
voquent chez l'homme la maladie du sommeil (50 millions de
personnes exposées) et chez les animaux domestiques le nagana
ou trypanosomose animale ; certains experts estiment les pertes
économiques du secteur de l'élevage dues aux trypanosomoses à
1 milliard de dollars par an à l'échelle du continent (3).

Il est donc nécessaire d'être capable de diagnostiquer la maladie
lorsqu'elle existe, mais aussi et surtout de pouvoir la contrôler en
abaissant son importance à un niveau n'empêchant pas la produc­
tion. Un moyen pour y parvenir est de lutter contre les cibles défi­
nies que sont certaines populations de glossines propageant
l'épizootie.

1. CIRDES, 01 BP 454, Bobo-Dioulasso 01, Burkina Faso
2. CIRAD·EMVT, Campus international de Baillarguet, BP 5035, 34032 Montpellier
Cedex l, France
3. ORSTOM Montpellier, BP 5045, 34032 Montpellier Cedex, France
- Auteur assurant la correspondance: voir adresse 1
Tél. : 226 97 22 87 ; fax: 226972320
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• LA TECHNIQUE

Après avoir détecté, isolé et séquencé ces motifs microsatellites,
des amorces (ou primers) sont définies de part et d'autre du motif
répété (figure 1), mais pas dans son voisinage immédiat (instabi­
lité des séquences flanquant le microsatellite). Une amplification
par PCR est réalisée et on obtient sur gel une bande ou deux dont
les tailles sont directement proportionnelles au nombre de répéti­
tions du motif. Ces signaux d'amplification (ou allèles) vont donc
varier entre les individus, en fonction du nombre de répétitions
que ceux-ci possèdent.

Par exemple, un individu (AT)lO donne une bande de 180 paires
de bases: cette taille correspond à un motif microsateIlite qui est
ici de 20 nucléotides (2 x 10), plus les amorces et la séquence flan­
quante totalisant dans cet exemple 160 nucléotides (taille inva­
riante entre les individus).

Motif trinucléotidique
CAO CAO CAO CAO CAO CAO CAO CAO CAO

Une séquence microsatellite est constituée de courtes répétitions
« 6) de 2, 3, ou 4 nucléotides (28, 29). Ces motifs sont localisés à
différents endroits du génome, constituant chacun un locus. Ces
séquences existent chez tous les eucaryotes où on les a recher­
chées, et se sont révélées de très bons marqueurs polymorphes
pour des études de génétique des populations. Les microsatellites
présentent, pour un locus donné, un polymorphisme de longueur
dû à la variation du nombre de répétitions, permettant ainsi de dé­
finir des allèles.

Exemples de séquences microsatellites :

Motif dinucléotidique
AT AT AT AT AT AT AT AT AT AT

1. De clarifier les relations fines parasite-vecteur (compétence vec­
torielle), ce qui pourrait permettre une meilleure définition des
cibles des campagnes de contrôle de la trypanosomose. La compé­
tence vectorielle est l'aptitude physiologique d'un vecteur à ac­
quérir le pathogène et à le transmettre (20).

2. D'essayer de distinguer des populations de valeur épidémiolo­
gique différente (capacité vectorielle). La capacité vectorielle est
le nombre de nouvelles infections par situation et par jour du fait
d'un vecteur; elle dépend de la compétence vectorielle et de fac­
teurs du milieu (20). Le moyen est d'identifier au sein d'un taxon
donné une structuration génétique des populations en analysant
des fréquences alléliques. Le fait de trouver des fréquences allé­
liques significativement différentes pour un ensemble d'individus
dans un espace donné peut montrer que la reproduction ne se fait
pas'de manière aléatoire entre ces individus; il Ya donc des sous­
groupes différents au sein de la même espèce (ou sous-espèce)
dans le même espace ou sur des espaces voisins qui peuvent indi­
quer:

- des préférences différentes d'hôte nourricier: risque épidémiolo­
gique;

- des préférences différentes de biotopes : distribution spatiale et
temporelle;

- un comportement d'évitement de leurres artificiels (pièges,
écrans, etc.), ou vivants (bétail imprégné d'insecticides) : résis­
tance aux mesures de lutte;

- une différence d'aptitude à la maturation des trypanosomes:
compétence vectorielle.
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Il semble donc intéressant d'appréhender la variabilité génétique
des populations de vecteurs, avec pour objectif dans un taxon
donné: ..

• UNE APPROCHE COMPLEMENTAIRE:

LA VARIABILITE GENETIQUE DES VECTEURS

Les RAPD (random amplified polymorphie DNA) (31, 32) sont
également dérivés de la PCR. La réaction fait intervenir une seule
amorce, courte et de séquence aléatoire. Du fait de leur faible lon­
gueur, ces amorces ont une probabilité importante de trouver plu­
sieurs séquences homologues dans le génome. On obtient ainsi des
profils à bandes multiples, spécifiques de souches ou d'ensembles
de souches de trypanosomes. Cette technique a notamment permis
de montrer que T. eongo/ense forme une espèce polyphylétique :
on ne trouve pas d'ancêtre unique, commun aux lignées actuelles,
mais plusieurs. Ceci a pour conséquence la très faible probabilité
de trouver une séquence diagnostique de l'espèce T. eongo/ense
dans son ensemble (22).

Si on est capable d'identifier au niveau intraspécifique chez les
trypanosomes certains taxons dont l'épidémiologie ou la pathogé­
nie sont différentes, il n'en est pas encore de même chez les vec­
teurs majeurs que sont les glossines. Or pour un taxon donné
d'insectes, le déterminisme génétique de la capacité à s'infecter et
à transmettre les trypanosomes a déjà fait l'objet de plusieurs ob­
servations. Janssen et Wijers trouvent des différences de trans­
mission d'un même clone de T. simiae entre G/ossina brevipa/pis
et G. pallidipes et suggèrent que l'espèce de glossine peut être un
facteur conditionnant la pathogénicité de la souche transmise (9).
Avec le même parasite, Moloo et coll. observent une différence
de susceptibilité entre deux populations allopatriques de G. palli­
dipes (15). Ces deux populations montrent aussi des différences
de transmission d'un clone de T. eongo/ense. Reifenberg et coll.,
en comparant la capacité vectorielle de plusieurs taxons de glos­
sines vis-à-vis de T. eongo/ense montrent, entre autres, que les
deux sous-espèces G. morsitans submorsitans et G. m. morsitans
n'ont pas la même capacité à transmettre le parasite au laboratoire
(17). En allant plus loin, au niveau infra-taxon, Eisen et coll. ob­
servent des différences significatives de réceptivité du même
clone de T. brueei gambiense chez deux populations d'insecta­
rium de G. pa/palis gambiensis provenant du même site géogra­
phique mais ayant été maintenues séparément plusieurs années
(5). Ces auteurs, en utilisant les isoenzymes et l'aspect des chro­
mosomes, trouvent certaines différences génétiques qu'ils attri­
buent essentiellement à un phénomène de dérive, classique dans
des populations élevées au laboratoire. Makumyaviri et coll. com­
parent une population sauvage de G. m. /IIorsitans à un phénotype
mutant sa/mon (couleur de l'œil), et observent une meilleure co­
lonisation de l'intestin moyen par T. brueei chez le phénotype
mutant, qui serait liée à une modification du métabolisme du tryp­
tophane (10).
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ses applications par son coût relativement élevé. Pour le diagnostic
des trypanosomes, les séquences d'ADN satellite (courte séquence
répétée en tandem un grand nombre de fois) ont été utilisées. Ces
séquences sont spécifiques du groupe de trypanosomes recherchés
et leur utilisation comme cible d'amplification, à l'aide d'amorces
connues, permet d'augmenter la sensibilité du test. Ces informa­
tions (diagnostic fiable et rapide, identification des agents patho­
gènes) permettent d'apprécier rapidement la situation
épidémiologique et constituent des outils stratégiques d'aide à la
décision.
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amorce 1

X~ XXXXXXXATATATATATATATATATATATATATATATXXXXXXXXXXXX

: : amorce 2

XXXXXXXXXXXXXX~ATATATATATATATATATATATATATA~AXX~ XX

Figure 1 : définition des amorces PCR autour d'un motif micro­
satellite (A T).

Les séquences microsatellites trouvées dans un taxon donné peu­
vent être conservées dans d'autres taxons phylogénétiquement
proches, ainsi que leurs séquences flanquantes ; ceci permet
d'étendre ce type d'étude aux espèces voisines, en évitant les
étapes d'isolement, clonage et séquençage des microsatellites.
Ainsi, trois couples d'amorces définis chez G. palpalis gambiellSis
permettent d'obtenir des produits d'amplification également chez
G. p. palpalis et G. f fuscipes (24).

Un autre individu (AT) 14 donnera un signal de 188 paires de
bases (= 160 + (2 x 14)); leur motif de répétition diffère de 4 uni­
tés. Cette différence se traduit par une différence de migration vi­
sible sur gel. Dans ces deux cas, les individus ne présentent
qu'une seule bande et sont alors considérés comme homozygotes
pour ce locus.

.AVANTAGES POUR LES ETUDES DE GENETIQUE

DES POPULATIONS

• AUTRES APPLICATIONS

L'identification de plusieurs séquences microsatellites, donc plu­
sieurs loci, conduit à la connaissance du génotype (la composition
allélique) des individus à ces différents loci. Ce marquage géné­
tique de population peut être appliqué notamment pour :

- identifier des populations de réinvasion après une campagne de
lutte(4);

Figure 2 : révélation sur gel d'agarose des allèles microsatellites
amplifiés par PCR ; 194 = taille des bandes à ce niveau indiqué
par le marqueur de poids moléculaire (P.M.). On distingue des
homozygotes (1 bande) et des hétérozygotes (2 bandes).

Les marqueurs microsatellites peuvent être utilisés en génétique
des populations car ils présentent les caractéristiques suivantes:

- ils sont supposés être sélectivement neutres, car très abondants et
situés dans des régions non-codantes, sauf quelques exceptions de
répétitions associées à des maladies (dystrophie myotonique, can­
cers) (6, 28). La sélection n'influe donc théoriquement pas sur les
fréquences alléliques ;

- les allèles sont transmis d'une génération à l'autre suivant les
lois mendéliennes classiques. Cette caractéristique a été confirmée
sur une population de G. palpalis gambiensis maintenue en insec­
tarium. Ce sont des marqueurs codominants, ce qui permet de dis­
tinguer des homozygotes (1 bande) et des hétérozygotes (2
bandes) (figure 2).

Prenons par exemple un père 180 pb (motif : (AT) 10) et une mère
188 pb (AT)14. L'enfant sera 180-188 (10-14). L'enfant chez un
taxon diploïde hérite d'un chromosome paternel et d'un maternel.
Dans ce cas, il présente donc deux bandes.

Les séquences microsatellites présentent une très forte variabilité
et un haut degré de polymorphisme. Par exemple, dans les popula­
tions naturelles de Glossina palpalis gambiensis, il y en a général
un maximum de 4 à 5 allèles par locus isoenzymatique (7), et il y
en a entre 10 et 40 par locus microsatellite.

L'analyse PCR permet de travailler sur de très petites quantités de
matériel (1 patte pour les glossines) et permet de se passer d'une
chaîne de froid pour les études de terrain. Ceci ramène le coût des
analyses à des valeurs raisonnables. A titre d'exemple, le prix de
revient d'une étude portant sur 100 individus avec 3 loci microsa­
tellites est d'environ 2500 FF (environ 430 dollars US) en
consommables; ce prix est calculé pour un laboratoire équipé
pOi.Jr la biologie moléculaire, et possédant déjà les amorces PCR
nécessaires.
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• CONCLUSION
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- modéliser les flux de gènes à l'intérieur d'une population ou
entre des populations afin de prévoir l'effet de certaines méthodes
de contrôle, par exemple lorsqu'on veut introduire des éléments
(transposons) dans les populations de vecteurs rendant ceux-ci ré­
fractaires aux parasites (l, 26). Dans ce cas, il faut savoir si ce
gène va se transmettre facilement à tous les individus d'une popu­
lation et à quelle vitesse, ou si des barrières existent qui vont em­
pêcher son passage. Il a été envisagé chez les moustiques
d'introduire des gènes de zoophilie (Anopheles quadriannulatus)
dans des populations « anthropophiles » (An. gambiae s.s.) (2).
Cela suppose donc que l'on reconnaisse ces populations généti­
quement. Pourquoi ne pas imaginer que l'on puisse obliger les
glossines à se nourrir exclusivement sur reptiles!

- enfin, cette approche présente un intérêt pour les équipes tra­
vaillant sur les cartes génomiques des mammifères, bien sûr (30),
mais aussi des vecteurs. Il existe ainsi une carte détaillée du chro­
mosome X chez An. gambiae grâce aux microsatellites (33).

PM.P.M.P.M.
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Summary

Solano P., Cuny G., Duvallet G., Cuisance D., Ravel S.,
Sidibé 1., Touré S.M. Molecular genetic techniques applied to
the epidemiology of trypanosomoses. Advantages of the
microsatellite polymorphism study in tsetse flies

A further understanding of trypanosomosis epidemiology has
been brought about by the development of molecular
techniques. With regard to diagnosis, the polymerase chain
reaction (PCR) combines the advantages of greater sensibility
than c1assical techniques and the possibility to differentiate
trypanosomes with similar morphology but a very different
economic impact. Populations of cyclic vectors (tsetse flies)
have been suspected to exist with varying degrees of
dangerousness within the same species. The authors describe
and propose to apply the technique of microsatellite DNA
polymorphism to assess the consequences of tsetse
intraspecific variability on the epidemiology of trypanosomosis.

Key words: Trypanosomosis - C/ossina pa/palis gambiensis ­
PCR - Microsatellite - Genetic variation - Epidemiology.

Polymorphisme des microsatellites des glossines et trypanosomoses

Resumen

Solano P., Cuny G., Duvallet G., Cuisance D., Ravel S.,
Sidibé 1., Touré S.M. Las técnicas de genética molecular al
servicio de la epidemiologfa de las tripanosomosis.
Importancia dei polimorfismo de los microsatélites de las
glosinas

Las técnicas moleculares han aportado nuevos conocimientos
sobre la epidemiologfa de las tripanosomosis. En el campo
dei diagn6stico, la técnica de amplificaci6n en cadena por
polimerasas (0 reacci6n en cadena de las polimerasas) aporta
una sensibilidad superior que las técnicas clasicas,
permitiendo también la diferenciaci6n de 105 tripanosomas
morfol6gicamente idénticos, con diferentes importancias
econ6micas. En el casa de los vectores cfclicos, las glosinas,
se sospecha la existencia de algunas poblaciones mas
peligrosas que otras, en el seno de una mima especie. Los
autores describen y proponen la aplicaci6n de la técnica dei
polimorfismo de los microsatélites marcadores, para la
evaluaci6n de las consecuencias de la variabilidad intra
especffica de las tse-tse sobre la epidemiologfa de la
tripanosomosis.

Palabras clave: Tripanosomosis - C/ossina pa/palis gambiensis­
PCR - Microsatélite - Variaci6n genética - Epidemiologfa.
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New epidemiological features on animal trypanosomiasis
by nlolecular analysis in the pastoral zone of
Sideradougou, Burkina Faso

T. LEFRANÇOIS,":j: P. SOLANO,"t S. DE LA ROCQUE"t Z. BENGALY," J. M. REIFENBERG,t
I. KABORE," and D. CUISANCEt
"CIRDES,01 BP 454, Bobo Dioulasso 01, Burkina Faso, tCIRAD-EMVT campus de Baillarguet, BP 5035,34032 Montpellier,
France, :j:ENVA, Laboratoire de Neurobiologie, 94704 Mflisons-Alfort, France

Abstract

A multidisciplinary work was undertaken in the agropastoral zone of Sidéradougou,
Burkina Faso to try to elucidate the key factors determining the presence of tsetse flies. In
this study the peR was used to characterize trypanosomes infecting the vector (Clossina
tac1tinoides and Glossina palpalis gambiensis) and the host, Le. cattle. A 2-year survey
involved dissecting 2211 tsetse of the two Clossina species. A total of 298 parasitologically
infeded tsetse were analysed by PCR. TnJpanosoma vivax was the most frequently identi­
fied trypanosome followed by the savannah type of T. congolense and, to a lesser extent,
the riverine forest type of T. congolense, and by T. bmcei. No cases of T. simiae were found.
From the 107 identified infections in cattle, the taxa were the same, but T. congolense
savannah type was more frequent, whereas T. vivax and T. congolense riverine forest types
were found less frequently. A correlation was found between midgut infection rates of
tsetse, nonidentified infections and reptile bloodmeals. These rates were higher in C.p.
gambiensis, and in the western part of the study area. T. vivax infections were related to
cattle bloodmeals, and were more frequent in G. tachinoides and in the eastern study area.
The PCR results combined with bloodmeal analysis helped us to establish the relation­
ships between the vector and the host, to assess the trypanosome challenge in the two
parts of the area, to elucidate the differences between the two types of T. congolense, and
to suspect that most midgut infections were originating from reptilian trypanosomes.

Keywords: African trypanosomes, Burkina Faso, cattle, Glossina palpalis gambiensis, Glossina
fachinoides, PCR
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Introduction

Animal trypanosomiasis represents a major constraint in
Subsaharan Africa, and it is considered the most important
vector-borne cattle disease transmitted by vectors in this
region (PAO 1994). Nonpolluting control methods are now
currently used and can prove successful under certain con­
ditions (Vale et al. 1988; Cuisance et al. 1991; Bauer et al.
1992, 1995). However, these methods require a thorough
knowledge of the epidemiological situation, which is both
tirne and labour consurning. Also, there is still a great lack

Correspondence: P. Solano. Fax: +33 4 67 59 37 97; E-mail:
cuisance@cirad.fr
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of knowledge about the diagnosis of the disease, the char­
aeterization of the pathogenic agents, and the complex rela­
tionships between the tsetse and the parasites they
transmit (Welburn & Maudlin 1989; Maudlin 1991;
Desquesnes & de La Rocque 1995; Solano et al. 1996; Van
den Abbeele et al. 1996; Reifenberg et al. 1997a). The PCR on
tsetse organs using specific primers for different species or
subgroups of trypanosomes has already proven successful
in characterizing trypanosomes at the molecular level and
in revealing multiple infections in single tsetse from the
field (Masiga et al. 1992; Solano et al. 1995; McNamara et al.
1995; Woolhouse et al. 1996; Reifenberg et al. 1996). PCR on
buffy-coat sarnples seerns a prornising tool (Majiwa et al.
1994; Penchenier et al. 1996; Desquesnes & Tresse 1996).
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ln the pastoral zone of Sideradougou, southwest of
Burkina Faso, a multidisciplinary work tried to identify
the key factors determining the presence of tsetse flies (De
La Rocque & Cuisance 1997). Ail data on entomology,
parasitology, livestock, drainage lines, environment, and
human pressures were sampIed in order to be included in
a Geographie Information System. A tsetse eradication
program had already been conducted 13 years earlier in
this area through the combined use of impregnated
screens and the sterile insect technique (Cuisance et al.
1984; Politzar & Cuisance 1984; Bauer et al. 1988).

The present study reports on one of the aspects of this
program, Le. the PCR characterlzation of the trypanosomes
infecting Glossina tachinoides and Glossina palpalis gambien­
sis, two widespread riverine species of the palpalis group in
West Africa, as weil as cattle in the same area.

Materials and methods

Entomologicalsurveys

The study area lies in the south sudaruan savannah zone
(4°20' west, 10°55' north); the hydrographie network is
principally represented by the Koba and the Tolé rivers
(Fig. 1). A total area of 120 km was prospected in 1996 and
1997, with bicorucal (Challier & Laveissière 1973) and
Vavoua (Laveissière & Grebaut 1990) traps deployed at
100-m intervaIs (De La Rocque & Cuïsance 1997).
Dissections were carried out on nonteneral flies. The dis­
secting instruments were cleaned between each dissected
organ and each dissected fly with sodium hypochloride
foilowed by rinsing with sterile distilled water. The pro­
boscis was first pulled out from the fly, then the salivary
glands and the midgut. The three organs from each fly

Bobo-Dioulasso

were then examined for trypanosomes under a micro­
scope at 400x magnification. When a tsetse organ was
found to be positive it was placed in a single Eppendorf
tube containing 50 ilL of sterile distiiled water (except the
proboscis which was put in a tube without water).

Epidemiological surveys

ln 1996 and 1997, sentinel herds were regularly checked for
trypanosome infections using the buffy-coatldark groWld
method (Murray et al. 1977) and thin blood smear. A mea­
sure of the haematocrit was routinely performed (Z.
Bengaly et al. Wlpublished). Furthermore, cattle of farmers
living close to the Koba and the Tolé rivers who complained
about the health of their a1Ùmals were aIso examined.

A second buffy-eoat sample was coilected when animaIs
were fOWld positive or for every individual with a haema­
tocrit value below 25%. The sample was immediatly
emptied into an Eppendorf rrucrotube containing 50 ilL of
sterile, distilled water, conserved at the surrounding tem­
peratures and brought back to the CIRDES laboratory.

Preparation of samples for peR

Sample preparation was performed according to
Penchenier et al. (1996). Each tsetse organ was crushed
with clean instruments. Salivary glands were used as
crude template for PCR after simple agitation. The
midgut, proboscis, and buffy coat were centrifuged at
13000 g for 8 min. After removing 30 ilL of the super­
natant, an amount of 50 ilL of Readyamp (Promega) was
added to the pellet. After agitation the samples were incu­
bated for 20 rrun at 56 oC, then at 95 oC for 8 min. They

Fig. 1 Map of the area under study. The
map shows the prospected gallery along
the Koba and Tolé rivers, main road (-),
and escarpment (indicated by diagonal
Hnes). The vertical bar separates western
and eastern parts of the area. The small
map of the Burkina Faso indicates the
localization of the Sidéradougou area
(near Bobo-Dioulasso).

IOkm
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were centrifuged at 13000 g for 2 min and then frozen at
- 20 oC before further handling.

PCR analysis

Oligonucleotide primers for trypanosome characterization
were kindly provided by CIRAD-EMVT Baillarguet,­
France, and ILRI, Nairobi, Kenya. These primers amplified
repetitive nuclear DNAsequences specific of the following
taxonomic groups: Trypanosoma (Nannolllonas) congo/ense
(T.c.) savannah type (Majiwa et al. 1993) and riverine forest
type (Masiga et al. 1992), T. (Nannomonas) simiae (Masiga
et al. 1992), T. (Duttonella) vivax (Dickin & Gibson 1989),
and T. (Trypanozooll) brucei sensu /ato (Moser et al. 1989).

Standard PCR amplifications and electrophoresis were
carried out as described previously (Solano et al. 1995).
Parasitologically positive samples which gave negative
results were systematically subjected to a new amplifica­
tion reaction for 35 or 40 cycles and, if still negative, were
DNA-extracted and submitted again to an amplification
reaction.

Each amplification was performed in duplicates to
ensure reproducibility, and a positive control (with refer­
ence DNA of each type of trypanosome) and a negative
control (without DNA) were added in each PCR assay.

When the amplification reaction gave a signal of the
expected size of DNA with the primers used without sig­
nal in the negative control, the trypanosome was consid­
ered as characterized.

Analysis of tsetse blood meals

When the midgut of the flies contained sufficient blood
residues, it was crushed on Whatman paper no. 1, air­
dried and brought back to CIRDES for analyses. An
ELISA test of antisera of defined host species was used
(Kaboré et al. 1994).

Statistical tests

Proportions were statistically analysed with a classical X2
test, using Yates correction for small numbers (< 5 by œIl),
and means were compared using a Student's t-test.

galllbiensis (7.4%). Infections of midgut alonewere fOWld less
frequently in G. tachinoides than in G.p. galllbiensis (P < 0.001).
In contrast, proboscis infections were more abundant in G.
tacltinoides than in G.p. galllbiensis (P < 0.001) (fable 1).

PCR analysis

A total of 298 infected tsetse (177 G. tacltinoides and 121 G.p.
gambiensis) were analysed by PCR. The PCR identification
rate of trypanosomes in the flies was higher in G. tachi­
noides than in G.p. galllbiensis (P < 0.001; Tables 1 and 2).

Combining the two species, the PCR identification rate
of trypanosomes was lower for midgut infections only
(15.8%) than for infections of both proboscis and midgut
(72.7%) and proboscis alone (87.9%), P < 0.001.

In both tsetse species, Trypanosollla vivaxwas dominant
when looking at overall infections. The tsetse were also
infected by the savannah and the riverine-forest types of
T. congo/ense and by T. brucei. T. simiae was never detected.
T. c. savannah type, T. VI'vax, and T. brucei infection rates
were significantly higher in G. tachinoides than in G.p. gam­
biensis (Table 2).

When comparing the infections in G. tacltinoides and
G.p. gambiensis, mature infections (defined as proboscis or
salivary glands with PCR-identified trypanosomes) were
more frequent in the first (Table 2). The savannah and
riverine-forest types of T. congo/ense and T. vivax mature
infection rates were significantly higher in G. tachinoides
than in G.p. gambiensis. For example, in G. tachinoides,
85.7% of the T.c. riverine forest-type infections were
mature; none of the T.c. riverine forest-type infections of
G.p. gambiensis were mature (P < 0.01) (Table 2).

Comparison between parasitological and PCR results

Looking at overal1 infections of both proboscis and midgut
(parasitologically classified as Nannomonlls), 54.5% were
effectively attributed by PCR to NannOnlonlls (with 21.2%
of mixed infections with another trypanosome), 15.2% to

Table 1 Epidemiological differences between GlossinR tachinoides
and G. palpalis gambicnsis

Significant differences: "', P<O.OO1. The midgut infections and
proboscis infections refer to microscopic examination; the non­
identified trypanosomes and T. vivax are peR results.

G. tachinoides G.p. galllbicnsis

.......

Results

Parasitological results

Out of 4357 captured flies (57% G/ossina tachinoides, and
43% G/ossina pa/palis gambiensis), 1210 G. tachinoides and
1001 G.p. gambiensis were dissected.

Among the dissected flies the overall infection rates
were not statistically different between G. tac1linoides
(14.6%) and G.p. gambiensis (12.1 %).

Infections of both proboscis and midgut were not
statistically different between G. tacltinoides (13.6%) and G.p.

© 1998 Blackwell Science Ltd,MoleclIlar Ecology, 7, 897-904
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Midgut infections
Nonidentified trypanosomes
Reptile bloodmeal
Proboscis infections
Trypanosoma vivax
Ruminant bloodmeal

39.0% •••

36.2%
15.4%
45.8% •••
46.9% •••
46.3% •••

68.6%
71.1%
34.5%
21.5%
18.2%
19.0%
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Overall infections Mature infections
Table 2 PCR results of infected flies

G. tac1lilloides G.p. gambiensis G. tac1linoides G.p. gmllbiellsis

Identified infections 63.8% ... 28.9% 54.2% ... 23.1%
T.c. savannah type 20.3% •• 8.3% 12.4% 4.1%
T.c. riverine-forest type 7.9% 4.1% 6.8% •• 0%
T. vivax 46.9% ... 18.2% 46.3% ... 18.2%
T. brucei 9.6% 2.5% 5.1% 2.5%

Percentages of identified infections and mature infections by PCR among infected flies. The
column 'overall infections' refers to positive PCR results obtained on any tsetse organ. A
'mature infection' is a positive PCR result obtained in the mouthparts and/or the salivary
glands of the tsetse. The sum of the different percentages is more than 100% because of
mixed infections. Significant differences:', P < 0.05; ", P < 0.01; "', P < 0.001.

T. vivax, 3% to mixed T. vivax/T. brucei, and 27.3% to other
nonidentified trypanosomes. From the proboscis infec­
tions (parasitologically interpreted as Duttollel1a), 86%
were identified by PCR as T. vivax.

The PCR allowed characterization of 15.8% infections
of midgut alone which could not have been identified by
dassical criteria. Among them the highest infection rate
was with T.c. savannah type (11.2%) vs. T.c. riverine forest
type (3.3%) and T. brucei (3.9%).

Bloodmeal analyses

A total of 233 blood relies found in the rnidgut gave inter­
pretable results. The bloodmeal origins differed signifi­
cantly between the two tsetse species. Bloodmeals from
ruminants were more frequent in G. tachilloides than in
G.p. gambiensis. In contrast, bloodmeals from reptiles were
more frequent in G.p. gambiellsis (see Table 1). Most of the
other bloodmeals originated from suids, and from
humans, dogs and equines in lower proportions.

Spatial analysis

As a first step in the spatialization of the results, differ­
ences were observed between the western and eastern
parts of the Sidéradougou zone (see Table 3).

Localization of the tsetse showed that 52% of the G.
tachinoides and 60% of the G.p. gambiel1sis were captured in
the western area. The infection rates were higher in the
western than in the eastern area for G. tachinoides (19% vs.
11.8%, P < 0.01) and for G.p. gambiellsis (17.3% vs. 2.3%,
P < 0.001).

For the two combined species, midgut infections and
bloodmeals from reptiles were more frequent in the west­
ern than in the eastern area, whereas proboscis infections
and bloodmeals from ruminants were more frequent in
the eastern.

The FCR identification rate of trypanosomes in the flies
was higher in the eastern than in the western area, and T.
vivax infection rate was higher in the eastern area.

Bufty-coat analyses by PCR

Buffy-coat analysis was performed by FCR on 137 cattle
found infected by parasitological analysis, or with a
haematocrit lower than 25%. The PCR made it possible to
characterize 90% of parasitologically positive animaIs.
Furthermore, 50% of parasitologically negative cattle with
a haematocrit below 25% were found to be infected by
FCR analysis.

Among infections identified by FCR (see Table 4), T. COIl­

golellse infections (64.3%) were more frequent than T. vivax

.,
"i
.~
i
j.,
·C

'.

Parasitological infection rate
Proportion of midgut infections
Proportion of proboscis infections
Proportion of T. vivax by PCR
Proportion ofbloodmeals on ruminants
Proportion of non identified infections by PCR
Proportion of bloodmeals on reptiles

West East
Table 3 Epidemiological differences
between western and eastern areas

23% ••• 10.0%
65.5% ••• 20.0%
22.7% ... 64.2%
21.2% ••• 65.3%
21.2% •• 42.8%
66.5% ... 15.8%
36.4% •• 16.9%

Significant differences: ", P <0.01; "', P <0.001.
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Discussion

Percentages of identified infections by PCR for the combined two
tsetse species (mature infections) and for the buffy-coat analysis
of cattle blood. The sum of the different percentages is more than
100% because of mixed infections. Significant differences: "
P<O.OS; "', P<O.oo1.

(39.8%, P < 0.00l) which again were superior to T. brucei
(11.2%, P < 0.01). The savannah type of T. congolense was
much more frequent than the riverine forest type (P < 0.001).

Mixed infections involving various trypanosome groups
were observed (see Table 4). The T.c. riverine forest type was
found only in three suspect animaIs (parasitologically nega­
tive, with haematocrit under 25%).

ln this work, the trypanosome infection rates of the two
tsetse taxa were higher than general1y reported in West
Africa (Nash & Page 1953; Jordan 1961; Baldry 1964). This
was notably true when looking at mature infection rates
in Glossina palpalis gambiensis in West Africa (Squire 1954),
particularly in Burkina Faso (Bauer et al. 1995; Solano et al.
1996), but also to a lesser extent for G. tachinoides (see
Buxton 1955).

When parasitologieal interpretation was compared
with PCR looking at the two tsetse species, 45.5% of the
presurned (Le. by microscopic examination) Nannomonas
infections were attributed by PCR as Trypanosoma vivax, T.
brucei or were not identified. These infections were actu­
al1y characterized rnainly as T. vivax in the proboscis with
a concomitant infection of another species in the midgut,
thus leading to a false diagnosis of Nanno1l1ollas.

The primer sets used in this work al10wed the distinc­
tion of T. cOllgo/ellse and T. simiae. However, in our study,
T. simiae was never characterized by PCR, although it had
already been found in these tsetse taxa in other parts of
Burkina Faso (Solano et al. 1996; Reifenberg et al. 1997b).
Trypanosomes at the infraspecies taxonomie level could
also be differentiated (savannah and riverine forest types
of T. congolellse), which might infect different host species
(Sidibe 1996; Reifenberg et al. 1997b). The PCR technology
also made it possible to detect mixed infections involving
two types of trypanosomes, and to characterize sorne of
the midgut infections.

The analysis of the buffy coat using PCR proved a very
effective diagnostie tool in this work because 90% of para­
sitologically infected and 50% of suspect cattle were
infected. Majiwa et al. (1994), also reported positive PCR
results on 12.5% antigenemie but aparasitaemie cattle.
The results also underline the value of haematocrit as an
indieator of cattle herd health. Combining parasitological
prevalence analyses with haematocrit readings provides a
reliable method to assess the trypanosome challenge.

The identification rate of infections in the midgut alone
of the tsetse was very low. This could have been due to
technical failure (FCR inhibitors in the midgut) or to the
fact that the majority of trypanosomes in the midgut were
eventually found to be T. grayi- or varalli-like (Hoare 1931;
Minter-Goedbloed et al. 1993) infections, not recognized
by our set of prirners. DNA extraction, known to prevent
PCR inhibitors, failed to characterize the nonidentified
midgut infections. Second, in sorne of these midguts, the
trypanosomes were observed just at the limit between the
midgut and the hindgut, suggesting the presence of
reptile-specifie trypanosomes. This hypothesis was
strengthened by the various reptile fauna (crocodiles,
monitor lizards) frequently seen in the area, on whieh
tsetse of the palpalis group are known to feed preferen­
tial1y (Jordan 1961; Gouteux et al. 1982; Laveissière &
Boreham 1982). This also appeared to be true for G.p. ga1l1­
biellsis in Burkina Faso (Bauer et al. 1995). In this study, the
overall negative PCR results on observed infections were
higher in G.p. gambiensis than in G. tacJlÎnoides, the first
species having a higher proportion of infections in the
midgut alone, with a higher proportion of reptile blood­
meals. Furthermore, 75% of bloodmeals originated from
reptiles in nonidentified midgut infections. Therefore, it is
postulated that most of these midgut infections can be
attibuted to T. grayi- and T. varani-like trypanosomes.
However, the other infected midguts which were not
characterized could also harbour other pathogenie try­
panosomes not recognized by the set of primers used in
this work (Masiga et al. 1992; Majiwa et al. 1993;
McNamara et al. 1994).

When looking at overall infections characterized by PCR
in both species, T. vivax was the rnost frequent. This was not
the case in the examined cattle, as the most frequent identi­
fied trypanosome was T.c. savannah type. AIl infected
tsetse with a bloodmeal of ruminant origin were infected
by T. vivax, confinning tlle correlation beh'leen the acquisi­
tion of T. vivax infections and host preferences (Jordan 1965;
Ryan et al. 1986). T. vivax infection rates were higher in G.
tachinoides than in G.p. gambiellsis; this was related to a
higher proportion of infections in the proboscis alone and
with a higher proportion of ruminant bloodmeals.

These results emphasize the interest of using PCR and
systematic bloodmeal analysis of infected tsetse, eventu­
ally improving the latter through the use of PCR methods.

107
64.3%
3.1%

39.8%
11.2%
16.3%

Cattle

•••

•••
124
21.8%

9.7%
83.9%

9.7%
20.2%

Tsetse

Identified by PCR
T.c. savannah type
T.c. riverine forest type
T. vivax
T. bTllcei
Mixed

Table 4 PCR analysis of tsetse and cattle infections
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The discrepanàes between the dominant trypanosome
taxa in the tsetse (T. vivax) and in cattle (T.c. savannah) raise
the foilowings questions. (i) Did we catch the true vectors,
Le. are the tsetse entering the traps those that transmit the
trypanosomes found in caUle? If sorne vector populations
could avoid the traps, this could account for sorne of the
observed discrepancies (RTICP 1996). (ü) Were the cattle of
this area able to control T. vivax infections? (üi) Do we have
a sufficiently reliable method of detecting T. vivax in the
blood of cattle? Due to the fact that this trypanosome some­
times causes aparasitaemic phases in animaIs and might
hide in extravascular refugees (Desquesnes & Gardiner
1993), it could exist in greater proportions than those
detected in this study. Indeed, a proportion of infections of
cattle identified by PCR as T. vivax needed 40 reaction
cycles to obtain a signal, suggesting also that the primers
used lacked sensitivity (Diekin & Gibson 1989) or that T.
vivax DNA was present in smail quantities. It could also be
inferred that these primers do not amplify DNA of ail
Duttonella stocks circulating in West Africa (Solano et al.
1997), as suggested by a recent work in a wildlife area of
Burkina Faso cr. Lefrançois et al. unpublished). Perhaps
new T. vivax primers isolated from the DNA coding for
recently descrlhed antigen would help to clarify these
problems <Masake et al. 1997).

To our knowledge, it is the first time that the riverine
forest type of T. congolense has been identified by PCR in
cattle in West Africa. It was only observed in three suspect
(negative by microscopie examination) animaIs, and was
associated with T.c. savannah in two out of these three
cases. Its infection rates were significantly lower in cattle
than in tsetse, particularly when compared with T.c.
savannah-type infection (T.c. savannah type was two
times more frequent than T.c. riverine forest type in tsetse,
when it was 20 times more frequent in cattle). This sug­
gests a difference in the transmission of the two taxa. In
the present study, the T.c. riverine forest type seemed to
mature easily in G. taclzinoides, but not in G.p. gambiensis.
In a previous work in the Gambia <McNamara & Snow
1991), the riverine forest type of T. congolense had been
found in G.p. gambiensis living in relic forest areas. The
forest type seemed to he more frequently transmitted by
the riverine species (palpalis group), whereas the savan­
nah-type parasite would be confined to the morsitans
group flies (Reifenberg et al. 1997b). In the present work
these associations do not appear so clearly. Genetic stud­
ies on tsetse at the population level would eventuaily add
some new insights for these host-parasite relationships
(Solano et al. 1997b). Studies on the compared pathogenie­
ities of trypanosome subgroups could also help to better
understand the epidemiology of animal trypanosomiasis
in West Africa.

Looking at the differences between the western and the
eastern part of the area (Table 3), one can see that epi-
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demiology of trypanosomiasis strongly differs between
the two parts that are separated by a few kilometres. The
western part comprises high overall infection rates in
both tsetse, most of them not being identified by PCR,
with the two tsetse species feeding more readily on rep­
tiles thus being less 'dangerous'. In the eastern part, the
infected flies are less numerous, but due to the high pro­
portion of bloodmeals on cattle, and of identification of
mature infections with known pathogenie trypanosomes,
the risk seems as high as in the western part. This stresses
the usefulness of a spatial approach to determine the try­
panosomiasis risk in a given area. Other information on
the human pressure, cattle distribution, and ecologieal
data could help to design a model of the epidemiological
situation in this part of West Africa.
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Le diagnostic
de Trypanosoma vivax :
un problème non résolu
dans l'épidémiologie
des trypanosomoses

Mots-clés

Trypanosoma vivax - Diagnostic - PCR­
Test ELISA - Ruminant - Glossina ~
Parasitologie - Epidémiologie - Burkina
Faso - Afrique occidentale.

P. Solano 1,2* M. Desquesnes 1,2 1. Sidibe 1

Résumé

Trypanosoma (Duttonella) vivax est un parasite des ruminants domestiques en
Afrique et en Amérique latine. Les souches en Amérique latine, transmises
mécaniquement par divers insectes piqueurs, ont perdu la capacité d'infecter
les glossines qui les transmettent cycliquement en Afrique subsaharienne. Les
auteurs ont passé en revue diverses techniques de diagnostic utilisées pour
détecter T. vivax sur le terrain, allant des examens parasitologiques classiques
aux techniques moléculaires (PCR), en passant par les tests sérologiques. La
PCR, qui offrait une sensibilité et une spécificité non égalées, a été utilisée au
CIRDES, Bobo-Dioulasso, Burkina Faso, et les résultats obtenus par cette
technique pour identifier T. vivax sur les bovins et sur les pièces buccales des
glossines ont été comparés aux résultats parasitologiques de plusieurs études
récentes en Afrique de l'Ouest. Le fait le plus marquant concernait, dans
.certaines régions, une proportion non négligeable de mouches infectées
seulement dans le proboscis (cycle de T. vivax) ne donnant aucun signal PCR
avec les amorces T. vivax. Les auteurs ont envisagé plusieurs hypothèses pour
expliquer ces résultats, la plus probable semblant être la circulation de
souches du sous-genre Duttonella non reconnues par les marqueurs utilisés.
Des études de variabilité génétique et de pathogénicité des souches locales
seraient intéressantes à mener.

.INTRODUCTION

Trypanosoma (DuttoneIIa) vivax Ziemann, 1905 est un protozoaire
parasite de la section des Salivaria affectant l'élevage, principale­
ment les ruminants domestiques. Il est surtout présent en Afrique
subsaharienne où il est transmis cycliquement et mécaniquement
par les glossines, ou mouches tsé-tsé, et mécaniquement par
d'autres insectes piqueurs (Tabanides, stomoxes...). En Amérique
du Sud et dans les Caraibes, sa propagation mécanique est princi­
palement assurée par les Tabanides et les stomoxes (Tabanus spp.,

1. CIRDES, BP 454, Bobo-Dioulasso, Burkina Faso

2. CIRAD-EMVT, Campus international de Baillarguet, BP 5035,
34032 Montpellier Cedex 1, France

*Auteur pour la correspondance: CIRDES, BP 454, Bobo-Dioulasso, Burkina Faso
Tél: 226 97 22 87 ; fax: 226 97 23 20

Chrysops spp., Stomoxys spp...). T. vivax est pathogène chez les
bovidés domestiques ainsi que chez les petits ruminants, causant
une anémie sévère en phase aiguë de l'infection (12).
Contrairement à T. congolense, les animaux infectés semblent
avoir une plus grande capacité à pouvoir contrôler l'infection; des
formes hyperaiguës hémorragiques ont cependant été décrites,
pouvant entraîner la mort ou des avortements avant diagnostic ou
traitement (14, 28). Les pertes économiques dues à ce parasite sont
importantes et difficiles à évaluer: pertes directes (mort) et indi­
rectes (avortement, amaigrissement, baisse de productivité...).

• LES TECHNIQUES DE DIAGNOSTIC

Le diagnostic de l'infection repose classiquement sur la mise en
évidence des trypanosomes dans le sang des animaux, soit par
l'examen du buffy-coat (25, 36), où l'on reconnaît le parasite par
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sa taille et sa motilité (2), soit sur frottis, où l'identification est
réalisée sur les critères de morphologie et morphométrie (13). Ces
techniques, si elles sont très spécifiques pour T. vivax, sont recon­
nues pour manquer de sensibilité, surtout en phase chronique de la
maladie où les parasitémies sont généralement basses (12). Une
difficulté supplémentaire réside dans le fait que T. vivax ne se cul­
tive pas in vitro sur des milieux classiques, et n'infecte que très
peu les rongeurs de laboratoire.

Une alternative aux méthodes directes de diagnostic est la mise en
évidence d'anticorps antitrypanosomiens dans le sang des animaux
testés. Toutefois, elle ne permet pas de faire la différence entre une
infection passée et une infection active, pas plus qu'elle ne permet
de différencier les diverses espèces de trypanosomes pathogènes
présents (T. vivax, T. congolense, T. brucei). Un grand espoir fut
soulevé par la mise au point des tests de détection des antigènes
circulants par ELISA (enzyme-linked immunosorbenl assay) (26,
27). Mais après plusieurs années d'évaluation dans divers labora­
toires (lLRI*, ClRAD-EMYT**, CIRDES***), il est maintenant
reconnu que ce test présente une sensibilité et une spécificité très
limitées, voire inférieures aux techniques microscopiques, surtout
pour la détection de T. vivax (4, 5, 15).

Une avancée sensible a vu le jour après l'élaboration de sondes
ADN spécifiques d'espèces de trypanosomes (16). Dickin et
Gibson (7) ont ainsi mis au point une sonde spécifique de T. vivax
basée sur des séquences répétées, afin d'augmenter la sensibilité
du test. Cette sonde permet de détecter T. vivax dans le sang des
animaux et dans les pièces buccales des glossines où le trypano­
some effectue son cycle. Toutefois, la sensibilité de détection des
parasites avec cette technique était encore limitée à 1 000 trypano­
somes/dot blot (7). La découverte de la technique PCR (polyme­
rase chain reaction, ou amplification en chaîne par polymérase)
(23, 31) utilisant des amorces oligonucléotidiques issues de ces
sondes a pennis de progresser dans la sensibilité du diagnostic :
pour T. vivax, la PCR permet de détecter jusqu'à 2 trypano­
somes/mi de sang avec un kit commercial de purification (6).

• LES TECHNIQUES MOLECULAIRES
POUR LE DIAGNOSTIC DES TRYPANOSOMOSES

La technique PCR, considérée comme la plus sensible et la plus
spécifique, fut mise en place au CIRDES en 1993 afin de pouvoir
diagnostiquer de manière fiable les trypanosomes pathogènes du
bétail, aussi bien sur les hôtes mammifères que sur les glossines
vectrices (10). Des amorces spécifiques de groupes de trypano­
somes furent mises au point à l'ILRI et à Bristol et utilisées au
CIRDES (tableau 1). Il faut préciser qu'il existe au moins cinq
couples d'amorces issues de sondes génomiques amplifiant des
groupes taxonomiques différents dans le sous-genre Nannomonas
(T. congolense savane; T.c. forêt; T.c. Kilifi ; T.c. Tsavo; T. god·
Ireyi ; T. simiae). Bien que ces trypanosomes diffèrent par des ca­
ractéristiques moléculaires distinctes, on ne sait pas encore s'ils
présentent des pathogénicités propres (29, 30), sauf pour T. simiae,
pathogène surtout chez les suidés domestiques (35). En revanche
pour Duttonella, les sondes existantes sont décrites comme spéci­
fiques du sous-genre dans la majorité de sa distribution géogra­
phique (7, 9, 19). Deux couples d'amorces PCR amplifiant l'ADN

• !LRI : International Livestock Research Institute, Nairobi, Kenya

•• C!RAD : Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour
le développement; EMVT: département d'Elevage et de médecine vétérinitire
••• CIRDES : Centre international de recherche-développement sur l'élevage en
zone subhumide, Bobo-Dioulasso, Burkina Faso
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de T. vivax et issus de la même sonde (7) sont actuel1ement les
plus utilisés (tableau 1). Toutefois, l'ADN de certaines souches de
T. vivax d'Afrique de l'Est n'hybriderait pas avec ces sondes (19).
Enfin, aucune réaction croisée entre ces différentes espèces et
sous-groupes de trypanosomes n'est rapportée avec les amorces et
sondes citées.

Au CIRDES, le diagnostic de la trypanosomose repose aussi bien
sur les techniques classiques que sur les techniques moléculaires,
et il est réalisé sur les hôtes mammifères et chez les vecteurs (3,
29, 30, 33, 34). Rappelons que chez les glossines, le diagnostic
microscopique classique repose sur la localisation des trypano­
somes dans les organes de la mouche (17) : ainsi lorsque seul le
proboscis est infecté, on conclut à la présence de T. vivax. Grâce à
la technique PCR, les auteurs ont pu comparer lors de plusieurs
études les interprétations parasitologiques et les caractérisations
par la technique moléculaire. En général, de bonnes corrélations
ont été observées par les auteurs entre les interprétations parasito­
logiques Nannomonas (présence des trypanosomes dans l'intestin
moyen et le proboscis de la glossine) et la détection par PCR de
T.c. savane et forêt, ou T. simiae (appartenant tous effectivement
au sous-genre Nannomonas). Il n'en est pas toujours de même
pour T. vivax.

• COMPARAISON DE DIFFERENTES TECHNIQUES
DE DIAGNOSTIC DE T. V/VAX ET DISCUSSION

Sur les glossines chez lesquelles seul le proboscis s'est révélé in­
fecté en microscopie, des résultats PCR très variables ont été ob­
servés (tableau II). Au Burkina Faso, par exemple, si l'on observe
ce type d'infection chez Glossina tachinoides dans la zone de
Sidéradougou, la corrélation entre la parasitologie et la PCR pour
l'identification de T. vivax est pratiquement parfaite. En revanche,
dans le ranch de Nazinga, la PCR ne permet plus d'identifier
qu'un cinquième des infections du proboscis. L'hypothèse de
l'existence de DNAse ou autres inhibiteurs de la réaction PCR
pour expliquer les faux négatifs paraît peu probable dans le pro­
boscis, milieu biochimiquement plus inerte que l'intestin. L'hypo­
thèse d'un problème technique lors de la réaction peut être rejetée
car les examens de Sidéradougou et Nazinga ont été réalisés sur la
même espèce (G. tachinoides) et avec le même lot de réactifs. Sur
chaque proboscis positif au microscope et ne donnant aucun signal
en PCR, une extraction d'ADN a été réalisée mais n'a pas fourni
de résultats positifs. Une autre hypothèse serait que la présence de
trypanosomes du sous-genre NallllOmonas aurait pu passer inaper­
çue au microscope, du fait de leur faible abondance ou de leur dis­
parition de l'intestin moyen (1). Toutefois, lorsqu'une glossine est
positive dans un organe, tous les organes sont systématiquement
prélevés pour la PCR et, dans le cas de Nazinga, aucun signal PCR
n'est apparu avec la batterie d'amorces testées dans tous les or­
ganes examinés. Enfin, il ne faut pas négliger la présence transi­
toire possible dans le proboscis de trypanosomes non pathogènes
(Megatrypanum spp...) ayant pu être ingérés lors d'un repas de
sang récent des glossines. Mais la fréquence élevée de ces obser­
vations, ainsi que l'état nutritionnel des glossines (pas ou peu de
résidus sanguins dans l'intestin, indiquant un repas ancien) ne sont
pas en faveur de cette hypothèse. "

Il paraît plus probable que certaines souches ayant un développe­
ment de type Duttonella chez le vecteur circulent dans la région de
Nazinga et peut-être dans d'autres secteurs géographiques, et ne
sont pas reconnues par les amorces utilisées. Il conviendrait d'iso­
ler ces trypanosomes des pièces buccales des glossines et de les
cultiver, ce qui n'a pas encore été réalisé. Ceci permettrait aussi de
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Tableau 1

Couples d'amorces utilisés au ClRDES pour la PCR
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T. vivax

Tableau Il

Proportions de T. vivax reconnus par la PCR sur des mouches infectées uniquement dans le proboscis,
ou sur des bovins où T. vivax a été reconnu morphologiquement, dans diverses études en Afrique de l'Ouest

savoir si ces trypanosomes sont restreints à la faune sauvage, ou
s'ils présentent un pouvoir pathogène pour les espèces domes­
tiques (21). Ainsi on peut se demander si certains trypanosomes
(par exemple T. uniforme, appartenant au sous-genre DUllonella
mais considéré comme peu pathogène (13)), hybrideraient avec les
sondes spécifiques de T. vivax actuellement disponibles.

La technique des isoenzymes a été utilisée pour la caractérisation
de stocks de T. vivax mais n'a pas permis de séparer distinctement
les souches de T. vivax d'Afrique de l'Ouest de celles d'Amérique
du Sud (9, 24), ni celles d'Afrique de l'Ouest el d'Ouganda (lI).
Malgré certaines études moléculaires (peR avec amorces arbi­
traires) (8), dans l'état actuel des connaissances, aucune technique

Référence
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Reifenberg et c911., 1997 .
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n'a permis de distinguer de manière discriminante les souches afri­
caines transmises cycliquement et les souches sud-américaines
transmises mécaniquement, certaines de ces dernières ayant perdu
la capacité d'infecter les glossines (9). Il semble donc judicieux
d'entreprendre des études de variabilité génétique des populations
de T. vivax par des isolements de souches circulant dans la nature
en association avec des études de pathogénicité. Les techniques du
polymorphisme de l'ADN microsatellite et de l'amplification de
l'ADN à l'aide d'amorces aléatoires (RAPD) pourraient être d'une
grande utilité dans ce type d'étude; en effet, des résultats récents
sur les trypanosomes des sous-genres Nannomonas et
Trypanozoon (T. brucei s.l.) montrent un polymorphisme impor­
tant par la technique des RAPD (32).

197 211



T. vivax diagnosis

Remerciements

Nous remercions vivement Dr S.M. Touré, Directeur du CIRDES,
de nous avoir autorisés à mener ces travaux dans cet institut. Nous
remercions le CIRAD-EMVT et l'AUPELF-UREF (LAF 306)
pour le financement de ces travaux.

..,
U>,..,

..c
ë
>­
U>

'w
Cl::

~
Vi
~
~
w
\,j

o
-'o
::I:

~
•

l"")

N,
O'l
o
N

o
l/'l

"O'l
O'l

C-
g
~
<1l

0..

212

BIBLIOGRAPHIE

1. BALDRY DAT., 1969. The epidemiological significance of recent
observations in Nigeria on the ecology of G/ossina tachinoides
Westwood. Bull. Entomo/. Soc., 2: 34-38.

2. BRUCE D., HAMERTON AE., BATEMAN H.R., MACKIE F.P., BRUCE M.,
1910. Trypanosome diseases of domestic animais in Uganda. III.
Trypanosoma vivax Ziemann. Proc. R. Soc., Series B, 83: 150-162.

3. DELAFOSSE A., BENGALY Z., DUVALLET G., 1996. Utilisation du
test ELISA de détection des antigènes circulants de trypanosomes dans le
cadre d'un suivi épidémiologique dans la zone de Sidéradougou,
Burkina Faso. Revue E/ev. Méd. vét. Pays trop., 49 : 32-37.

4. DESQUESNES M., 1996. Evaluation of three antigen detection tests
(monoclonal trapping ELISA) for African trypanosomes with an isolate of
Trypanosoma vivax from French Guyana. Ann. N. Y. Acad. Sci., 791:
172-184.

S. DESQUESNES M., DE LAROCQUE S., 1995. Comparaison de la
sensibilité du test de Woo et d'un test de détection des antigènes de
Trypanosoma vivax chez deux moutons expérimentalemen~ infectés
avec une souche guyanaise du parasite. Revue E/ev. Méd. vét. Pays
trop., 48 : 247-253.

6. DESQUESNES M., TRESSE L., 1996. Evaluation de la sensibilité de la
PCR pour la détection de l'ADN de Trypanosoma vivax selon divers
modes de préparation des échantillons sanguins. Revue E/ev. Méd. vét.
Pays trop., 49: 322-327. .

7. DICKIN S.K., GIBSON W.c., 1989. Hybridisation with a repetitive
DNA probe reveals the presence of small chromosomes in Trypanosoma
vivax. Mo/. Biochem. Parasito/., 33: 135-142.

8. DI RIE M.F., MURPHY N.B., GARDINER P.R., 1993. DNA
fingerprinting of Trypanosoma vivax isolates rapidly identifies
intraspecific relationships. j. Euk. Microbio/., 40: 132-134.

9. DIRIE M.F., OTTE M.j., THATTI R., GARDINER P.R., 1993.
Comparative studies of Trypanosoma vivax isolates from Colombia.
Parasit%gy, 106: 21-29:.

10. DUVALLET G., TOURE S.M., 1994. Transfert de nouveaux outils
biotechnologiques au CIRDES pour une meilleure connaissance des
trypanosomoses animales et de leur épidémiologie. Tropicu/tura, 12 :
155-156.

11. FASOGBON AI., KNOWLES G., GARDINER P.R., 1990. A comparison
of the isoenzymes of Trypanosoma vivax isolates from East and West
Africa. lnt. j. Parasito/., 20: 389-394.

12. GARDINER P., 1989. Recent studies on the biology of Trypanosoma
vivax. Adv. Parasito/., 28: 229-317.

13. HOARE C.B., 1972. The trypanosomes of mammals. A zoological
monograph. Oxford, United Kingdom, Blackwell Scientific Publications.

14. HUDSON j.R., 1944. Acute and subacute trypanosomiasis in cattle
caused by T. vivax. j. camp. Patho/., 54: 108-119.

15. KANWE A.B., BENGALY Z., SAULNIER D., DUVALLET G., 1992.
Evaluation du test de détection des antigènes circulants de trypanosomes
à l'aide d'anticorps monoclonaux. Infections expérimentales et
naturelles. Revue E/ev. Méd. vét. Pays trop., 45 : 265-271.

16. KUKLA B. A., MA)lWA P.A.O., YOUNG j.R., MOLOO S.K.,
OLE-MOIYOI O., 1987. Use of species-specific DNA probes for
detection and identification of trypanosome infection in tsetse flies.
Parasit%gy, 95: 1-16. . .

17. LLOYD L., JOHNSON W.B., 1924. The trypanosome infections of
tsetse flies in Northern Nigeria and a new method of estimation. Bull.
Entomo/. Res., 14: 265-288.

198

18. MAjlWA P.A.O., MAINA M., WAITUMBI j.N., MIHOK S.,
ZWEYGARTH E., 1993. Trypanosoma (Nannomonas) congo/ense:
molecular characterization of a new genotype from Tsavo, Kenya.
Parasit%gy, 106: 151-162.

19. MASAKE R., MAjlWA P.A.O., MOLOO S.K., MAKAU j.M.,
NjUGUNA j.T., MAINA M., KA BATA j., OLE-MOIYOI O.K.,
NANTU LYA V.M., 1997. Sensitive and specifie detection of
Trypanosoma vivax using the polymerase chain reaction. Exp. Parasito/.,
85: 193-205.

20. MASIGA D.K., SMYIH Aj., HAYES P., BROMIDGE T.j., GIBSON W.c.,
1992. Sensitive detection of trypanosomes in tsetse fi ies by DNA
amplification. lnt. j. Parasito/., 22: 909-918.

21. MATTIOLI R.C., JEAN O., BELEM A.M.G., 1990. Incidence de la
trypanosomose sur la faune sauvage d'un ranch de gibier au Burkina
Faso. Revue E/ev. Méd. vét. Pays trop., 43: 459-465.

22. MOSER D.R., COOK G.A., OCHS D.E., BAILEY c.P., MCKANE
M.R., DONELSON j.E., 1989. Detection of Trypanosoma congo/ense
and T. brucei subspecies by DNA amplification using the polymerase
chain reaction. Parasit%gy, 99: 57-66.

23. MULLIS L.B., FALOONA FA, 1987. Specifie synthesis of DNA in
vitro via a polymerase catalyzed chain reaction. Methods Enzymo/.,
155: 335-350.

24. MURRAY A.K., 1982. Characterization of stocks of Trypanosoma
vivax. 1. Isoenzyme studies. Ann. trop. Med. Parasito/., 76: 275-282.

25. MURRAY M., MURRAY P.K., MCINTYRE W.I.M., 1977. An
improved parasitological technique for the diagnosis of Mrican
trypanosomiasis. Trans. R. Soc. trop. Med. Hyg., 71: 325-326.

26. NANTULYA V.M., LIN DQVI5T K.j., 1989. Antigen detection
enzyme immunoassays for the diagnosis of Trypanosoma vivax,
T. congo/ense and T. brucei infections in cattle. Trop. Med. Parasito/.,
40: 267-272.

27. NANTULYA V.M., MU50KE A.j., RURANGIRWA F.R., SAIGAR N.,
MINjA S.H., 1987. Monoclonal antobodies that distinguish
Trypanosoma congo/ense, T. vivax and T. brucei. Parasite lmmuno1., 9:
421-431.

28. OLUBAYO R.O., MUGERA G.M., 1985. Pathogenesis of
haemorrhages in Trypanosoma vivax infection in cattle 1. Disseminated
intravascular coagulation. Bull. Anim. Hea/th Prod. Afr., 33: 211-217.

29. REIFENBERG j.M., SOLANO P., BAUER B., KABORE 1., CUNY G.,
DUVALLET G., CUISANCE D. 1997. Apport de la technique PCR pour
une meilleure compréhension de l'épizootiologie des trypanosomoses
bovines: exemple de la zone d'aménagement pastoral de Yalé au
Burkina Faso. Revue E/ev. Méd. vét. Pays trop., 50: 14-22.

30. REIFENBERG LM., SOLANO P., DUVALLET G., CUISANCE D.,
SIMPORE j., CUNY G. 1997. Molecular characterization of
trypanosomes isolates from naturally infected domestic animais in
Burkina Faso. Vet. Parasito/. (sous presse)

31. SAIKI R.K., GELFLAND D.H., STOFFEL S., 1988. Primer-directed
enzymatic amplification of DNA with a thermostable DNA polymerase.
Science, 239: 487-491.

32. SIDIBE 1., 1996. Variabilité génétique de Trypanosoma congo/ense,
agent de la trypanosomose animale: implications taxonomiques et
épidémiologiques. Thèse doct., Université Montpellier Il, Montpellier,
France, 81 p.

33. SOLANO P., ARGIRO L., REIFENBERG j.M., YAO Y., DUVALLET G.,
1995. Field application of the polymerase chain reaction (PCR) to the
detection and characterization of trypanosomes in G/ossina /ongipa/pis
in Côte d'Ivoire. Mo/. Eco/., 4: 781-785.

34. SOLANO P., REIFENBERG j.M., AMSLER-DELAF05SE S., KABORE 1.,
CUISANCE D., DUVALLET G., 1996. Trypanosome characterization by
polymerase chain reaction in G/ossina pa/palis gambiensis and
G. tachinoides from Burkina Faso. Med. vet. Entomo/., 10: 354-358.

35. STEPHEN L.E., 1966. Pig trypanosomiasis in Africa. Farnham House,
United Kingdom, Commonwealth Bureau for Animal Health, p. 28-36.
(Reviews Series No. 8)

36. WOO P.T.K., 1970. The haematocrit centrifuge technique for the
diagnosis of African trypanosomiasis. Acta trop., 27: 384-386.

Reçu le 4.9.97, accepté le 2.10.97



ANNEXE 13 ~

199



Medical and Veterinary Entomology (1996) 10, 354-358

Trypan"osome characterization by polymerase chain
reaction in G/ossina pa/palis gambiensis and
G.tachinoides from Burkina Faso

P. SOLANO, 1. M. REIFENBERG,t S. AMSLER-DELAFOSSE,
1. KABORE, D. CUISANCE* and G. DUVALLET* CIRDES, Bobo-Dioulasso, Burkina Faso,

*CIRAD-EMVT, Campus de Baillarguet, Montpellier, France, and 'CIRAD-EMVT cIo Centre ORSTOM, Montpellier, France

Abstract. Following the discovery of four cases of African human trypanosomiasis,
an entomological survey was conducted along the Mouhoun river in southwest Burkina
Faso to collect Glossina palpalis gambiensis and G.tachinoides. Among 226 flies
dissected, 4.87% (eleven individuals) were infected in midgut or proboscis, but never
in the salivary glands. Polymerase chain reaction analysis was undertaken, and was able
to characterize ail the proboscis infections, and half of the midgut infections. Gnly
Trypanosoma simiae and T. vivax were found in the organs of infected flies, in single or
mixed-species infections. Ten more flies, negative with parasitological examination, \Vere
tested with Trypanozoon primers and remained negative. The epidemiological significance
of the absence of T. brucei group infections in w ild tsetse populations and the presence of
T.simiae in G.p.gambiensis are discussed.

Key words. Tsetse flies, G.p.gambiensis, G.tachinoides, peR, Burkina Faso, trypano­
somes, T.simiae, T.brucei.

Introduction

In 1994, four cases of autochtonous African human trypano.­
somiasis (due to Trypanosoma brucei gambiense Dutton)
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) were recorded by the
Direction Provinciale de la Santé in the village of Natema, near
the Mouhoun river (old denomination: Black Volta), in the
southwest of Burkina Faso. Therefore an entomological survey
was conducted along the Mouhoun in the area of the two adjacent
villages of Sangoulema and Natema. The objective of the survey
was to evaluate the tsetse challenge and to detect and characterize
the trypanosomes infecting the organs of the tsetse flies (Diptera:
Glossinidae). As the number of tsetse flies infected with
Trypanozoon was generally thought to he low (Duke, 1935; Sachs
et al., 1980; Croft et al., 1984), both c1assic methods and new
technologies using the polymerase chain reaction (PCR) (Mullis
& Faloona, 1987; Saiki et al., 1988) were used.

The classic method involves the dissection of the tsetse
and trypanosomes in the infections are diagnosed at the sub­
genera level by examining different organs for presence of
trypanosomes. Infections in the midgut alone are classified as
immature subgenus Nannomonas Hoare or Trypanozoon Lühe,
in the midgut and proboscis as Nannomollas, in the salivary glands

Correspondence: Dr 1. M. Reifenberg, CIRAD-EMVT, cIo Centre
ORSTOM, B.P. 5045, 34032 Montpellier Cedex 1. France.
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and the midgut as Trypallozoon, and in the proboscis alone as
Duttonella Chalmers (Lloyd & Johnson, 1924).

The PCR of tsetse organs using primers specifie for different
trypanosome types has already proved successful in charac­
terizing trypanosomes at the molecular level and in revealing
multiple infections in single tsetse from the field (Moser et al.,
1989; Masiga et al., 1992; Majiwa et al., 1994; Solano et al.,
1995; McNamara et al., 1995).

In order to help our understanding of the epidemiology ofanimal
a.nd human trypanosomiasis in this region of Burkina Faso, data
on the infection rates of two species of the Glossina palpalis
(Robineau-Desvoidy) group, Glossina palpalis gambiensis
Vanderplanck and G.tachinoides Westwood and on the molecular
characterization of the trypanosomes they harbour, are presented.

Material and Methods

Study sites and trapping. 1\vo entomological surveys were
undertaken along the Mouhoun river near the two villages
(11.6°N, 4.6°W), the first one in the rainy season (26-28 July
1994) and the second one in the dry season (31 January to 1
February 1995). A total of twenty-nine traps were set for 48 h,
fifteen Vavoua traps (Laveissière & Grebaut, 1990) and fourteen
biconical traps (Challier & Laveissière, 1973), and the collections
were made every 24 h.

© 1996 Blackwell Science Lld
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Table 1. Polymerase chain reaction primers used in this study.

Primers

TBR 1-2
COL 1-2 (IL 0344-0345)'"
TCK 1-2
TCF 1-2
TCT 1-2 (IL 0893-0892)
SOL 1-2 (IL 0346-0347)
TSM 1-2
TVW 1-2
VOL 1-2

'" ILRI identification number.

Reference

Moser et al., 1989
Majiwa et al., 1993
Masiga et al., 1992
Masiga et al., 1992
Majiwa et al., 1993
Majiwa & Otieno, 1990
Masiga et al., 1992
Masiga et al., 1992
Dickin & Gibson, 1989

Specificity

T.brucei s./.
T.congolense 'savannah type'
T.congolense 'Kilifi type'
T.congolense 'Riverine-forest type'
T.congolense 'Tsavo type'
T.simiae
T.simiae
T.vivax
T.vivax

Amplification
size product

177
320
294
350
450
504
437
150
180

The first trapping captured 139 G.palpalis gambiensis and
35 G.tachinoides; the second one resulted in the capture of 63
G.palpalis gambiensis and 47 G.tachinoides.

DissectiollS. The tsetse were dissected and the proboscis,
salivary glands and midguts were separately examined for the
presence of trypanosomes. Organs from infected tsetse and from
ten microscopically negative G.palpalis gambiellsis were placed
in Eppendotf tubes containing 50 III of sterile distilled water (the
proboscis and the salivary glands of each tsetse were put into a
single tube, and the midgut in another). Dissecting instruments
were c1eaned by immersion in sodium hypochloride solution
followed by rinsing with sterile distilled water after each single
use.

Preparation ofDNA samples. Each tube containing the organs
was placed individually in a microfuge (Sigma) and centrifuged
at 15,000 rpm for 10 min. Lysis buffer containing (Tris HCI
10 mM, pH 8.3, Proteinase K 100 Ilg/ml, Nonindet P40 1%) was
then added to the pellet; the remaining supernatant was preserved.
The samples were incubated ovemight at 37°C, then proteinase
Kwas inactivated at 95°C for 10 min (Masiga et al., 1992). They
were then frozen at -20°C before further handling.

Primers. Oligonucleotide primers were kindly provided by
ILRI, Nairobi, Kenya, and CIRAD-EMVT Baillarguet, France
(see Table 1). Note that two different couples of primers were
used for T.vivax and also for T.simiae.

PCR cycling. Standard PCR amplifications were carried out
in 25 III reaction mixtures containing 10 mM Tris-HCI pH 8.3,
50 mM KC1, 1.5 mM MgCI

2
, 200 IlM each of the four clesoxyribo­

nucleotide triphosphates (dNTPs), primeis at 100 ng/Ill, DNA
template and 1 unit of taq DNA Polymerase (HITAQ, Bioprobe).
The reaction mixtures were overlaid with 40 III of mineraI oi!
to prevent evaporation, and were then placed in a thermal

cycler (Stuart Scientific, Gene Tech Apparatus). The samples
were incubated at 94°C for 1 min, 55°C for 1 min, and noc
for 1 min for thirty cycles. The synthesis reaction was con­
tinued at noc for 10 min and finally the temperature was
decreased to 4°C. An amount of 15 III of each amplified sample
was resolved by electrophoresis in a 2% agarose gel, stained
with ethidium bromide, and photographed under ultraviolet
illumination.

Results

Entomological and parasitological results

When comparing the two surveys with respect to the season,
the following are apparent. The number of G.palpalis gambiensis
caught decreased between the wet and the dry season, whereas
there was a slight increase in the Glossina tachinoides collected
(see Table 2). Hence, the ratio G.p.g/G.t., which was 4/1 in the
wet season decreased to approximatively 1.511 in the dry season.
The infection rates of the two species were lower in the dry season
than in the wet season and ranged from a minimum of 0% in
G.tachinoides in the dry season to a maximum of7% in G.palpalis
gambiensis in the wet season. The mean infection rates' of the
two species during the two surveys were 5.7% in G.palpalis
gambiensis and 2.9% in G.tachinoides.

A total of eleven tsetse (nine G.palpalis gambiellsis and
two G.tachinoides) were found to be infected using c1assical
microscopic examination. Among these, seven had only midgut
infection, two had midgut and proboscis infections (which would
lead to Nannomonas identification), and two had trypanosomes
only in their proboscis (Duttonella). None was found infected in
the salivary glands.

Table 2. Entomological and parasitological results of the tsetse captured during the two surveys.

No. No. No.
Date captured dissected infected Infected (%)

Glossina palpalis gambiensis July 94 139 113 8 7.07
January 95 63 45 1 2.22

Glossina tachilloides July 94 35 29 2 6.90
January 95 47 39 0 0

Total 284 226 Il 4.87

© 1996 Blackwell Science Ltd, Medical and Velerinary Entamology 10: 354-358
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PCR results

For logistical constraints, only the tsetse flies which were
found to have trypanosomes in either organ by dissection were
subjected to the PCR analysis with ail the primers Iisted in
Table l, with an exception for the primers of Trypanozoon which
were tested on ten more (parasitologically negative) flies. Each
amplification was done in duplicates to ensure reproducibility,
and a positive control (with reference DNA of each trypanosome
type) and a negative control (without DNA) were added in each
PCR assay.

Of the eleven tsetse flies which harboured trypanosomes by
classic criterion, the PCR made it possible to characterize the
trypanosomes infections in six individuaIs (see Table 3). Ali the
proboscis infections produced scoreable signais, whereas six
midgut infections were not recognized by the set of primers used
in this study. On the contrary, a midgut (fly 2) which seemed
negative by parasitological examination gave a positive signal
when tested with T.simiae primers.
. Only amplifications with primers specific for T.simiae and
T.vivax gave positive signais. Four tsetse were found infected
with T.vivax in the proboscis and four flies with T.simiae in the
midgut (one having T.simiae in the proboscis and the midgut).
Two of these tsetse had both trypanosomes species in their
organs.

Ali the individuals which give a positive signal with either
one of T.simiae or T.vivax primers alSO gave a positive signal
with the second set of primers available (VOL 1-2 and TVW
1-2 for T.vivax, and SOL 1-2 and TSM 1-2 for T.simiae), ex­
cept for one specimen (fly 2) which was amplified only by SOL
1-2.

Ali the other primers used failed to give any signal (except
with the positive controis which always gave the expected
amplification product), suggesting the absence of T.congolense
of any type and T.brucei s.l. The ten parasitologically negative
tsetse tested with Trypanozoon primers remained negative.

Table 3. Parasitological results and polymerase chain reaction charac­
terization of the trypanosomes in infected tsetse.

Parasitology peR

Tsetse Sp P M P+SO M

1 Gpg + T.vivax
2 Gpg + T.vivax T.simiae
3 Gpg + + T.vivax + T.simiae T.simiae
4 Gpg + T.simiae
5 Gpg + T.simiae
6 Gpg +
7 Gpg +
8 Gpg +
9 Gpg +

10 Gt +
II Gt + + T.1'ivax

P is for proboscis, SO for salivary glands, and M for midgul. For
parasitological resuhs (microscopic examination). + is noted when
trypanosomes are observed in the corresponding organ, - if not. Gpg is
for Glossi/la palpalis gambie/lsis and Gt for Glossi/la tachi/loides.

Discussion

This work, as in previous studies (Majiwa et al., 1994; McNamara
et al., 1995; Solano et al., 1995; Solano & Amsler-Delafosse,
1995), shows the great power of the PCR technology in charac­
terizing the trypanosome types infecting tsetse populations and
in identifying multiple infections in single tsetse. Furthermore,
new data on a~sociations between trypanosomes and tsetse are
presented, highlighting the potential vector role of G.palpalis
gambiensis with Na/lnomonas trypanosomes in this region of
Burkina Faso.

The trypanosome infection rates of the two tsetse species in
this work were similar to those previously reported in West Africa
for tliê palpalis group (Nash, 1948; Jordan, 1961; Ryan et al.,
1986; LT.C., 1988; Gouteux et al., 1993).

The fact that the flies were found more infected in the wet
season than in the dry season could reflect the better ecological
conditions of the wet season. Such conditions provide the tsetse
with possibility of living longer, and then the ability for the
trypanosomes to achieve their biological cycle (Nekpeni et al.,
1991), and also the ability to disperse and then be in contact with
more infected hosts.

In ail the probosces found infected by microscopic exam­
ination, the trypanosomes could be characterized by the PCR.
T.v.,ivax appeared in the four cases, but one proboscis (tsetse 3)
had in addition T.simiae. Sorne infected midguts gave no
amplification signal with any of the primer sets used in this study.
In two of these midguts the trypanosomes were observed just
at the limit between the midgut and the hindgut, suggesting
the presence of T.grayi-like trypanosomes. This suggestion was
strengthened by the various reptile fauna (crocodiles, monitor
\izards, snakes) frequently seen in this area, on which tsetse of
the palpalis group are known to feed preferentially (Jordan, 1961;
D'Amico, 1993). This also appeared to be true for G.palpalis
gambiensis in Burkina Faso (Bauer et al., 1995). In the area,
animais other than reptiles seemed scarce. However, for the
other infected midguts which could not be characterized, the
question remains of whether it could be due to inhibitors of the
amplification reactions or to the presence of trypanosomes which
could not be recognized by the set of primers used in this work
(McNamara et al., 1994; Solano et al., 1995).

Despite the 10w number of tsetse submitted to the PCR and
the pre\iminary characters of the results presented here, sorne
technical factors can be mentioned.

The PCR results in this work did not show the presence ofany
Trypanozoon infection, either in the midgut nor in the proboscis
ofthe twenty-one tsetse (eleven infected and ten parasitologically
negative) tested. This might not he attributed to technica1 prob1ems
because such infections had a1ready been detected in tsetse from
the field in Burkina Faso (unpub\ished results). When compared
to the numerous previous works which evaluated the trypanosome
infection prevalences in the field (with classic dissection method),
a constant phenomenon remained: the absence of Trypanozoon
in the proboscis and the salivary glands of the tsetse ana1ysed
(Maudlin, 1991). Hypotheses raised on whether this phenomenon
could he explained by the inadequacy ofthe c1assic parasitological
methods or to sorne unknown aspects of the epidemiology of
these trypanosomes (Jordan, 1974; Otieno, 1983; Croft et al.,
1984; Nekpeni et al., 1991; Frezil & Cuisance, 1994). Only few

© 1996 Blackwell Science Ltd, Medical a/ld Veterinary Entomology 10: 354-358
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data on the Trypanàzoon infections of palpalis group tsetse
with the new technologies are now available (McNamara et al.,

1995; Masiga et al., 1996). The first work addressed only the
midgut infections and showed a remarkably high infection rate
(46%) of T.brucei s.l. in G.palpalis palpalis in Côte d'Ivoire.
The midgut and proboscis were taken in account in the second
one. which showed also a high prevalence of Trypanozoon

infections in palpalis group tsetse from Côte d'Ivoire by PCR.
One of the decisive advances of molecular technology in charac­
terizing trypanosomes in tsetse is the possibility ofdistinguishing
between T.congolense and T.simiae, these trypanosomes having
the same morphology and cyclical development in the tsetse,
but causing 'very differential pathogenicity in mammals (Itard,
1981). The usefulness ofbeing able to recognize these trypanosomes
had already been emphasized by McNamara et al. (1989), when
they found that the majority of the Nal/llO/Ilonas infections in
G.morsitans submorsitans in The Gambia belonged to T.simiae.

However, to our knowledge, the present work is the first where
G.palpalis gambiensis is found infected with T.simiae in the
field, one tsetse out of four having a mature infection. Tsetse
of the palpalis group are often considered to be poor vectors of
the Nanllomonas subgenus trypanosomes in most of experi­
mental or field studies (Nash & Page, 1953; Harley & Wilson,
1968; Moloo & Kutuza, 1988; Moloo et al., 1992a; Dia, 1993;
Reifenberg et al., in prep.), especially with T.simiae (Roberts &
Gray, 1972; Agu, 1984). So it seems that one needs to be careful
when evaluating the potential vector role ofG.palpalis gambiensis

in this region. This seems particularly valuable at a time when
diversification of food sources is encouraged by rearing mono"
gastric animaIs (domestic suids for example). These animais are
often considered to be potential reservoirs of African human
trypanosomiasis (Baldry, 1980) and moreover are known to be
very susceptible to T.simiae infections which can result in an
acute disease and a rapid death (Nash, 1948; Mihok et al., 1994).
Families are currently rearing these animaIs for sale within the
village of Natema. Control measures wouId be necessary in this
situation.

It was observed that the two couples of primers specifie for
T.simiae amplified equally the organs of the four flies infected
with T.simiae, except the midgut of tsetse 2, which gave a signal
only for SOL 1-2 and not for TSM 1-2. The two couples of
primers were extracted from the same satellite monomer, although
the first one was synthesized from a trypanosome stock from
Kenya (KETRI 2431; Majiwa & Otieno, 1990), whereas the
second one came from a Gambian stock (BAN 7, Masiga el al.,

1992). According to the latter authors, TSM 1-2 was chosen in
regions of homology between East and West African sequences
in order to amplify both T.simiae stocks, whenever present,
because SOL 1-2 failed to work on West African materiaI. The
results presented here were somehow unexpected according to
this feature (keeping in mind that only one midgut displayed this
apparent discrepancy). One hypothesis could be that we were
faced with the natural genetic variability of T.simiae with a
minimum of two different strains of this species, the one which
amplified only SOL 1-2 being more related to East African stocks
than Gambian stocks. It would be of interestto study this natural
genetic variability in relation with differences in virulence (Moloo
et al., 1992b, (1995) or trypanocide resistance (Mihok et al.,

1994).
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ANNEXE 14

Liste des abréviations

AlEA: Agence Internationale de l'Energie Atomique, Vienne, Autriche

ATP : Action Thématique Programmée du CIRAD

CATI: Card Agglutination TestforTrypanosomosis

CIRAD: Centre International de coopération en Recherche Agronomique pour le

Développement

CIRDES: Centre International de Recherche-Développement sur l'Elevage en zone

Subhumide, Bobo-Dioulasso, Burkina Faso

CRTA: Centre de Recherche sur les Trypanosomoses Animales (ancien nom du CIRDES)

DDT: Dichloro-Diphényl-Trichloroéthane

DFMO : DL-a-difluoromethylomithine

ELISA: Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

EMVT : Elevage et Médecine Vétérinaire des pays Tropicaux (département du CIRAD)

FAO : Food and Agriculture Organization

FITCA : Farming ln Tsetse Control Areas

IAEA : International Atomic Energy Agency

IEMVT : Institut d'Elevage et de Médecine Vétérinaire des pays Tropicaux

ILRI : International Livestock Research Institute

ORSTOM (= IRD) : Institut de Recherche pour le développement

PAAT: Program Against Animal Trypanosomosis

PCR : Polymerase Chain Reaction

RAPD : Random Amplified Polymorphie DNA

RLO : Rickettsia-Iike Organisms

RTTCP : Regional Tsetse and Trypanosomiasis Control Program

SIG: Système d'Information Géographique

SNOAPAD : Standardized Nomenclature Of Animal PArasitic Diseases

TM: Trypanosomoses Animales Africaines

THA : Trypanosomoses Humaines Africaines
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