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INTRODUCTION

Parmi les Protozoaires parasites, les trypanosomes du groupe
Trypanosoma brucei Plimmer et Bradford, 1899, sont pathogènes
chez l'Homme et l'animal, sans qu'on puisse distinguer les souches
zoophiles· des anthropophiles par la morphologie. Seuls les
caractères extrinsèques tels que le pouvoir pathogène, la spécificité
d'hôte ou la distribution géographique, ont permis de regrouper ces
trypanosomes en "sous-espèces": Trypanosoma brucei gambiense
Dutton, 1902, Trypanosoma brucei rhodesiense Stephens et
Fantham, 1910, et Trypanosoma brucei brucei Plimmer et

. Bradford, 1899.
Récemment, l'étude de caractères intrinsèques du parasite, basée
sur l'emploi de certains marqueurs génétiques (isoenzymes,
polymorphisme des fragments . de restriction de l'ADN
kinétoplastique, sondes d'ADN génomiques), a remis en· question la
classification subspécifique, et renouvelé nos connaissances sur le
mode de reproduction de ces trypanosomes. Certains résultats sont
en faveur d'un mode de reproduction sexuée, alors que d'autres
confirment la notion classique d'un système de propagation
uniparental.
Les "sous-espèces" T. b. gambiense et T. b. rhodesiense sont
considérées comme responsables d'un véritable fléau qui ne sévit
qu'en Afrique : la maladie du sommeil ou Trypanosomiase Humaine
Africaine (T.H.A.). En Afrique Centrale, cette maladie, décrite
depuis 1885, dont l'agent pathogène appartient classiquement à la
sous-espèce T. b. gambiense, persiste à ce jour à l'état endémo­
épidémique dans de nombreux foyers.
Le but de ce travail est d'évaluer l'apport possible de la génétique
des populations à la compréhension de certains paramètres
épidémiologiques. Les implications épidémiologiques de cette
approche, comme l'évaluation du rôle d'un réservoir animal dans le
cycle de la T.R.A. à T. b. gambiense, la délimitation des foyers
historiques et la circulation interfocale des stocks de T. brucei
seront discutées, en particulier au Congo. Une telle approche
permettra de formuler des hypothèses quant à l'apparition, la
propagation et la persistance de la maladie du sommeil en
République Populaire du Congo.
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GENERALITES. RAPPELS

1) Biologie du parasite

Les Trypanosomiases africaines ont pour agent responsable un
Protozooaire Flagellé sanguicole parasitant l'homme et l'animal, qUI
a été identifié par DUTTON dès 1902, Trypanosoma brucei. La
répartition de l'insecte vecteur,' la glossine ou mouche "tsétsé",
présent exclusivement en Afrique du 14ème degré de latitude Nord
au 25ème degré de latitude Sud, conditionne la répartition de ces
parasitoses.

1-1 Classification. morphologie et cycle évolutif

1-1-1 Classification basée sur les caractères extrinsèques du
parasite

Les trypanosomes sont
Zoomastigophora Calkins
Hônigberg, 1963, emend.
Trypanosomatidae Dôflein,
1843.
Hoare (1972) a établi une classification des Trypanosomatidae de
Mammifères, d'après leur mode de transmission de l'invertébré
vecteur au vertébré, classification revue par Levine et al., 1980
(figure 1). Il distingue deux groupes:

_ Chez les STERCORARIA, l'infestation se fait par ingestion d'un
invertébré ou de ses déjections, ou par pénétration des formes
infestantes contenues dans ces dernières à travers la peau ou les
muqueuses. Ce groupe, caractérisé par le mode de transmission
POSTEROGRADE (formes métacyc1iques infestantes localisées dans la
partie postérieure du tube digestif), comprend trois sous-genres:
Megatrypanum, Herpetosoma et Schizotrypanum.

_Chez les SALIVARIA (= à transmission ANTEROGRADE: fonnes
infestantes dans la partie antérieure du tube digestif), la piqûre par
le vecteur est responsable d'une inoculation traIiscutanée (salive).
Ce mode de transmission se rencontre dans 5 sous-genres, qui sont
Duttonella, Nannomonas, Tejeraia, Pycnomonas et Trypanozoon.

Le sous-genre Trypanozoon regroupe trois espèces, Trypanosoma
evansi, T. equiperdum et T. brucei. Cette dernière est elle même
subdivisée en trois "sous-espèces" d'aprés Hoare (1972) :
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ORDRE

CLASSE

SOUS-PHYLUM

PHYLUM

FAMILLE

GENRE

SOUS-ORDRE

SOUS-REGNE

HerpetomonssLeptomonssCrithidia Trypsnosoms Phytomonss Lelshmsnis Endotrypsnum

r - - ~ - - - - - -1= --c - - - - -1- - -, r - - +-- -J-----~------+---- - =1- - - - .
1 Herpetosoma Megatrypanum Schlzotrypanum 1 1 Tejersis Duttonel/s Nsnnomonss Trypsnozoon Pycnomonss ~ SOUS-GENRE

1 1 1 1
1 T. (H.) lewisi T. (M.) theileri T. (S.) cruzl liT. (T.) rsngel/ T. (D.) vlvsx T. (N.) congolense T. (T.) equlperdum T. (P.) suis 1

T. (H.) musculi T. (M.) melophagium T. (S.) dionisli T. (D.} uniforme T. (N.) simiae T. (T.) evsnsl 1ESPECE
1 T. (H.) micro/i liT. (T.) brucel
1 Il! 1
1 1 1 1
1 1 1 T. (T.) b. brucel 1

A. Stercorsrfa B. Ssl/vsrls T. (T.) b. rhodeslense SOUS-ESPECE
1 1 1. T. (T.) b. gsmblense 1L JL____________________ _ ~

Figure 1: Classification des trypanosomes de Mammifères (d'après Hoare, 1972. revue par Levine et al.,
1980). Anez, 1982, crée lin nouveau sous-genre Tejeraia, retire T. rallge/i du sous-genre Herpetosoma et
place Tejeraia dans la section .Salivaria. Document W.H.O., 1986.
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- T. b. brucei : agent pathogène responsable de la "Nagana"
(déformation de Ngana = maladie en Zoulou) chez l'animal, mais non
pathogène chez l'homme. Cette maladie provoque des ravages dans
les troupeaux domestiques, et représente ainsi un grave handicap
économique.

T. b. gambiense agent pathogène parasite de l'homme,
responsable de la maladie du sommeil en Afrique de l'Ouest et en
Afrique Centrale, d'évolution chronique. Cette affection est
classiquement transmise par une glossine du groupe Glossina
palpalis, dont l'habitat est essentiellement la végétation dense des
galeries forestières bordant les rivières (glossine ripicole).

- T.b. rhodesiense : responsable de la maladie du sommeil en
Afrique de l'Est, d'évolution aiguë. Cette sous-espèce, pour laquelle
on incrimine un réservoir animal sauvage, est transmise par des
mouches du groupe G. morsitans, qui vivent dans des régions de
savanes (glossine savanicole).

Les biologistes se sont efforcés de trouver d'autres critères de
distinction. Par exemple, les formes nucléo-postérieures, rares chez
T.b. gambiense, seraient plus fréquentes chez T.b. rhodesiense,
permettant ainsi de distinguer les deux sous-espèces. Cette
hypothèse est très controversée (Kleine, 1928, Wijers,1960). La
plus forte virulence chez le rongeur de laboratoire de T.b.
rhodesiense a été également mis en doute (Lester, 1933).
Par ailleurs, T.b. rhodesiense a été longtemps considéré d'abord
comme l'agent d'une zoonose non pathogène chez l'animal sauvage,
pouvant parfois infecter l'homme (alors considéré comme hôte
accidentel). Afin de distinguer T.b. rhodesiense de T.b. brucei, des
inoculations expérimentales ont été faites à des volontaires, et la
sensibilité . des souches au sérum humain a été testée
(Rickman et Robson, 1970, Van Merveinne et al., 1976, Hawking,
1976).

La classification subspécifique ainsi établie est sujette à caution, car
trop dépendante de l'environnement du parasite, d'où la nécessité
de considérer les caractères intrinsèques de celui-ci (voir plus loin).
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1-1-2 Morphologie et cycle évolutif

a) Caractères morphologigues.

Les trypanosomes afri cains ont une forme allongée fusiforme, et
mesurent de 10 à 40 J.lm de long sur 2 à 3 J.lm de large. Comme
tous les kinétoplastidés, ils possèdent, outre les constituants
cellulaires classiques (noyau, cytoplasme), un organite spécifique, le
kinétoplaste, dont la fonction est analogue à celle des
mitochondries. L'existence d'un flagelle plus ou moins développé
délimite avec le périplasme une membrane ondulante, qui permet
de distinguer plusieurs stades de différenciation du parasite, tant
chez l'insecte vecteur que chez l'hôte définitif (figure 2 d'après
Vickerman et al., 1969). Ces stades permettent de distinguer des
phases successives dans le cycle évolutif.

bl Cycle évolutif

Chez l'hôte définitif

Inoculés par piqûre chez le vertébré, les parasites se multiplient
d'abord localement dans le collagène dermique. Les trypanosomes
passent ensuite dans la circulation générale par voie sanguine ou
lymphatique avec séjour plus ou moins prolongé dans les nœuds
lymphatiques, où ils se multiplient. Ils ont acquis, depuis le stade
métacyclique infectant dans les glandes salivaires de la glossine, la
propriété de changer leur couverture antigénique avec une grande
facilité, échappant ainsi aux réponses immunitaires de l'homme ou
de l'animal (variation antigénique).

Les trypanosomes sanguicoles "trypomastigotes" se présentent sous
différents aspects morphologiques:

- Une forme grêle, ou allongée (type "slender"), avec présence d'un
flagelle libre délimitant, avec le périplasme, une membrane
ondulante. Ces formes se multiplient activement, et sont très
pathogènes.

- Une forme trapue, ou courte et massive (type "stumpy"), sans
flagelle libre, caractérisée· par· un tube mitochondrial développé et
très actif: ces formes massives ne se divisent plus chez l'hôte
définitif et représentent un stade de "préadaptation" à l'hôte
intermédiaire. Elles sont en effet les seules à pouvoir se développer
chez l'insecte vecteur, qui se contaminera lors d'un repas sanguin
par piqûre d'un mammifère infecté.
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Figure 2: Cycle évolutif de Trypanosoma brucei (Vickerman et al.,
1969). La membrane cellulaire en trait épais indique qu'à partir du
stade métacyclique infestant dans les glandes salivaires de la
glossine, puis chez l'homme ou l'animal, le trypanosome peut
changer sa "couverture antigénique", échappant ainsi aux défenses

. immunitaires de son hôte (variation antigénique).
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- Des formes intermédiaires, enfin, représentatives de l'évolution
des formes élancées vers les fonnes courtes.

Chez l'insecte vecteur

Selon l'espèce parasitaire considérée, l'évolution chez l'insecte
vecteur peut être différente mais elle est toujours pour T. brucei,
initiée par des formes "procycliques". Ce sont des formes
trypomastigotes qui se multiplient et évoluent pour atteindre
progressivement le tube digestif antérieur de l'insecte, puis les
glandes salivaires, respectivement sous forme épimastigote, puis
trypomastigote. Les parasites sont alors à l'état métacyclique
infestant. Ce cycle dure 15 à 35 jours, puis la glossine restera
infectante durant toute sa vie.

1-2 Patho2énicité de T. brucei chez l'homme

1-2-1 La Maladie du Sommeil: cycle parasitaire et aspects cliniques

Après inoculation par la glossine, les trypanosomes vont se
multiplier dans le sang pendant une période plus ou moins longue,
de quelques mois à plus de deux ans. Ils circulent également dans
les canaux lymphatiques, envahissent les ganglions et provoquent
leur hypertrophie. Cette phase lymphatico-sanguine, ou "première
période" est difficile à diagnostiquer: en effet, la plupart des signes
cliniques durant celle-ci peuvent être imputés à d'autres
parasitoses tropicales (paludisme, filarioses par exemple). Les
signes les plus fréquents sont : les céphalées, le prurit, la fièvre,
l'hypertrophie des ganglions en particulier à la base du cou,
l'amaigrissement, les troubles cardiaques et endocriniens. Notons la
possibilité d'œdème facial dit "faciès lunaire" (annexe 1),
caractéristique, qui intervient généralement à un stade avancé de la
première période.
La seconde période est provoquée par le passage des trypanosomes
à travers la barrière méningée. A ce stade, des troubles généraux
du système nerveux se manifestent: hyperréflexivité, hyper­
esthésie profonde, paresthésie, convulsions, troubles mentaux,
insomnie/somnolence. L'évolution se fait alors vers un coma, puis la
mort.

a) Aspects spécifiques observés en Afrique Centrale

Durant la première période, la parasitémie dans le sang est très
variable, et si généralement on peut y détecter les trypanosomes,



15

ils peuvent aussi être absents pendant des mois. Le
paucisymptomatisme, voire l'asymptomatisme sont fréquents en
Afrique Centrale (Frézil et Ginoux, 1980, Ginoux et Frézil, 1980).
C'est un paramètre important dans la compréhension de
l'épidémiologie de la maladie dans cette aire géographique. En effet,
s'il ne se sent pas malade, le trypanosomé "asymptomatique" est un
réservoir potentiel de trypanosomes, mettant en danger la
communauté qui l'entoure.

b) Cas du réservoir animal

Dans les années 1940, dans l'ancien Congo Belge (actuellement
Zaïre), Van Hoof et coll. ont démontré que des trypanosomes de la
sous-espèce T.b. gambiense, prélevés sur l'homme, peuvent être
transmis cycliquement à des chèvres, des chiens et des porcs, que
l'infectiosité de l'agent pathogène ne disparaissait qu'au bout de 20
passages cycliques, et qu'à la suite des passages mouches-porcs,
l'infectiosité pour l'homme des trypanosomes présents chez le porc
se maintenait pendant au moins 18 mois (Van Hoff, 1947, Van Hoff
et al., 1942). Toutes les infections d'animaux montraient en général
des parasitémies faibles de durée variable, sans apparition de
symptômes cliniques.
Depuis, les travaux entrepris en Afrique Centrale ont été rares, et
font état chez les animaux domestiques de la présence de T. brucei
(souvent associé à des trypanosomes de l'espèce Trypanosoma
(Nannomonas) congolense), sans manifestation clinique
(Kageruka P. et al., 1977, Noireau et al., 1986, Makumyaviri et al.,
1989). Les pourcentages d'infection sont inférieurs à ceux constatés
en Afrique de l'Ouest (Gibson et al., 1978, Mehlitz et al. 1982,
Mehlitz, 1986, Zillm~ et al., 1984). L'importance épidémiologique
du réservoir animal sera discutée· dans le paragraphe suivant.

1-2-2 Epidémiologie de la Maladie du Sommeil au Congo, au Zaïre et
au Cameroun

a) Au Congo

Rappel historique

La première grande épidémie décrite a débl:lté en. 1885 au
confluent de l'Oubangui et du Congo (Labusquière et al., 1971).
L'expansion de cette épidémie a provoqué des hécatombes, à tel
point que Martin et al. (1909), citent des villages entièrement
décimés par la maladie. Dès lors, et jusque dans les années 1960,
J'intervention des équipes mobiles locales a permis d'enrayer la
maladie dans. pratiquement tout le pays.
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A partir de 1968, on constate une. recrudescence générale de la
T.H.A. sur tout le territoire congolais. Malgré les travaux entrepris
tant sur le plan des études épidémiologiques (Frézil, 1983, Gouteux
et al., 1988, Noireau et al., 1986 a,b, 1987, 1988), que sur celui du
contrôle et de la lutte contre les glossines (Frézil et Carnevale, .1976,
Lancien et al., 1979, Lancien, 1981, Lancien et al.,1981), la situation
au Congo est, de nos jours, très préoccupante.

Situation actuelle

La répartition de la T.H.A. au Congo (figures 3 et 4) couvre
actuellement plusieurs reglons, qui correspondent
approximativement aux foyers historiques (Maillot, 1956). On
distingue:

- La Cuvette: son centre urbain principal, Mossaka, situé sur le
fleuve Congo, est inaccessible par voie terrestre. Dans cette forêt
inondée, le vecteur est Glossina fuscipes fuscipes. En 1983, la
prévalence de la. T.R.A. était de 2,4%, pour doubler en 1990, soit
4,95% (Noireau et al., 1988). C'est un foyer en pleine recrudescence.

- Le Couloir: est également le long du fleuve Congo en descendant
vers le sud. Les pourcentages de malades relevés en 1983 (19,5 %)
puis en 1989 (5 %) (Jannin, communication personnelle), illustrent
l'efficacité des efforts de dépistage et de traitement des malades
dans cette région de savane. Le vecteur G. fuscïpes quanzensis vit
dans des galeries forestières le long des cours d'eau (Frézil, 1983).

- Le Pool: centré autour de Brazzaville, cette région présente le
même type de végétation que le Couloir. C'est une zone de contact
entre les deux sous-espèces de glossines, G. p. palpalis et G. f.
quanzensis. On n'y trouve que quelques cas sporadiques de
trypanosomiase.

- La Bouenza: est actuellement le foyer le plus important du pays
(voir figure12) par son nombre de cas nouveaux. Les 12 %
d'infestation à Mayanama, et 3,8 % à Boko-Shongo en 1989 (Jannin,
communication personnelle) font état de l'importance de la maladie.
Il faut souligner que, dans cette région de savane, de nombreuses
galeries forestières sont en étroite communication (annexe 2),
permettant la libre circulation des glossines de la sous-espèce G.
palpalis palpalis.

Dans tous ces foyers, la transmission de la maladie se fait à
l'intérieur des villages ou à proximité (rivières entourées de
galeries forestières: annexe 3). Ce sont les femmes et les enfants qui
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sont les plus exposés de par leurs activités quotidiennes (lavage du
linge, rouissage du manioc, jeux) à cette transmission
péridomestique (Frézil, 1983). En ce sens, le cycle de la T.H.A. au
Congo est essentiellement Homme-Glossine-Homme.
Des recherches sur la présence de T. brucei chez les animaux
domestiques ont montré que seulement 0,5 % sur un total de 1287
animaux examinés présentaient des trypanosomes du sous-genre
Trypanozoon, dans dix cas sur onze associés à du 1. (N.) congolense.
Même si un animal présente une infection à T. brucei au Congo, son
rôle dans le cyCle épidémiologique· semble probablement mineur
pendant les phases d'expansion de la maladie, mais pourrait
expliquer l'entretien à bas bruit de la maladie pendant les périodes
inter-épidémiques (Noireau et al., 1986).

b) Situation ·au Zaïre

L'histoire situe la première épidémie de T.H.A. au Zaïre en 1885, au
même moment qu'au Congo (Burke, 1974). Le premier foyer connu
se situe dans la région du Bandundu (voir figure 4), à proximité du
fleuve Kasaï. Cette zone correspond sur la rive congolaise au foyer
du Couloir, au sud du premier foyer historique congolais.
Si en 1958 l'endémie sommeilleuse est presque éteinte au Zaïre
(presque simultanément on observe la même situation au Congo),
dès 1964, se produit une recrudescence générale de la T.H.A.
(Burke, 1971, Ruppol et Kazyumba, 1977, Kazyumba, 1979).
Actuellement, on distingue 5 grands foyers répartis sur tout le
pays, mais nous avons du limiter notre étude du Zaïre à deux foyers
limitrophes du Congo, car nous ne disposions pas de stocks en
provenance d'autres foyers. .

Les deux foyers étudiés sont:

- Le foyer du Bandundu: c'est une reglon de savane arbustive
traversée par des galeries forestières (Henry et al., 1982), où vivent
G. fuscipes fuscipes et G. fuscipesquanzensis (Kabeya et al., 1988).
En 1987, la moitié des cas nouveaux de trypanosomiase humaine au
Zaïre (environ 5000), sont recensés dans le Bandundu. Par
extension, les cas sporadiques à Kinshasa sont considérés comme
provenant du Bandundu.

.- le foyer de Borna: située dans le prolongement sud du massif du
Mayombe, cette région est recouverte d'une forêt secondaire
sillonée par plusieurs cours d'eau. Le vecteur est G. pa/palis palpalis
(Makumyaviri, 1986), et la prévalence de la maladie est d'environ
5% en 1987 (Makumyaviri et al., 1989).
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Malgré l'immensité. du temtOlre zaïrois (2.345.000 km:!, soit 7 fois
la superficie du Congo), et l'importance de la T.H.A. dans tout le
pays, peu d'études épidémiologiques ont été effectuées au Zaïre. Le
type de transmission péridomestique est comparable à celui qui est
incriminé au Congo. Des études sur la présence de T. brucei chez
l'animal· ont montré que la prévalence des infections chez . l'animal
domestique était plus forte en région forestière (Borna) qu'en zone
de savane (Bandundu). En effet, 16,5% des porcs et 6,2% des

.moutons sont infectés, montrant aussi que d'une façon générale, la
prévalence de l'infection à T.. brucei chez l'animal est plus forte au
Zaïre qu'au Congo (Makumyaviri et al., 1989).

c) Situation au Cameroun

.Comme dans les pays voisins (figure 4), les foyers historiques de
trypanosomiase persistent dans ce pays. En 1982, le programme de
lutte contre la trypanosomiase a dépisté 773 malades parmi les
126 045 personnes examinées au cours d'enquête. En 1983, 1000
nouveaux cas· ont été mis en évidence parmi les 142232 personnes
examinées. Les foyers de Mbam et de Fontem sont les· plus actifs;
ensemble, ils sont à l'origine de près de 95% des cas dépistés au
Cameroun. La maladie a fait son apparition dans la région· de
Mamfé, à l'ouest du pays (Rapport OCEAC, 1990). Peu de références
bibliographiques relatent la situation historique et actuelle de la
T.R.A. au Cameroun. Nous ne disposons que de quatres stocks
humains, en provenance des foyers de Mbam (Bafia), Fontem et
Campo.

2) Structure du génome et mode de reproduction du parasite

2-1 Structure du génome de T. brucei

Les études isoenzymatiques d'une part (Tait, 1980, 1983), et de
l'ADN d'autre part (Tait et al., 1989, Kooy et al., 1989, Steinberg et
al., 1989, Jenni et al., 1986, Gibson et al. 1985, Borst et al., 1980,
1982, Shapiro et al., 1984), suggèrent que les formes sanguicoles,
procycliques, proventriculaires et métacycliques de T. brucei sont
diploïdes.
On distingue:
- l'ADN nucléaire, qui comprendrait 7 paires de chromosomes
homologues, plus une centaine de mini-chromosomes (Gottesdiener
et al., 1990);

- l'ADN kinétoplastique (ADNk), qui peut être considéré dans une
certaine mesure comme l'équivalent de l'ADN mitochondrial des
autres organismes. Il est form~ de mini-cercles non-transcrits (1 kb)
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très nombreux et très hétérogènes, et de maxi-cercles (20 kb)
transcrits, plus homogènes, formés chacun d'une région conservée et
d'une région variable (Borst et al., 1979, 1980 b).

2-2 Mode de reproduction

Si tous les ouvrages anciens de Protistologie indiquent que les
trypanosomes se multiplient de façon asexuée par division binaire
longitudinale, de récents travaùx de laboratoire font état de
phénomènes de recombinaison sexuée (Jenni et al., 1986,
Paindavoine et al., 1986, Sternberg et al., 1988). Un modèle "quasi­
panmictique" a même été postulé pour les populations naturelles de
T. brucei (Tait, 1980, 1984).
Cependant, Cibulskis, en 1988, souligne que l'incidence réelle de ces
phénomènes de recombinaison dans les populations naturelles du
parasite est difficile à cerner, et suggère la possibilité d'évolution
séparée de certaines lignées parasitaires.
Tibayrenc et al., (1990), proposent une théorie de reproduction
clonale pour les Protozoaires parasites. La présence d'hétérozygotes
fixés, l'absence de certains génotypes recombinants, de fortes
déviations par rapport à l'équilibre de Hardy-Weinberg, l'ubiquité
de génotypes multilocus, de forts déséquilibres de liaison et la
corrélation entre deux types de marqueurs génétiques sont autant
d'arguments en faveur d'une reproduction principalement clonale,
et de l'existence de clones stables dans l'espace et dans le temps
chez. de nombreuses espèces de protozoaires, en particulier T.
brucei. Une telle hypothèse a des conséquences importantes sur la
taxonomie sub-spécifique du parasite, comme nous le verrons.

3) Apport de l'étude des caractères intrinsèques du parasite à la
classification et à l'étude de l'épidémiologie de la T.H.A

3-1 A propos de la classification

De nombreuses méthodes ont été utilisées pour préciser la
classification, parmi lesquelles l'isoenzymologie et l'étude des
sondes spécifiques de l'ADN.

a) Méthode isoenzymatique

Les isoenzymes ont été testés d'abord comme "outils" diagnostiques,
afin de savoir si la variation de pathogénicité entre la forme
chronique "gambienne" et la forme aiguë ~rhodésienne" pouvait
être corrélée au polymorphisme isoenzymatique (Kilgour et
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Godfrey, 1973, Godfrey et Kilgour, 1976, Gibson et al., 1980, 1986,
Tait et al., 1984, Godfrey et al., 1987, 1990). Cela revenait à
rechercher un lien hypothétique entre caractéristiques
pathologiques et sub-spécificité telle qu'elle était définie au sein de
l'espèce T. brucei. Cette nécessité de clarifier la situation se justifiait
d'autant plus que certains trypanosomes du groupe T. br.ucei,
indistinguables morphologiquement des autres, étaient totalement
inoffensifs pour l'homme mais provoquaient des ravages dans les
troupeaux domestiques, aggravant la situation économique déjà
précaire de plusieurs pays d'Afrique. Ni les aminotransférases
comme ALAT ou ASAT, trouvées identiques chez T. b.. gambiense
et T. b. rhodesiense (Godfrey et Kilgour, 1976), ni les peptidases,
présentant des profils communs à T. b. gambiense et T. evansi
(Gibson et al., 1980), n'ont permis de distinguer clairement les
sous-espèces de T. brucei. L'existence d'un groupe relativement
homogène contenant la plupart des souches de T. b. gambiense
(Groupe 1), présentant des profils isoenzymatiques caractéristiques,
a été postulé (Gibson, 1986). D'autres résultats suggéreraient même
l'hypothèse selon laquelle T.b. gambiense est une lignée adaptée de
T.b. brucei chez. l'homme (Tait et al.,1984).

Mais le problème de la classification sub-spécifique de T. brucei
reste p<?sé, car il est impossible de rattacher à ce groupe 1 de
nombreux stocks présentant pourtant des pathologies de type
"gambien", et s'y trouvent au contraire des stocks d'Afrique de l'Est.
La compréhension d'une situation épidémiologique doit se baser
obligatoirement sur une identification rigoureuse de l'agent
pathogène en cause.
Tout au long du texte, nous entendrons par T. b. gambiense, selon le
contexte:
- soit un stock étiqueté explicitement comme tel par le laboratoire
l'ayant communiqué;
- soit un stock répondant à l'acception épidémiologique classique T.
b. gambiense (stocks d'Afrique de l'Ouest et Centrale circulant
préférentiellement chez l'homme, provoquant chez ce dernier une
pathologie à évolution chronique, les stocks étant résistants au
sérum humain).

b) Analyse de l'ADN

Après fragmentation par endonucléases de restriction et séparation
par électrophorèse (polymorphisme de longueur de fragments de
restriction ou en anglais Restriction Fragment Length
Polymorphism, R.F.L.P.: Borst et al., 1980 a,b, 1981, Gibson et al.,
1985), l'ADN nucléaire ou kinétoplastique peut être hybridé avec
des sondes spécifiques (Pays et al., 1981,1983 a,b,e, 1984,
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Massamba et Williams, 1984, Paindavoine et al., 1986, 1989), ce qui
permettrait . de différencier T.b. gambiense des autres sous­
espèces..

. D'autres travaux basés sur les mêmes techniques, tout en
confirmant l'existence d'un groupe homogène de T.b. gambiense en
Afrique de l'Ouest, ont permis d'individualiser deux autres entités
regroupant des stocks humains· et animaux d'Afrique de l'Ouest
d'une part, et des stocks humains d'Afrique de l'Ouest. et de l'Est
d'autre part (Hide et al., 1990).

3-2 Apport de l'isoenzymolo2ie
l'épidémiolo2ie de la T.H.A.

a) A propos de la spécificité de l'hôte.

à l'étude de

On considérait donc classiquement que T.b. gambiense,
contrairement à T.b. rhodesiense, n'infectait que l'homme. Pourtant,
de récents travaux d'isoenzymologie ont permis de suspecter la
présence de T.b. gambiense chez l'animal en Afrique de l'Ouest et
Centrale, et de confirmer la présence de T. b. rhodesiense chez de
nombreux animaux en Afrique de l'Est. Des stocks isolés chez
l'animal présentaient des profils enzymatiques identiques à des
stocks humains en Afrique de l'Est (Gibson et al., 1980, Gibson et
Gashumba, 1983, Gibson et Wellde, 1985, Mihok et al., 1990), en
Afrique de l'Ouest (Gibson et al., 1978, Mehlitz et al., 1982, Zillman
et al. 1984, Mehlitz, 1986), et en Afrique Centrale (Scott et al.,
1983, Truc et al., sous presse: annexe 12). Ces données corroborent
donc les infections expérimentales pratiquées chez des volontaires
(Heisch et al., 1958, Geigy et al., 1975). Bien que connu depuis
longtemps, le rôle du réservoir animal en Afrique de l'Est était
sous-estimé jusqu'à l'apport d'informations .par l'étude
isoenzymatique, et jugé maintenant comme essentiel dans le
maintien de' la maladie pendant les périodes inter-épidémiques
(Gibson et Miles, 1985).

b) A propos de la circulation interfocale des trypanosomes
pathogènes.

Grâce aux isoenzymes, la dispersion de la maladie a été mIeux
comprise. Par exemple, le même zymodème (ensemble des stocks
présentant le même profil enzymatique: voir matériels et
méthodes) est apparu comme responsable de deux épidémies à 20
ans de distance dans deux régions voisines, le sud-est de l'Ouganda
et le nord-ouest du Kenya. L'apparition de la T.H.A au nord du
Kenya apparaissait donc comme résultant de la dispersion des
stocks de l'épidémie ougandaise. Par ailleurs, des zymodèmes
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différents du précédent sévissaient dans la reglOn de la Lambwey
Valley, sur la rive Est du lac Victoria. Les deux épidémies de T.H.A.
au Kenya, bien que géographiquement proches, semblaient donc
d'origines différentes (Gibson et al., 1980, Gibson and Gashumba,
1983). Mais il convient d'être prudent quant à une interprétation
trop hâtive des résultats. Dans un même foyer de T.R.A., des
zymodèmes différents peuvent cohabiter, dont certains· ont pu être
accidentellement importés d'autres foyers, à l'occasion par exemple
du déplacement du malade (Mehlitz· et al., 1982). L'utilisation des
isoenzymes devrait permettre de préciser cette notion de· "foyer".

Nous retiendrons, pour le présent travail, que les isoenzymes
servent d'abord à établir un marquage multigénique fin permettant

. une identification stricte de l'agent pathogène, ainsi que
l'évaluation du flux génique entre populations: on peut ainsi
estimer l'individualisation et la stabilité des lignées parasitaires
dans l'espace et dans le temps. Partant de cette base génétique, les
corollaires épidémiologiques qui en découlent, réservoir animal et
répartition/dispersion de la T.H.A., seront discutés.

3-3 Comparaison des résultats isoenzymatigues avec le
R.F.L.P.

L'analyse du polymorphisme des fragments de restriction de l'ADN
kinétoplastique ou R.F.L.P., a été utilisée comme outil taxonomique
chez T. brucei (cf paragraphe 1-3, b), mais aussi chez d'autres
trypanosomes comme T. cruzi (Morel et al., 1980, Tibayrenc et
Ayala, 1987). Nous avons appliqué cette technique dans la
présente étude à quelques stocks de T. brucei.
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MATERIEL ET METHODES

1) Stocks de trypanosomes

1-1 Méthodes d'isolement

1-1-1 Protocole de dépistage des malades.

Les enquêtes sont menées sur le terrain sous l'égide du Service de
contrôle et de lutte des Grandes Endémies Tropicales du Ministère
de la Santé congolais, section Trypanosomiase (responsable: Dr J.
Jannin). La totalité de la population de la localité est convoquée dès
7 h du matin. Après l'enregistrement et la remise d'une carte de
dépistage, chaque personne se présente au poste de travail N° 1. Un
prélèvement .de sang est alors pratiqué par piqûre au doigt
(Microlancette), et la récupération du sang se fait dans deux tubes
capillaires héparinés (ou microhématocrites). L'un de ces tubes
servira à la préparation du test Testryp CATI.

Testryp CATI:,

Principe: L'infection chronique par T. b. gambiense donne lieu à
la production d'anticorps circulants dirigés contre plusieurs
antigènes de surface du parasite. Ces anticorps peuvent être
détectés dans le sang total ou le plasma/sérum, par agglutination
directe, en utilisant Testryp CATI (Magnus et al., 1978).
Le réactif CATI est une suspension lyophilisée de trypomastigotes
sanguicoles, colorés et stabilisés. Ces trypanosomes appartiennent à
des sérotypes bien définis, et sont sélectionnés (Van Meirvenne et
al., 1975, 1977) afin d'obtenir une réactivité optimale dans les
différents foyers de maladie du sommeil.
Le test est effectué sur une carte plastifiée. Une goutte de sang total
ou une goutte de plasma/sérum dilué est mélangée avec une goutte
du réactif CATT reconstitué. S'il· y a présence d'anticorps, les
trypanosomes seront agglutinés macroscopiquement en moins de 5
minutes (annexe 4).

Tous les sujets présentant des réactions au CATI sur sang total de
très positives (***) à doûteuses (D) sont retenus. Si l'on .dispose de
suffisement de temps (ceci dépend surtout du nompre de personnes
à dépister), une confirmation. sur sérum est effectuée.
Ces sujets sont alors orientés vers le poste de travail N°2. Une
palpation ganglionnaire est effectuée. Si la présence d'une
adénopathie cervicale ou sus-claviculaire est dépistée, une ponction
ganglionnaire est faite. Elle consiste à prélever· grâce à une aiguille
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de seringue un peu de suc ganglionnaire, qUI sera observé entre
lame et lamelle au grossissement x 400.

Parallèlement, le second tube hépariné prélevé au poste de travail
N° 1 est acheminé au poste de travail N°3. Le tube, préalablement
obturé d'un seul côté grâce à une pâte spéciale, est centrifugé à
1500 g pendant 15 mn. Puis, une section du tube est faite grâce à

. un diamant 1 mm en dessous de l'interface hématies/sérum vers le
sang. Les trypanosomes se localisent dans cette zone (Woo, 1970,
Murray and Paris, 1979). L'extrémité du tube (côté section), est
appliquée sur une lame de façon à laisser s'écouler par capillarité
environ 10 J..ll de sérum. Une lamelle est déposée sur la goutte de
sérum. La lecture est faite au grossissement x 400.

. Tous les sujets CATT + sont convoqués à l'hôpital le plus proche afin
d'y subir une ponction lombaire. La recherche des trypanosomes, la
numération des leucocytes N, et la protéinorachie P du Liquide
Cépahalo-Rachidien permettent d'affirmer si le malade se trouve en
première période (N<5 et P faible), ou en seconde période (N)5 et P
élevée). Ceci orientera le choix du traitement (Lomidine, Arsobal ou
DMFO).

1-1-2 Recherche des infections chez le bétail

Bien que la sensibilité du test CATI soit connue pour le dépistage
des infections à Trypanozoon et Nannomonas chez le bétail, une
réaction positive au CATT ne fait qu'indiquer que l'animal a réagi à
l'inoculation de trypanosomes, sans pour autant permettre de
différencier les deux types d'infections (Noireau et al. 1986). Pour
T. congolense, ce test se révèle d'une faible utilité, tant la présence
des parasites est facilement décelable dans le sang des animaux
infectés. En effet, l'observation microscopique, entre lame et lamelle
au grossissement x 400, de sang prélevé à la queue chez le porc, ou
à la veine saphène chez le mouton (annexe 5) permet de révéler la
présence de parasites, souvent en grand nombre (au minimum
antilog 5.5, soit environ 2,5xl0s parasites/ml, d'après Herbert et
Lumsden, 1976). Sachant que la majorité des cas d'infections à
Trypanozoon chez l'animal sont en fait des infections mixtes
Trypanozoon/Nannomonas, toute infection chez l'animal, même si
l'observation parasitologique semble indiquer qu'il ne s'agit que de
T. congolense, doit être considérée comme un mélange possible
Trypanozoon/Nannomonas.



27

1-1-3 Inoculation des parasites à· des rongeurs

Tous les malades et tous les animaux présentant des parasites dans
le sang subissent un prélèvement sur tube Venoject hépariné, puis
1 ml de ce sang est prélevé dans une seringue et inoculé par voie
intrapéritonéale à un rat Whistar. Ceci représente l'isolement
primaire PI (Frézil, 1973, Frézil et al., 1979). Celui-ci sera contrôlé
le quatrième jour suivant l'injection.

1-1-4 Isolement "in vitro" de trypanosomes: trousse KIVI.

Principe

La trousse d'isolement KIVI (Kit for In Vitro Isolation, Le Rayet
Aerts, communication personnelle), permet de récolter des souches
de trypanosomes sanguicoles qui se mutilplient, après
transformation, sous forme procyclique. D'un usage très pratique
sur le terrain, sans contrainte particulière d'asepsie (annexe 6), elle
se conserve à température ambiante. La trousse se compose de:

- 10 flacons de 15 ml de milieu GLSH-DCA (Le Ray, 1975, Brun et
Schônenberger, 1981);
- Parafilm;
- 2 flacons contenant 1 ml de mélange d'antibiotiques (pénicilline +
gentamicine + 5-fluorocytosine) pour la décontamination. Ils
doivent être conservés à -20°c jusqu'à utilisation;
-3 flacons de 2 ml de liquoïde 5 % (Polyanethol-sulfonate=
antièoagulant, dans une solution saline), stérilisés et conservés au
réfrigérateur;
-10 seringues de 10. ml + aiguilles pour le prélèvement chez les
trypanosomés;
-10 seringues "à tuberculine" avec aiguilles pour introduire le
mélange d'antibiotiques dans les flacons de milieu de culture.

Protocole d'ensemencement

1) introduire 0,5 ml de liquoïde dans la seringue de 10 ml, puis
prélever au pli du coude du patient 9,5 ml de sang, soit au total 10
ml de mélange.
2) répartir les 10 ml de mélange obtenu à raison de 5 ml par flacon
de milieu de culture: 2 flacons de milieu ensemencés par malade.
Dans chaque deuxième flacon, ajouter 250 JlI d'antibiotiques, puis
homogénéiser en agitant manuellement.
3) .recouvrir le bouchon du flacon de milieu avec du Parafilm.
4) garder les flacons ainsi ensemencés à 15/29°c.
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Les repiquages et subcultures ont été effectués à l'Institut de
Médecine Tropicale "Prince Leopold" d'Anvers sur milieu semi­
défini (Cunningham, 1977).

1-2 Cultures de masse

1-2-1 Sur rat Whistar.

Après avoir isolé le stock du malade sommeilleux sur rat (cf § 1-1­
3), il faut adapter ce parasite chez son nouvel hôte. Les parasites
apparaissent tardivement chez PI (des contrôles de l'évolution de la
parasitémie sont effectués chaque jour par prélèvement d'une
goutte de sang à la queue), soit en moyenne 30 à 40 jours après
inoculation. La parasitémie reste faible (environ de 106 à 7xl06

tryps/ml) , et décroit très rapidement, comme le montrent les
figures 5 et 6. Elle reste très insuffisante pour récolter des culots de
trypanosomes pour l'électrophorèse. Nous avons alors deux
possibili tés:

1) soit effectuer un passage sur un nouveau rat, P2

2) soit transformer les formes sanguicoles en formes procycliques
"in vitro".

1) Passage sur un nouveau rat par ponction intracardiaque

Le rat parasité est anesthésié dans une cloche en verre contenant
du chloroforme jusqu'à son endormissement en évitant de le tuer.
En effet, il est souhaitable que le cœur batte encore pendant la
ponction intracardiaque afin que, la circulation du sang dans le
corps se faisant normalement, l'on puisse récupérer le maximum de
sang. Pour maintenir le rat en anesthésie, un tampon de coton
imbibé de chloroforme est placé à proximité de ses narines.
L'animal est fixé sur une planche à dissection par des aiguilles
plantées au niveau des extrémités. La surface de la cage thoracique
est nettoyée à l'alcool, puis la ponction intracardiaque est effectuée
stérilement grâce à une aiguille fine montée sur une seringue de 1
ml héparinée. Le sang prélevé sert, d'une part, à confectionner un
aliquot qui est cryopréservé (voir paragraphe 1-3-1), et d'autre
part, à inoculer par voie intrapéritonéale un n.ouveau rat. On
renouvelle l'opération jusqu'à ce que la virulence de la souche
permette une parasitémie suffisante pour la récolte des parasites (à
antilog 8.7 à 9.0, soit" 5 x .108 à 109 parasites 1 ml). Cette récolte se
fait par passage du sang total sur colonne de cellulose DEAE 52
(Lanham et Godfrey, 1970). Ce protocole est schématisé dans
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CONTROLES

Eyolution de la pWasitêmie de l'isolement primaire de Mboulangaga
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Fi~ure 5: Evolution de la parasitémie pour l'isolement primaire du stock
MBOULANG. Isolé de l'homme le 12/07/89 (malade en seconde période), la
parasitémie n'a été décelable chez le rat que le 23/08/89, soit 42 jours après
inoculation. Ceci est comparable aux résultats connus pour des stocks congolais
(Frézil et al., 1979). Le premier pic parasitémique est précaire, nécessitant soit
un subpassage à un nouveau rat afin d'augmenter la virulence du stock, soit
un essai de transformation "in vitro" en forme procyclique (voir texte). Les
flèches symbolisent les injections de Cyclophosphamide au rat, à raison de 80
mg/ kg de poids (Wéry et al., 1977).
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Evolution de la parasitémie de l'isolement primaire de Bihangou

COJlo.7ROLES

Fiiure 6: Evolution de la parasitémie pour l'isolement primaire du stock BIH.
Isolé de l'homme le 1/09/89 (malade en première période), l'isolement du
stock s'est avéré positif chez le rat après 32 jours. Du 1109/89 au 8111189,
soit pendant plus de deux mois, et malgré les injections de Cyclophosphamide
(symbolisées par des flèches), la parasitémie n'a pas dépassé 7 à 15 X 106

tryp.lml. Celle-ce était très insuffisante pour une récolte de masse en vue de
l'étude isoenzymatique. Par contre, le pic du 20/11/89 à 5 x 108 tryp.lml était
suffisant. Mais un tel pic parasitémique ne représentait qu'un cas exceptionnel
sur l'ensemble des stocks congolais que nous avons isolés. Dans tous les cas, un
subpassage était nécessaire, et un essai de transformation en procyclique était
souhaitable dès que la parasitémie atteignait 3 x 107 tryp.lml.
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l'annexe 7. On récupère ainsi, pour un rat de 400 grammes à antilog
9.0, environ 15 ml de sang, soit une centaine de milligrammes de
parasites. Les culots de trypanosomes sont alors conservés à -70°c.

2) Transformation des formes sanguicoles en formes procycliques

a) Sans passage par la glossine

Ce protocole a été standardisé par nos soins, et largement utilisé du
fait de la très faible virulence des stocks de T. brucei d'Afrique
centrale. A partir de l'isolement primaire, il est préférable
d'effectuer un passage sur un jeune rat (P2) pour les stocks

. de faible virulence (Babiker et al., 1981), selon le protocole détaillé
dans le précédent paragraphe. L'utilisation d'immunodépresseurs
comme la Cyc1ophosphamide (Endoxan R) est déconseillée sur
l'isolement primaire, car les conditions de transport et d'hygiène
des rats, sur le terrain facilitent les infections bactériennes, très
souvent létales pour le rat. Néanmoins, la Cyc1ophosphamide peut
être utilisée sur le Pl (voir figures 5 et 6), et se révèle très utile sur
le P2, dans les deux cas à la même dose, à savoir 80
mg/kilogramme de poids (Wéry et al., 1977). Grâce à des injections
répétées d'Endoxan à 72 heures d'intervalle, on peut obtenir des
parasitémies au minimum de 1,6x 107 tryps/ml. Une ponction
intracardiaque stérile de 1 ml de sang est effectuée (paragraphe
précédent), 2 ml de milieu semi-défini, supplémenté de 20 % (V/V)
de sérum de veau fœtal et de 0,2% de gentamicine (P/V), sont
ensemencés avec 0,1 ml de sang parasité dans une boite de culture
(Bienen et al., 1980). Les cultures sont maintenues à 27°c. Après 4 à
5 jours, environ la moitié des essais d'ensemencement sont positifs,
et présente des formes procycliques en cours de multiplication. La
culture de masse se fait par addition progressive de milieu: 300 ml
de milieu à forte concentration de parasites (plus de 109 /ml),
permet de récolter, après centrifugation à 1500 g, environ 150 mg
de trypanosomes.

b) par passage cyclique chez la glossine
( d'après Dukes et al., 1989)

Des glossines de la sous-espèce G. morsitans morsitans sont
. nourries sur membrane de silicone avec du sang contenant des
trypanosomes peu virulents chez le rongeur. Environ 30 à 40 jours
après l'infection, les glossines sont disséquées, et le tube digestif·
présentant des trypanosomes est ensemencé sur milieu semi-défini.
On obtient ainsi des formes procycliques, que l'on peut cultiver en
masse selon le protocole exposé à la fin du paragraphe précédent.



32

1-2-2 A partir de l'isolement sur trousse KIVI

Le protocole est le même que celui cité plus haut, à saVOlf addition
progressive de milieu et centrifugation.

1-3 Cryopréser-\'ation des souches

1-3-1 Cas des formes sanguicoles

Il convient d'ajouter au sang contenant les trypanosomes un
cryoprotecteur (glycérol), et du tampon PSG (voir annexe 7), le tout
à volume égal de sang hépariné dans un tube plastique stérile
cryorésistant type Nunc. La présence de glucose dans le tampon de
congélation est très importante car ce glucose permet de fournir, à
la décongélation, un apport nutritif aux parasites. La congélation se
fait progressivement: 2 heures à -20°c, puis une nuit à -70°c,
et enfin stockage dans l'azote liquide à -196°c.

1-3-2 Cas des formes procycliques

Le protocole est le suivant:

- Réaliser un comptage à l'aide d'une cellule de Thoma afin de
préparer des stabilats de 2.106 tryp.l ml.
- Prélever 5 ml de culture dans un tube conique de 15 ml.
Centrifuger à 1500 g à - 4°C pendant 10 mn.
- Eliminer le surnageant et resuspendre le culot dans 6 ml de milieu
de congélation*.
- Aliquoter dans des tubes type Nunc de 1ml. Laisser sur la glace
20 mn, puis congeler progressivement : 2 heures à -20°C , une nuit
à - 70°C, puis plonger dans l'azote.

*Milieu de congélation :
- Milieu de Cmmingham
- Serum de veau foetal
- Glycérol (autocJavé)
- Gentamicine

33,5 ml
12,5 ml

4 mI
0,1 ml
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1-4 Stocks étudiés

Peu d'études de· ce type ont été entreprises sur l'Afrique Centrale.
De ce fait, les stocks disponibles étaient rares dans les Cryobanques
internationales. Ainsi, nous avons collecté des stocks sur le terrain
en République Populaire du Congo, que nous avons entretenus au
Centre ORSTOM de Brazzaville. Puis, certains ont été adaptés
directement en forme procyclique au Centre ORSTOM de
Montpellier par nos soins,. d'autres ont été adaptés par passage
cyclique chez G. morsitans morsitans au Tsetse Research Laboratory
(Université de Bristol, U. K.), par le Dr Peter Dukes. Tous les autres
stocks proviennent de cryobanques. Au total, 55 stocks ont été
étudiés. Nous avons distingué:·

- Tableau I: Ensemble des stocks isolés de l'homme et de l'animal
avant 1988. Tous ont été étudiés sous forme sanguicole, sauf MBA,
EATRO 1125 et PEYA, qui l'ont été sous forme procyclique.

- Tableau II: Ensemble des stocks humains isolés par nos soins au
Congo en 1989. Tous ces stocks ont été adaptés et étudiés sous
forme procyclique.

- Tableau Ill: Ensemble des stocks isolés de l'animal au Zaïre,
adaptés et étudiés sous forme procyclique.

Les codes de référence O.M.S. sont répertoriés dans l'annexe 8.

Les formes procycliq.ues sont un matériel convenable pour l'étude
isoenzymatique (Kilgour, 1980, Kaukas et al., 1990). Les quelques
différences d'activité de certains systèmes enzymatiques par
rapport aux formes sanguicoles sont imputables à des variations de
métabolisme entre les formes sanguicoles et les procycliques, et ne
gènent en tien les interprétations génétiques. Elles seront discutées
dans le chapitre "Résultats".

Conditions d'échantillonnage au Congo

En juin, les enquêtes ont été menées dans le foyer du couloir, en
particulier dans les villages de M'bé et de N'gabé (voir figure 11):
2287 personnes ont été examinées (Testryp CATT): 134 étaient
sérologiquement positives, dont 4 présentaient des trypanosomes
dans le sang. Sur les 4 essais d'isolement, une seule souche a pu
être stabilisée.



Tableau Ii Historique des souches isolées. de l'homme et de l'animal avant 19.88. Sont précisés successivement
(a) le laboratoire donneur (PROV. LABO.) ORST. BZV-= Centre ORSTOM de Brazzaville, BP 181, Brazzaville, R.P. Congo,

I.M.T.A.= Institut de Médecine Tropicale d'Anvers, Nationalestraat 155, B-2000, Anvers, Belgique; (b) le pays d'isolement
(PAYS ISOL.), (c) la ville ou le village (VILL.), (d) le foyer ou la région, (e) l'hôte, (f) l'année d'isolement, (g) les références
bibliographiques relatives à ces souches (1: Gibson et aL, 1980 , 2: Scott et aL, 1983 , 3: Tait et aL, 1984 part 1, 4:
Paindavoine et aL, 1986, 5: Tait et aL, 1989, 6: Noireau et aL, 1989; 7: Paindavoine et aL, 1989, 8: Godfrey et aL, 1990, 9:
Hide et aL, 1990), (h) les techniques utilisées par les précédents auteurs (1 pour isoenzymes, S pour sondes d' A.D.N.), enfin
(i) l'identification sub-spécifique effectuée par ces derniers (NG=non gambiense, Paindavoine et aL, 1986).

SOUC1Œ PROV.LABO. PAYS ISOL. VILL. FOYERIREGION HOlE ANNEE REF. BIBLIO 'ŒCHN. IDENTIF.
DI2K ORST.BZV a:NOO KOUNZOUlOU COULOIR MOlITON 1980 2,3.4,7,8 I+S T.b. gambi'ms~

PA ORST.BZV <XNJO COMBA BOUEN7A HOMME 1975 2.3.4,7,8,9 I+S T.b. gambil'ns~

ex ORST.BZV a:NOO MAKOUA CUVEITE HOMME 1974 2,3,4,7.8 I+S T.b. gambi~nu

TB26 ORST.BZV a:NOO K1NZABA BOUEN7A PORC 1983 1
. LIICL2 ORST.BZV a:NOO BRAZZAVILLE POOL PORC 1985 6 S T.b. gambi~nu

FY ORST.BZV a:NOO MBINDA** BOVENZA? HOMME 1985 6 S T.b. gambil'nu
BB ORST.BZV a:NOO K1NZABA BOUEN7A HOMME 1973 2 1 T.b. gambi~ns~-

1974 3.4,7,9
---------

MA ORST.BZV a:NOO MOSSAKA CUVEITE HOMME I+S T.b. gambil'nu
PEYA ORST.BZV a:NOO NOABE COULOIR HOMME 1980 1 1 /
CI26 I.M.T.A ZAiRE KINSHASA ? HOMME 1971 1,8 1 T.b. gambi~nu

MBA (1811) I.M.T.A. ZAlRE KINSHASA ? HOMME 1974 3,4,7 I+S ~gambi~nu

OUlB 1966 4,5,7,9
-----_.--

EATRO 1125* I.M.T.A. OUGANDA MAVUBWE SOlITH BUSOOA I+S T.b. bruui/NG
AUO (1829) I.M.TA ZAiRE MUSHIE BANDUNDU 'JfëMME 1970 1 1 /-

KEMLO (1821) I.M.T.A. ZAlRE OEMENA HAUT-ZAIRE HOMME 1974 3.4,7 I+S T.b. gambi~nu

BOSENDJA (1869) I.M.T.A. ZAiRE KINSHASA ? HOMME 1972 3,4,7
._~

- T.b. gambi;n;~

SANE (1786) I.M.T.A. CAMEROUN OUEFIGUE BAFIA(MBAM) HOMME 1976 3,4,7 - -1+5- T.b. ~am~~~~-
MOS (1787) I.M.T.A. CAMEROUN OMBESSA BAFIA(MBAM) HOMME 1974 3.4,7,9 I+S T.b. gambi~nu

CAMEROUN
--

1974 ---n;:-gii"E;-m.~-BIM (1789) I.M.T.A. CAMPO CAMPO HOMME 3.4,7,9 I+S
-

JUA (1190) I.M.T.A. CAMEROUN FONTFM FONTFM HOMME 1974 3,4,7 1+5 T.b. Rambi~nst

'" souche de référence de T. b. brucel, "'''' cas importé de la Bouenza, dépisté à Mbinda (région de la
Lékoumou).



Tableau II; Historique des souches isolées de l'homme au Congo. Sont indiqués successivement:
(a) le nom et le prénom du malade, (b) son Age, (c) son sexe, (d) son village de résidence et (e) sa région.
Puis sont indiqués: (f) les résultats du dépistage immunologique (CATT: ......... Réaction positive avec
agglutination trés forte, ...... Réaction positive avec agglutination forte, ... Réaction positive avec présence
d'agglutinats fins, D = Réaction douteuse), (g et h) les résultats de l'examen parasitologique
présence/absence de ganglion's (OUI= présence de ganglions, POS= présence de trypanosomes dans le suc
ganglionnaire), (i) les résultats de l'examen du LCR (numération des leucocytes et protéinorachie), U> les
méthodes d'isolement des souches (R= sur rat, K= trousse KIVI); détaillées dans le texte.

souams ro.4 flFEtO.A AGE SEXE VILLAGE REGION CATI GANGLIONS SANG * LCR ISOLEM.*'"
BAKOU BAKOUBOULA A 28 F KINSAKA BOUFNZA *** NON *** 0 0,20 R
BALEM BALEMBIKISSA A. 8 F MADIADIA BOUFNZA *** NON *** 0 0,10 R
BALPA BALOUKILA P. 38 F KINSAKA BOUENZA *** NON *** 8 0.20 R
BISSI BISSIM40U V. 56 F KINSAKA BOUENZA * OUI POS * ABSENTE K
BIH BHHJGaJM. 50 F TANGA BOUENZA *** OUIPOS * 3 0.80 R
BOllU. BOJKoc.n..ou S. ? M MINGA BOUENZA ? ? ? ? K
DEMBA DEMBAM. 50 F MAYANAMA BOUENZA *** NON ** 35 0,30 R
DlAN1'E"Œ DIANTETEM. 17 F MADlADlA BOUFNZA D NON ** 0 0.10 R ,

? F BOlJEN7A ? ? ? ?
-- ,.

DlCAR DIBM4ENZElA C. MINGA K
DlMONA DIMONAM. 20 F KINSAKA BOUENZA D OUI POS * 0 0.20 R
KlKOU KIKOUNGAL 38 M LOUDIMA BOUFNZA ** NON * 25 0.8 POS R
KOA KOUMBAA ? F MINGA BOlJEN7A ? ? ? ? K
MA BAYA MABAYAD. 15 F N'GABE COULOIR. '" OUIPOS * 66 0.60 R
MABIA MABIALA P. 2S M KIMBANDA BOUFNZA *** OUI POS * ABSENTE R
MABOU MABOUDI A 10 M KINSAKA BOUFNZA *** OUI POS * 0 0.18 R
MAlOUNDA MALOUNDA J.M. 25 M LOUDIMA BOUENZA *** OUI POS * 70 0.68 R
MATSOUMA MATSOUMAN. 9 F MAYANAMA BOUEN1A *** NON *** 0 0.10 R
MAZOUM MA2OUMBCX.I E. 1 1 M KINGOLl+ POOL *** OUI POS * 115 0,40 R
MBOUSSA MBCX.ISSA B. 25 F N'GABE COULOIR. * NON * ENCBNTE R
MBOULANO MBOUlANGAGAE. 80 M MOSSAKA CUVETrE *** NON * 66 0,80 R
NITOUL NITOULOUVE2CU H. 7 M MAYANAMA BOUFNZA *** NON * 0 0:10 R
MINIA MINKINZAJ. 50 F MAYANAMA BOUENZA *** NON * 6 0.20 K
NOABE N'GABELAA. 19 F N'GABE COULOIR. ** OUIPOS * 230 0,20 R
NSOUNGUI Nso...t-lGUI C. 3S F MAYANAMA BOlJEN7A *** OUI POS * 40 0,30 R
NSIMBA NSIMBAJ. 24 F MAYANAMA BOUFNZA *** OUI POS * ï 0.10 R
SILOU N'ZOUSSI L 38 M MAYANAMA BOUFNZA *** OUI POS ** ïOO,20- -·-.-K-

SANNA SANNAS. 18 F KINSAKA BOlJEN7A *** NON '" T-O.ïi- --R-

+ près de Mindouli
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Tableau III: Historique des souches isolées de J'animal au
Zaïre. La. colonne S.S.H. correspond à la sensibilité au sérum
humain: S= Sensible, R= Résistant.

SOUCHE HOIE VILLAGE roYrR ANNEE S.S.H.
SH/86 MOurON BANDUNDU BANDUNDU 1986 R
SW 1/87 PORC DJUMUNA BANDUNDU 1987 S
SW2/87 PORC DJUMUNA BANDUNDU 1987 S
SW3/87 PORC DJUMUNA BANDUNDU 1987 S
SW4/87 PORC DJUMUNA BANDUNDU 1987 S
SH161/87 MOuroN BOMA BOMA 1987 S
SH 109/87 MOuroN BOMA BOMA 1987 S
SW94/87 PORC BOMA BOMA 1987 S
SW 165187 PORC BOMA BOMA . 1987 S
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En août, une mISSIOn a été faite dans la regIOn de la Bouenza, plus
précisément dans les villages de N'Kayi, Kimbanda, Tanga (figure
12): sur les 1454 personnes examinées, 154 étaient positives ou
doûteuses sérologiquement, et 22 présentaient des trypanosomes
dans le sang. Les 22 essais d'isolement ont été tentés, mais une

.erreur dans la périodicité des injections de cyclophosphamide aux
rats a entrainé la perte de pratiquement tous les stocks. Deux stocks
ont pu être cependant stabilisés. Des recherches de trypanosomes
chez le bétail de ces villages (102 animaux examinés), se sont
avérées négatives .

.En septembre, une mission orientée uniquement sur l'évaluation
des infections à Trypanozoon et Nannomonas chez le bétail
domestique a été faite dans la région de la Bouenza, et en
particulier dans le district de N'Kayi. Sur les 65 moutons et les 25
porcs examinés, 26 moutons présentaient des trypanosomes du
sous-genre Nannomonas. 15 stocks ont été stabilisés.

En octobre, une tournée a eu lieu dans la Bouenza, sur l'axe
Madingou- Boko Shongo. Les villages de Kinsaka, Mayanama, Tanga
et Madiada ont été prospectés. Bilan: 1220 personnes examinées.
Sur les 68 sujets présentant des parasites dans le sang, 41 essais
d'isolement ont été effectués, 15 stocks ont été stabilisés.

Remarque 1:

D'un point de vue morphologique, il est aisé de distinguer
Nannomonas de Trypanozoon. Noireau et al., (1986), suggèrent qu'il
existe des infections mixtes à Trypanozoon/Nannomonas chez le
bétail, et que "la parasitémie à Trypanozoon reste latente et ne
s'extériorise qu'à l'occasion d'un transfert chez un nouvel hôte (rat),
après plusieurs passages successifs". Nous avons appliqué ce
protocole à nos 15 stocks, et après 4 à 7 passages chez le rat, ils
continuaient à ne présenter que des trypanosomes du sous-genre
Nannomonas. Les passages ont été alors interrompus, et les stocks
ont été cryoconservés.

Remarque 2:

Panni les 41 essais d'isolement, 5 ont été effectués sur trousse
KIVI, dont 4 ont pennis l'isolement et la stabilisation des stocks. Ce
fort taux de réussite (4 sur 5),. pour le premier essai de cette trousse
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sur le terrain, est très prometteur quant à l'avenir de cette méthode
d'isolement "in vitro".

2 Electrophorèse en actétate de cellulose

2-1 Principe de l'électrophorèse

Par électrophorèse, on désigne la séparation de molécules
organiques par action d'un champ électrique. Quand les molécules
sont des protéines, à caractère amphotère, elles sont ionisées sous
l'effet du pH du milieu dans lequel elles sont en solution, et
acquièrent une charge électrique. Cette dernière entraine leur
déplacement vers l'anode ou vers la cathode, dans la pellicule de
tampon qui recouvre l'acétate de cellulose. Ce déplacement est la
mobilité électrophorétique, qui est également influencée par la
taille et la fonne de la molécule protéique.

2-2 Electrophorèse d'isoenzymes

Les isoenzymes sont des protéines qui ont une même fonction
enzymatique et migrent différemment à l'électrophorèse. Ces
différences de migration reflètent les différences de charge
électrique globale, lesquelles dépendent avant tout des variations
de la structure primaire de la protéine. Ces variations de la
structure primaire sont commandées directement par la séquence
ADN (ou gène) correspondante. Les isoenzymes sont donc
consjdérées comme des marqueurs génétiques. A un locus donné,
différen ts allèles peuvent s 1exprimer, visuali sés après
électrophorèse par des bandes distinctes. Ces allèles subissent une
ségrégation mendélienne au sein des populations. Les isoenzymes
représentant des allèles différents d'un même gène sont appelées
allozymes (Prakash et al., 1969). Les résultats de l'électrophorèse
ou zymogrammes sont interprétés, dans la mesure du possible, en
terme allélique. Les zymogrammes définissent un profil
enzymatique. L'ensemble des stocks présentant le même profil
enzymatique est regroupé sous le terme de zymodème (Godfrey,
1979). Il est à remarquer que le concept dezymodème est
purement descriptif et empirique, et n'a aucun pouvoir prédictif sur
la nature biologique et le comportement évolutif des variants ainsi
individualisés (Tibayrenc et Ayala, 1988).

Après électrophorèse, la mise en évidence des bandes pour un
système enzymatique donné s'effectue par des procédés
histochimiques spécifiques. La plaque d'acétate de cellulose est
traitée par une solution contenant:

le substrat spécifique de l'enzyme à analyser;
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des cofacteurs: coenzymes, ions et autres corps chimiques
éventuellement nécessaires à l'activité de l'enzyme en cause;

un sel coloré, susceptible de réagir avec le produit de la
réaction catalysée.

A. l'endroit de la plaque où l'enzyme spécifique a migré, aura lieu
une réaction pouvant. se schématiser ainsi:

Substrat • Produit + sel---......Bande colorée

i
Enzyme

Exemple:

La plupart des déshydrogénases catalysent le transfert d'un atome
d'hydrogène, de leur substrat à une coenzyme (NAD+ ou NADP+).
L'atome d'hydrogène est transféré par la phénazine méthosulfate
(PMS), sur un sel de tétrazolium (NBT ou MTT). Il se forme, à
l'endroit de l'activité enzymatique, un précipité insoluble de couleur
bleue: ~e formazan (Pasteur et al., 1987, Harris et Hopkinson, 1976).

2-3 Méthode

Nous avons utilisé 19 systèmes enzymatiques permettant l'étude
de 24 loci: ALAT, ALP, DIA2, GAPD, GOT, GPI, G6PD, GSR, IDH, LAP,
MDH, MEl et 2, NHa et h, NHc, PEP2, PGD , PGM, SODa et h, TDH,
UGPP 1 et 2. Les dénominations et les codes de référence sont
regroupés dans l'annexe 9. Les procédures de migration et de
coloration ont été adaptés à l'étude des trypanosomes· africains
d'après les protocoles communiqués par Cariou, 1977, Harris and
Hopkinson, 1976, Kreutzer et al., 1980, 1981, 1983, Lanham et al.,
1981, Pernin et al., 1985, Richardson et al., 1986, Shaw et Prasad,
1970, Stevens et ·al., 1989, et Tibayrenc et al., 1985.

2-3-1 Préparation des extraits enzymatiques

Les culots de trypanosomes (cf paragraphe 1-2) sont. centrifugés à
1440 g. Le surnageant est retiré, et remplacé par un volume de
stabilisateur d'enzyme (Miles et Ward, 1978) sen&iblement égal à
celui du culot parasitaire. Après homogénéisation,· les culots sont
disposés sur de la glace pendant 15 mn, puis centrifugés à 1440 g.
Le surnageant, constituant l'extrait enzymatique, est aliquoté par
volumes de 10 IJI.· Les extraits sont stockés à -70°c jusqu'à
utilisation. Le culot résiduel est conservé à -70°c pour étude de
l'ADN.
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2-3-2 Protocole électrophorétique

Tout le matériel utilisé pour l'électrophorèse est fabriqué ·par
HELENA Laboratories, et les produits chimiques proviennent de
chez SIGMA.

Les tampons de migrations, ceux de révélation, les. différentes
conditions d'électrophorèse et de révélation spécifique sont
détaillées respectivement dans les tableaux IV, V et VI.

al Migration

La plaque d'acétate est imbibée dans le tampon de migration, ou
une de ses dilutions (voir tableau VI), pendant 15 minutes. Puis, les
échantillons sont déposés sur la plaque à l'aide d'un peigne spécial.
Trois applications sont faites sur l'acétate de cellulose. La plaque est
disposée, face plastifiée vers le haut, dans la cuve, dont chaque
compartiment a été rempli au préalable de 50 ml de tampon de
migration. Le compartiment central est, soit garni d'eau ou d'un
système réfrigérant, soit laissé vide (cf tableau VI), ceci en fonction
du tampon de migration. Une plaque en verre recouvre la plaque
d'acétate pour assurer un meilleur contact électrique. La durée et
le voltage de la migration varient selon le tampon utilisé (voir
tableau VI).

bl Coloration

Les solutions de coloration spécifiques (tableau VI), sont mélangées
à 10 ml d'agarose à 1,2 %, préalablement porté à ébullition, puis
refroidi à 60°c. Le mélange est coulé dans une boîte de Pétri en
plastique (diamètre 14 cm), disposée ensuite à l'abri de la lumière.
Les plaques 'Sont appliquées, côté acétate, dans la boîte de Pétri sur
le mélange agarose/solution de coloration. Les boîtes sont placées à
l'étuve à 37°c pour la révélation enzymatique.
Lorsque les bandes sont suffisament révélées, les plaques d'acétate
sont retirées, et fixées dans l'acide acétique à 5 % pendant 5
minutes, puis séchées à l'air libre.

2-4 Interprétation des résultats

Dans un premier temps, l'interprétation des résultats permettra de
discuter des degrés de parenté phénétiques ou génétiques qui
relient les différents zymodè~es entre eux. Ensuite, plusieurs tests
statistiques permettront de cerner le mode de reproduction de ces
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Tableau IV: Tampons de migration.

CŒE COMPOSmON
A TRIS-VERSENE-BORATE 0,5 M pH 8,0
B TRIS BARBITAL SODIUM BARBITAL (HELENA HR) pH 9,0
C TRIS 0,1 M, ACIDE MALEIQUE 0,004 M, EDTA 0,01 M, MG CU 0,01 M pH 8,6
D TRIS 0,66 M, ACIDE CITRIQUE 0,083 M pH 8,6
E TRIS 0,2 M, TRICINE 0,025 M, K Cl 0,01 M pH 8,0 :

F ACIDE CITRIQUE 0,15 M, Na H2 P04 0,24 M pH 6,3
G Na H2 P04 0,2 M dans Na2 H P04 0,2 M jusqu'à obtention de pH 7,0
H TRIS 0,1 M, ACIDE CITRIQUE 0,01 M pH 8,2
1 TRIS 0,1 M, ACIDE BORIQUE 0,3 M pH 7,6 + 10% sucrose
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Tableau V: Tampons de révélation.

a:I:E COMPOSmON
1 TRIS HCI 1,0 M pH 7,0
2 TRIS HCl 1,0 M pH 8,0

·3 TRIS 0.076 M, ACIDE CITRIQUE 0.005 M_pH 7,9
4 TRIS 0.2 M, ACIDE MALEIQUE 0.2 M pH 6,0
5 Na H2 P04 0.025 M, Na2 HP04 0.08 M pH 7,4
6 TRIS H Cl 0.1 M pH 8,6
7 Phosphate de Sodium 0.1 M + 0.0032 % de Riboflavine
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Tableau VI: Conditions électrophoretiques et solutions de
coloration spécifiques à chaque enzyme" Sont indiqués
successivement: (a) le loci enzymatique, (b) le tampon de migration
T. M. (cf tableau IV), avec entre parenthèses, la dilution appropriée
de celui-ci pour l'imbibition des plaques d'acétate (voir texte).
Certains de ces tampons doivent être dilués pour la migration (D au
3/4 pour l'ALAT, G au 112 pour GSR, A au 8110 pour ME, C au 1/4
pour PGD, E au 8/10 pour TDH et B au 8/10 pour UGPP). Sont
indiqués ensuite: (c) le voltage en volts (VOLT.), (d) la durée de
migration (DUR.) en minutes, (e) le tampon de révélation (cf tableau
V), (f) la solution de coloration spécifique (la liste des produits
chimiques et leurs abbréviations sont détaillées dans l'annexe 10).

FNZYME T.M. VOLT. DUR. T.R. saumON DE COLORATION

ALAT· D (1/15) 200 45 5 acide alpha kétog1utarique 5 mg. L a1anine 10 ml. LDH ( de coeur de boeuf) 15 Ul. NADH" 2 mr

ALp· F (5/10) 80 35 3 fi naphtyl acide pbolpllate 50 mg. Mg C12 20 mg. Mn C12 (4 H20) 2 mg. Fut Blue RR 15 mg

danl 200 pl acMoue'

DlA2· 1 200 "20 6 NADPH Na4 nit 10 mil. 100 Dl MTT. 100 pl DlCP ( lolutiou 1 mil/ ml)

OAPD A (25/100) 200 25 1 (25/100) FructOie 1.6 dillhOlpba(e Na4 aa1t 12,5 mg. aldolue ( de mlllcie de lapin) 0.7 Ul: incuber 1 37"c

lpeudant 60 mn, paU ajouter acide anllllÎc Na2 lait 12,5 mg. acide pyruvic 12.5 mg. NAD 5 mg.

NBT 5 mil. l'MS 1,5 mil

ocr A (5/10) 160 35 2 (1/1 0) L acide aJP&rtic 25 ml. acide alpha kMoliutarique 20 mg. pyridoxal 5 pholphate 3 mg: réajulter

1 pH 8 avec NaOH 40". pail ajoœer Fut Blue BB 20 IIIg.

OPI A (251100) 180 30 1 (25/100) fructOie 6 IlboIllhate 10 mg. G6PDH (de levure TonI1a) 5 Ul.MIC12 50 mg. NADP 5 mg. NBT 5 mit.

PMS 1,5 mg

G6PO" B 200 25 1 (5/10) IglucOie 6 phOlIDhate 5 ml. MgCl2 50 mg. NADP 5 mg. NBT 2,5 mg. l'MS 3 mr

GSR· o (15/100) 160 35 2 (25/100) Irlutathiou forme oxydée 10 mr. NADPH Na4 aa1t 5 mit. NBT 5 mit

IDH· A (5/10) 160 35 2 (1/10) DL acide aocitrique 10 mg. MgC12 SO mg. MnC12 5 mit. NADP 5 mg. NBT 2.5 mg. PMS 1.5 mg

LAP A (25/100) 200 30 4 (15/100) leucine fi natlbtvlllDide 30 IIIl!. fut black K aa1t 10 ml!

MDH B 160 35 1 (2110) 0.9 ml DL acide malique 1.0 M pH 7.0. NAD 5 ml!. NBT 5 ml!. l'MS 1,5 mg

ME· A (20/100)1 160 40 1 (25/100) 0.6 ml DL acide malique 1.0 M pH 7.0. MgC12 50 mg. NADP 5 mg, NBT 5 mg. PMS 1,5 mg

NHI el b· A (75/100) 200 30 2 (1110) ino.ine 10 ml. lWI1hine oxvdue (de lait de beurre) 0.6 Ul. MTT 0.6 ml!. PMS 1.5 mg

NHc· A (75/100) 160 30 2 (1/10) déoxyinoline 10 mg. lWIthiDe oxvdue (de lait de beurre) 0.6 Ul. MTT 0.6 mg. PMS 1.5 mg

PEP2 A 200 30 2 (1/10) L. leucyl L alanine 5 mg. L amiDo acide oxydue 1 mg. pm,xydue 1 ml. MgC12 30 mg. MDC12 3

ml!. 3 amiD06thylcarbuole 5 mg dana 400 pl d·"th.acol

PClD" C (25/100) 200 25 2 (251100) Icide 6 llbolllhollUCODÎClIJe 10 mr. MRCl2 50 mg. NADP 5 mg. NBT 5 mg. PMS 3 mg

POM A (25/100) 160 35 2 (25/100) Iglucose 1 Ilholllbate 20 mg. G6PDH 8 Ul. MIC12 SO mg. NADP 5 mr. NBT 2,3 mg. PMS 3 mg

TDH· E (5/10) 160 35 2 (1/10) L thrioDÎDo 100 mg. KCI ISO mg. NAD 10 mg. MTT 1.8 mg. PMS 1.5 mg

sa> 1 300 30 7 EDTA 0.2 M 100 pl, !NT (5 mg/ml) 750 ut. dilPOSer la plaque .ur la gllioie. p~i& incuber 10 me

1 l'abri de la lumi"re. ot r"v"ler olauite IUT UD Dlll/llOICOpe

UOpp B (75/100) 200 302 (4110) uridioe dipbolphogluçolC 50 mg. pyrophosphate NI4 IAII 70 mg. NADP 10 mg. G6PDH 10 ur.
Ilboallhollucomutue (de mUlclo de lapin) 90 UI. glucole 1.6 dipholphale 1 mg. EDTA 60 mg.

MgC12 SO ma. MTT 1.2 ma. PMS 3 mg

" nécessite un refroidissement ( Cooling sponges de HELENA) + glace sur la cuve.
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parasites. Enfin, en se basant sur la répartition géographique des
zymodèmes, nous discuterons les implications épidémiologiques des
résultats.

2-4-1 Relations phénétiques et phylogénétiques

al Distance de Jacquard (Dj)

Cette distance permet de quantifier la ressemblance phénétique
entre deux zymodèmes (Jacquard, 1973). Elle se calcule selon la
formule:

Dj= 1- C/2N- C avec C= nombre de bandes communes aux
. deux zymodèmes, et N= nombre de bandes totales révélées.

b) Distance de Nei

Cette distance (Nei, 1972), présente divers avantages par rapport à
une taxonomie phénétique. D'abord parce elle a une signification
génétique précise (nombre moyen de codons différents par gène
entre deux populations); puis elle a été utilisée pour l'étude
d"organismes divers, en particulier des Kinetoplastidae, T. cruzi
(Tibayrenc et Miles, 1983, Tibayrenc et al., 1986) ou le genre
Leishmania (Serres et Roux, 1986). Les résultats numériques
obtenus permettent donc des comparaisons interorganismes
directes.

Formule
Si xi est la fréquence du ième allèle d'un gène d'une

population X, et yi celle du ième allèle au même locus dans' une
population Y, la probabilité d'identité de deux. allèles pris au hasard,
l'un dans X et l'autre dans Y est P (Xy)=I. xiyi. Par ailleurs, la
probabilité d'identité de deux allèles p'ris au \asard à ce locus, au
sein de la population X est P(X)= t xi2, et au sein de Y, est
P(Y)= t yi2• . 1

Entre I~s deux populations, la distance de Nei (D) est:

D= - Ln P(XY)/VP(x) P(Y)
La barre coiffant les P indiquent qu'il s'agit ici des moyennes des
probabilités d'identités sur l'ensemble des loci étudiés (Pasteur et
al., 1987).

c) Dendrogrammes

La classification hiérarchique, réalisée à ·l'aide de nombreux
modèles d'agglomération (Lance et Williams, 1967, Legendre et
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Legendre, 1979, Sneath et Soka1, 1973), aboutit à la construction
d'un dendrogramme permettant de visualiser les relations
taxonomiques entre les différents zymodèmes (programme
informatique communiqué par Roux et Serres, voir Serres et Roux,
1986).

d) Réseau de Wagner

Dénommé aussi "arbre sans racine", le réseau de Wagner est basé
sur le principe de parcimonie (nombre minimum de pas évolutifs).
Il visualise les relations phylogéniques existant entre les différents
zymodèmes. Le traitement des données est effectué grâce à
l'algorithme MIX, extrait du programme PHYLIP distribué par J.
Felsenstein, 1978.

e) Analyse Factorielle des Correspondances CAFC)

C'est une méthode d'analyse multidimensionnelle, essentiellement
descripti ve, adaptées au traitement des données qualititati ves
(Schwartz, 1963). Les variables sont les différents loci, les données
sont les interprétations alléliques, ou phénétiques, à chaque locus,
et pour chaque zymodème. Cette méthode permet de prendre en
compte' toutes les variables simultanément, de préciser leurs
importances relatives, et de situer chaque zymodème sur un
graphique à deux dimensions (Benzécri, 1982, 1984). Le traitement
des données se fait grâce au programme BlüMECO, fournit par le
laboratoire de biométrie du CEPE (CNRS, Montpellier France).

2-4-2 A propos du mode de reproduction

Les tests de ségrégation et de recombinaison (Tibayrenc et al.,
1990, Tibayrenc et al., sous presse), appliqués aux résultats
isoenzymatiques des populations de T. brucei, permettent de
vérifier plusieurs' conséquences du mode de reproduction de ces
parasites. Ils permettent de tester:

a) la ségrégation des allèles:

- présence d'hétérozygotes fixés: si l'on observe, à un ou plusieurs
loci, un fort excès ou une présence exclusive d'hétérozygotes, ceci
est incompatible avec une reproduction sexuée. La loi de
ségrégation des allèles à la méiose devrait permettre d'obtenir des
homozygotes dans la descendance ;
- plus généralement; l'absence ou l'excès de certains génotypes
ségrégeants: s'il y a reproduction sexuée donc méiose et ségrégation
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allélique, il Y a donc production dans la descendance d'homozygotes
et d'hétérozygotes. Si certains génotypes pour un locus donné sont
absents ou sous-représentés, ceci remet en cause l'hypothèse d'une
reproduction sexuée;
- des populations se multipliant par recombinaison sexuée libre
sont en équilibre de Hardy-Weinberg, ce qui permet une
vérification des deux tests précédents. Une· très forte déviation à cet
équilibre est aussi en faveur d'une reproduction clonale;

b) les recombinaisons des génotypes entre les différents loci:

- l'ubiquité de certains génotypes multilocus et leurs hyper­
représentations, ou au contraire la sous-représentation de certains
génotypes multilocus, en des lieux géographiquement séparés, sont
en faveur d'une reproduction clonale;
- une association inter-locus non aléatoire, ou déséquilibre de
liaison, plaide en faveur d'une reproduction asexuée uniparentale.

Le détail de ces différents tests statistiques sera expliqué dans le
chapitre "Résultats".

3 Analyse du polymorphisme des fragments de restriction CRFLP)
de l'ADN kinétoplastique CADNk)

3-1 Principe

L'ADNk est facilement séparable de l'ADN nucléaire (voir annexe
Il). La digestion par endonucléases de restriction permet de
linéariser cet ADN (maxicercles uniquement), en un nombre de
fragments égal au nombre de sites de coupures (exemple: pour ECO
RI, 3 sites de coupure RI, R2, R3 donnent 3 bandes). Sachant que les
maxicercles sont formés d'une partie constante et d'une partie
variable (Steinert et al., 1976, Fairlamb et al., 1978), si les sites de
coupure encadrent la partie variable, sa taille pourra facilement
s'évaluer par électrophorèse:
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REGION VARIABLE

R2 l R3
1 , , 1

l b c

Origine

c:::1 b varie en taille

c:::1 a partie constante

c:::J c partie constante

Tout changement du nombre de nucléotides au niveau de cette
partie variable se traduira par un changement de taille, donc de
poids moléculaire, décelable par· migration électrophorétique sur gel
d'agarose. Les bandes ainsi individualisées définissent un profil de
restriction. Tous les stocks présentant le même profil de restriction
se regroupent sous le terme de schizodème (Morel et al., 1980).

3-2 Protocole

La technique utilisée est issue de Gibson et al., (1985), avec
quelques modifications (Gibson, communication personnelle). Le
protocole d'extraction de l'ADNk est développé dans l'annexe Il.
L'ADNk, très stable, peut se conserver à -4°c. Deux enzymes de
restriction ont été utilisées: ECO RI et HIND III.

Dans chaque cas, le protocole de digestion est le sUivant:

1) Préparer une solution 1 contenant Bovine Serum Albumin (BSA)
100 Jlg/ ml, et spermidine 4 mM.
2) Dans un Eppendorf, ajouter:
-7,5 JlI de solution 1
-1 JlI d'enzyme de restriction
-1,5 JlI de tampon spécifique de l'enzyme (vendu avec elle)
-5 JlI de solution d'ADNk

La digestion dure deux heures à 37°c. Chaque produit de digestion
est additionné de 0,1 % (VN) de bleu de bromophénol utilisé
comme marqueur de migration. Cette migration se fait dans un gel
d'agarose à 0,6% dans du tampon TAE (Tris 40 mM, Acide acétique
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1 mM, EDTA 0,5 M pH 8), additionné de bromure d'éthidium à
raison de 0,5 1Jl! ml.
La durée de migration est de deux heures à 50 volts, ou toute la
nuit à 10 volts.
La révélation des bandes se fait en lumière ultra-violette (320 nm
de longueur d'onde), et des photographies sont effectuées (Polaroïd
Ouv. 4,5, t=l mn). .
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RESULTATS EfDISCUSSION

Dans un premIer temps, nous exposons les résultats
électrophorétiques, leurs interprétations et les représentations
graphiques qui en découlent. Puis, les profils de restriction (RFLP)
seront présentés, et comparés avec ceux de l'électrophorèse d'iso
enzymes. Ensuite, nous appliquerons les tests de recombinaison et
de ségrégation à nos résultats, et leurs conclusions seront discutées
à propos du mode de reproduction des trypanosomes. Enfin, après
avoir présenté la répartition géographique des différents
zymodèmes, nous essayerons· d'évaluer l'apport de cette étude à
une meilleure compréhension des facteurs qui conditionnent
l'épidémiologie de la THA au Congo, au Zaïre et au Cameroun.

1) Electrophorèse d'isoenzymes

1-1 Zymogrammes et interprétations

Nous avons distingué les zymogrammes permettant une
interprétation allélique de ceux qui ne se prêtent qu'à. une lecture
purement phénotypique.

1-1-1 Zymogrammes interprétés en terme allèlique

Considérant la structure du génome de T. brucei comme diploïde (cf
Généralités § 2-1), la plupart des zymogrammes observés ont été
interprétés en terme allélique. Les allèles à chaque locus sont
numérotés à partir de 1, allèle le plus rapide. Sur les 24 loci étudiés,
20 loci ont permis une interprétation allélique, dont 8 se sont
avérés monomorphes (DIA2, GAPD, GPI, GSR : annexe 13, MDH, MEl
: annexe 14, NB a et NH b) et 12 ont présenté de la variabilité
(ALAT: annexe 15, ALP, G6PD, IDH : annexe 16, LAP, ME2 : annexe
14, NH c : annexe 17, PGM : annexe 18, PGD, TDH, UGPP 1 et UGPP
2).

1-1-2 Zymogrammes interprétés phénotypiquement

Parmi les 24 loci étudiés, 4 se sont révélés difficilement
interprétables en terme allélique. Il s'agit de :

- GOT: 4 phénotypes différents ont été observés (annexe 19) et
regroupés dans 3 types: l, Il et III. Le type 1 comprend deux
phénotypes, chacun présentant deux bandes qui ne diffèrent entre
elles que par l'intensité de chaque bande (la bande supérieure est
plus forte pour les stocks étudiés sous forme procyclique, la bande
inférieure est plus forte pour les stocks étudiés sous forme
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sanguicole). Ces différences d'intensité reflètent des différences
d'activité enzymatique GOT entre les formes sanguicoles et les
formes procycliques. Sachant que la GOT intervient dans la
transformation de l'alpha-kétoglutarate en oxaloacétate, qui est
utilisé dans la production d'adénosine triphosphate (ATP), et que
cette production d'ATP joue un rôle important dans l'activité
métabolique cellulaire, les différences d'activité GOT entre formes
sanguicoles et procycliques reflètent probablement un besoin
métabolique qui varie selon le milieu environnant le parasite, à
savoir le sang pour les sanguicoles, le milieu de culture "in vitro"
pour les procycliques (Kilgour, 1980, Kaukas et al., 1990).

- PEP2: deux types de zymogrammes, 1 et II, ont été visualisés
(annexe 20).
- SOD a et SOD b: la distinction entre les différents phénotypes
observés répond au schéma suivant:

+

DEPOT

SODa

Il

------- DEPOT

Il III

SODI>

Le locus SOD a migre vers l'anode, et SOD b vers la cathode. Dans
notre étude, le phénotype SOD a II était toujours associé au
phénotype SOD b III, et SOD a 1 associé soit à SOD b l, soit à SOD b
II.

1-2 Zymodèmes individualisés. variablité génétique et
phénétique

al Zymodèmes individualisés

L'ensemble des 23 zymodèmes décrits sur la base de 24 loci sont
exposés dans le tableau VII. Les stocks de parasites sont
répertoriés par zymodème dans le tableau VIII. Des stocks qui
apparaissent différents en étudiant 24 loci deviennent identiques
en n'utilisant que les 20 loci se prétant à l'interprétation allélique.
Sur la base de ces 20 loci, nous avons les identités suivantes: Z4=Z5,



Tableau VII: Zymodèmes individualisés (Z) sur la base de 24 loci. Les loci monomorphes dans
notre échantillonnage (DIA 2, GAPD, GPI, GSR, MDH, ME l, NB a et NH b) ne sont pas indiqués. Les loci suivis
de .,. ont été interprétés phénotypiquement (voir texte). La colonne. (Nb) indique le nombre de stocks
représentéS pour chaque zymodème.

Zl IALAT ALP GUT* G6PD JDH LAP ME2 NHc PEP2* PGM PGD SODa* SO/Jb* WH 'rlGPPI ~GPP2 Nb

1 414 212 1 . III III III 112 212 II 112 III II III 212 112 III 1
2 212 212 1 III III III 112 212 11 112 III Il III III 112 III 1
3 212 212 1 III 112 III III 112 II III III 1 11 212 212 Ill. 1
4 212 212 1 III III 212 III 212 11 112 III 1 11 212 212 III 1
5 212 212 1 III III 212 III 212 11 112 III 1 1 212 212 III 6
6 lB 212 1 III III III 111 212 1 112 0 1 1 212 212 III 1
7 214 212 1 III III 212 112 212 11 212 III Il III 212 112 III 20
8 214 212 1 III III 212 0 212 1 212 III II III 212 112 III 4

9 212 212 III III 112 212 III 212 1 III III 11 212 212 III 2
10 214 212 1 III III 212 112 212 1 212 III 1 1 212 112 III 1
1 1 414 212 1 III III 212 112 212 II 212 III 1 1 212 112 III 1
12 212 212 1 III III 212 112 212 11 212 III 1 1 212 112 III 3
13 414 212 1 III III 212 112 212 II 212 III 1 1 III 112 III 2
14 414 212 1 III III 212 112 212 1 212 III 1 1 212 112 III 1

1 5 214 212 1 III III 212 112 212 11 212 III 1 1 112 212 III 1
16 212 212 1 III III 212 112 212 II 212 III 1 1 212 212 III 1
17 214 212 1 III III 212 112 212 11 212 III 1 1 112 112 III 1
18 214 III 1 III III 212 0 212 1 212 III 1 1 212 212 112 1
19 214 III 1 III III 212 0 212 1 212 III 1 1 212 212 III 2
20 214 III 1 212 III 212 0 212 1 212 III 1 1 212 212 III 1
2 1 414 212 II III III III 0 212 1 212 III 1 1 212 212 III 1
22 214 212 11 III III 212 0 212 1 212 III 1 1 212 212 III 1
23 214 212 1 III III 212 0 212 1 112 III 1 1 212 212 III 2

U1-
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Tableau VIII: Identification des stocks par zJ'IDodème. Les
principales caractéristiques relatives au lieu (VILL.= ville, ou
village), à l'hôte, et à la date d'isolement de chaque stock sont
rappelées, avec le zymodème correspondant dans la colonne (Z).

STOCKS PAYS REGION VILL. HarE ANNEE Z
MHA ZAIRE ? KINSHASA 1 HOMME ' 1974 1
::il1lSC> ZAlRE R RA MUl JN 1986 l
EATRO 1125 OUGANDA souœ BUSOGA MAVUBWE GulB 1966 3
SW3/87 ZAIRE BANDUNDU DIUMUNA PORC 1987 4
SW 1/87 ZAIRE BANDUNDU DJUMUNA PORC 1987 5
SW2/87 ZAIRE BANDUNDU DJUMUNA PORC 1987 5
SW4/87 ZAIRE BANDUNDU DJUMUNA PORC 1987 5
SW161/87 ZAIRE BOMA BOMA MouroN 1987 5
::iW94/lS'/ L.AlKI:. HUMA HUMA FORC 1987 5
SW165/87 ZAIRE BOMA BOMA PORC 1987 5
SH109/87 ZAIRE BOMA HOMA MouroN 1987 1 6

A UX'Kl) ll"IN~A""A 1989 7
BALPA aND BOUEN1A KINSAKA HOMME 1989 7
BISSI aND BOUEN1A TANGA HOMME 1989 7
SILOU UND MAYANAMA 19l59 7
MINJA aND BOUENZA MAYANAMA HOMME 1989 7
KOA aND BOUEN1A MINGA HOMME 1989 7
rlT(,AR aND IV"\I JI::1'J: 'A MINGA 1989 7
SANNA aND BOUEN1A KINSAKA HOMME 1989 7
DIAM"T'" QlIoKD BOUl:NLA MAOIADIA HOMME 1989 7
NSOUNGUI aND BOUENlA MAYANAMA' HOMME 1989 7

UND MAVANAMA 1989 7
MABOU aND BOUEN1A KINSAKA HOMME 1989 7
BlH aND BOUENZA TANGA HOMME 1989 7

INSTMRA aND MAYANAMA 1989 7
BAKOU aND BOUENZA KINSAKA HOMME 1989 7
MABIA aND BOUENZA KlMBANDA HOMME 1989 7

IDEMBA aND 'A MAYANAMA 1989 7
MAZOUM aND PCX>L KINGOU* HOMME 1989 7
BALEM aND 'A MADIADIA HOMME 1989 7

ID12K Ul'lCU 'li '1111 "li 1980 Il
PA aND BOUENZA COMBA HOMME 1975 8
TB26 aND BOUENZA KINZABA PORC 1983 Il
CI( aND CUVEIïE MAKOUA HOMME 1974 8

UX'KD POOL RIl A "7 A J; FORC 1985 9
FY aND ? MOINDA HOMME 1985 9
BB aND BoUENZA KINZABA HOMME 1973 10
1"--' '~ UN.I.> A 1989 1 1
PEYA aND COULOIR N'GABE HOMME 1980 12
NGABELA aND COUlDIR N'GABE HOMME 1989 1 l
IMABAYA aND Y'\In N'e.AH... 19119 J. l
MBOUlANG aND CUVETŒ MOSSAKA HOMME 1989 13
MALOUNDA aND BOUENZA LOUDIMA HOMME 1989 13
IMA (ll'KD CUVEITE un~~A""A 1974 1 4
BOUlA UND MINGA HOMME 1989 15
IMATSOUMA aND MAYANAMA HOMME 1989 ICI
IMBOUSSA UX'KD COULOIR NGABE HOMME 1989 17
ISANE BAFIA .- ,~~- 1976 1 Il
MOS CAMFROUN BAFIA OMBESSA HOMME 1974 19
BIM CAMFROUN CAMPO CAMPO HOMME 1974 19
IJUA 'IN 1974 lU"Ill"l'MI '1 ZAIRE HAUI'-ZAlRE GEMENA HOMME 1974 21
C126 ZAIRE ? KINSHASA HOMME 1971 II
IAUO ZAIRE R. 1970 23

A ZAIRE ? KINSHASA HOMME 1972 23

• près Mindouli
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Z7=Z10=Z15 et Zll=Z13=ZI4. Les 4 loci seulement accessible à une
lecture phénotypique (GOT, PEP2, SOD a et SOD b), apparaissent
ainsi comme très discriminants, puisqu'il permettent de distinguer
5 zymodèmes supplémentaires.

b) Variabilité génétigue sur l'ensemble des souches

Les résultats électrophorétiques permettent de calculer plusieurs
indices de' variabilité génétique:

- Taux de polymorphisme P:
rappel: P= nombre de loci variables/nombre total de loci.
P=O,666.

- Diversité génétique moyenne H ou hétérozygotie théorique:
rappel: H=Lh/r avec h=l-Lq2 h=diversité génétique à chaque
locus, qi=fréquence du ième allèle du gène à ce locus (voir tableaux
XIII et XIV), r=nombre de loci alléliquement interprétables (ici 18).
H=O,096.

- Nombre moyen d'allèles A:
rappel: A=Lalr avec a=nombre d'allèles par locus
/pour tous les loci A=1.7.
/pour les loci variables A=2,83

- Hétérozygotie observée Ho:
rappel: HO=Lhétérozygotes observés par loci/r
Ho=O,121

- distances génétiques de Nei: elles sont indiquées dans l'annexe 21:
distance génétique moyenne = 0,246;· écart-type = 0,149; distance
maximale = 0,72 (entre Z3 et Z20, qui diffèrent entre eux par 8 loci);
distance minimale = 0,02 (entre ZI8 et Z19, qui ne diffèrent que par
un seul locus). Ces résultats reflètent une variabilité génétique non
négligeable, mais qui reste relativement faible en comparaison de
celles observées pour d'autres trypan'osomes, appartenant par
exemple à l'espèce T. cruzi (distances génétiques supérieures à 2,
Tibayrenc et al., 1986).

cl Variabilité phénétique.

L'ensemble des distances de Jacquard est regroupé dans l'annexe
22: distance moyenne = 0,381, écart-type = 0,161, distance
maximale = 0,71 (entre Z3 et Z20 qui diffèrent par Il loci sur 24),
distance minimale = 0,06 (entre ZI8 et Z19 qui ne diffèrent que par
un locus).
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1-3 Représentations graphiques des relations entre
zymodèmes

a) Basées sur l'interprétation allélique (20 loci)

1) Dendrogramme des distances génétiques de Nei

La classification hiérarchique ascendante obtenue, basée sur
l'agglomération en liens moyens des zymodèmes, est présentée
dans la figure 7.
Nous avons effectué des comparaisons, par paires de stocks, entre
distances génétiques calculées (annexe 21) et distances génétiques
mesurées sur le dendrogramme, dans le but de tester l'adéquation
du dendrogramme à la matrice de distances. La corrélation est
hautement significative (annexe 23): coefficient de corrélation
R=0;848, p<10-4, d.d.!. = 152. Le dendrogramme résume "donc de
façon satisfaisante la variabilité génétique constatée dans la matrice
de distances génétiques standard. Deux "sous-groupes"
apparaissent:

- groupe A: réunit les zymodèmes isolés de l'homme, excepté Z8,
qui a été isolé de l'homme et de l'animal. Les stocks de référence,
étiquetés comme T. b. gambiense (cf tableau 1), se regroupent dans
des zymodèmes agglomérés dans A, exceptés les stocks LIICL2 et
FY (Z9).
- groupe B: rassemble 6 zymodèmes sur les 18 distingués par
l'interprétation allélique: Z2, Z3, Z4, Z5, Z9 et Z6. Ce sont tous des
zymodèmes isolés seulement de l'animal (Z3 comprend. la stock de
référence de T. b. brucei EATRO 1125), excepté Z9, isolé à la fois de
l'homme et de l'animal.

2) Réseau de Wagner

Il est présenté dans la figure 8. Les distances patnstlques, ou pas
évolutifs, sont indiqués entre chaque intersection et permettent de
quantifier les relations phylogénétiques entre les différents
zymodèmes.
Le . regroupement des zymodèmes en sous-ensembles nettement
distincts est moins net que dans le cas du dendrogramme.

.Cependant, nous pouvons supposer que le groupe B, décrit du
dendrogramme (cf paragraphe précédent), se visualise sur le réseau
de Wagner (ensemble des zymodèmes Z2, Z3, Z4, Z5, Z6 et Z9).
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Figure 7: Dendrogramme visualisant les distances. génétiques
standard de Nei entre les différents zymodèmes (voir annexe 21).
Sont indiqués successivement (a) l'hôte· (schématisé par une
figurine: 9=homme, d=animal), (b) le pays d'isolement des stocks
(CG= Congo, ZR= Zaïre, CM= Cameroun et UG= Ouganda), (c) le(s)
numéro(s) de zymodème(s). Les zymodèmes comprenant des stocks
de référence sont indiqués par un carré pour T. b. gambiense (carré
plein si l'identification a été faite grâce aux isoenzymes, carré vide
si l'identification a été faite grâce à des sondes d'ADN), par un
triangle pour T. b. brucei (plein ou vide selon la méthode utilisée
pour l'identification, voir plus haut). Nous avons distingué le groupe
A du groupe B (voir texte).
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Figure 8: Réseau de Wagner ou arbre sans racine. Il visualise les
relations phylogénétiques entre les 23 zymodèmes individualisés.
Certains zymodèmes sont identiques sur la base de 20 loci (voir
texte). Dans ce cas, nous n'avons indiqué qu'un seul représentant
repéré par (. ), sachant que: Z4 == Z5, Z7 == ZIO = Zl5 et Zll = Zl3 ==
Z14. Les valeurs indiquées entre chaque intersection sont les
distances patristiques ou pas évolutifs.
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b) Basées sur les distances phénétigues

1) Dendrogramme

Il est présenté dans la figure 9. La corrélation entre distances de
Jacquard calculées (annexe 22), et celles mesurées sur le
dendrogramme, est significative (annexe 23): R=0,848, p<10-4, d.d.!.
= 252. Le dendrogramme, également dans ce cas, apparait donc·
comme un résumé satisfaisant de la variabilité constatée dans. la
matrice de distances phénétiques.
En comparant ce dendrogramme à celui décrit dans "le chapitre
précédent, nous retrouvons approximativement les deux groupes A
et B. Le groupe A regroupe tous les zymodèmes exclusivement
isolés de l'homme, plus le Z8, isolé de l'homme et de l'animal, et Z2,
isolé seulement de l'animal. Le groupe B ne regroupe que des
zymodèmes animaux, excepté Z9, qui comprend un stock isolé de
l'homme et un stock isolé de l'animal.

2) Analyse Factorielle des Correspondances (AFC)

L'AFC ·se base sur les résultats phénétiques de l'électrophorèse
(Serres et Roux, 1986). Les zymogrammes, à chaque locus, sont
codés par 1 (présence d'une bande donnée), ou 0 (absence de la
bande). La majorité des loci ne présentant qu'un faible nombre
d'allèles (exemple: ALP, 2 allèles, G6PD, 2 allèles), le codage ainsi
réalisé favorise la discrimination par les loci multialIéliques ou
multibandes, c'est à dire présentant dans notre étude plus de deux
allèles ou plusieurs bandes (ALAT révèle 4 allèles, SOD a et SOD b
présentent de 2 à 5 bandes). Ainsi, les contributions relatives de ces
loci à la projection des zymodèmes selon deux axes est forte.
Pourtant, ce codage est une étape obligatoire pour l'élaboration de
l'AFC. Nous en tiendrons compte dans l'interprétation (figure 10). Le
graphe se compqse de deux axes 1 et II, dont les pourcentages
d'inertie respectifs sont 48,98 et 15,27%. Par conséquent, le plan I­
II représente correctement l'ensemble des données. Nous
distinguons trois nuages de points:

- a: regroupe tous les zymodèmes isolés de l'homme, exceptés Zl, Z7
et Z8.
- b: regroupe tous les zymodèmes isolés de l'animal, exceptés Z2 et
Z8.
- c: regroupe les zymodèmes Zl, Z2, Z7 et Z8.
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Figure 9: Dendrogramme résumant les distances phénétiques entre
zymodèmes (indice de Jacquard). Sont indiqués successivement (a)
l'hôte (schématisé par une figurine: t=homme, 1rt=animal), (b) le
pays d'isolement des stocks (CG= Congo, ZR= Zaïre, CM= Cameroun et
UG= Ouganda), (c) les numéros de zymodèmes. Les zymodèmes
comprenant des stocks de référence sont indiqués par un carré
pour T. b. gambiense (carré plein si l'identification' a été faite grâce
aux isoenzymes, carré vide si l'identification a été faite grâce à des
sondes d'ADN), par un triangle pour T. b. brucei (plein ou vide selon
la méthode utilisée pour l'identification, voir plus haut). Nous avons
distingué le groupe A du groupe B (voir texte).
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Figure 10: Analyse factorielle des correspondances. Axes 1-11: les
pourcentages d'inertie des axes 1 et II sont respectivement 48,98 et
15,27 %. Le plan I-II apparait comme une représentation
satisfaisante des relations· entre les différents zymodèmes. Les
allèles constituent l'axe I. Certains loci présentant des profils
multialléliques, ou multibandes (essentiellement ALAT, SOD a et
SOD b), sont très discriminants sur l'axe II, du fait du système de
codage des bandes utilisé (voir' texte).
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différentes représentations

1) Corrélations entre les différents types de distances utilisés.

Les corrélations sont hautement significatives entre :
- distances pratistiques et distances génétiques (annexe 24):
R=O,779, p< 10-4, d.d.l. = 152;
- distances génétiques et distances phénétiques (annexe 24):
R=0,823, p<10-4, d.d.!. = 152;
- distances phénétiques et distances pratistiques (annexe 25):
R=0,851, p<10-4, d.d.!. = 152.
Cette concordance très forte s'explique par le fait que ces
différentes mesures de distances solit toutes basées sur. des
résultats expérimentaux similaires (électrophorèse d'isoenzymes
avec échantillonnage d'un nombre important de loci).

2) En confrontant les données des différentes méthodes graphiques,
nous distinguons finalement deux groupes: A (stocks
majoritairement humains) et B (stocks majoritairement animaux).
Pour cette série de données, les deux loci SOD sont "diagnostic": le
groupe A est caractérisé par SOD a II, SOD b. III, le groupe B est
caractérisé par SOD a l, SOD b 1 ou II.

Deux types de stocks de référence sont inclus dans le groupe B, et
définissent les zymodèmes suivants:
- Z3 : le stock EATRO 1125, étiqueté ,comme T. b. brucei, a été
largement étudié par différents auteurs à l'aide de plusieurs
méthodes (cf tableau 1).
- Z9 : les stocks LIICL2 et FY ont été identifiés comme T. b.
gambiense dans une seule publication, grâce à une seule méthode:
des sondes ADN spécifiques (Noireau et al., 1989).
La présence de Z3 et de la majorité des stocks isolés de l'animal,
stocks qui sont par ailleurs sensibles au sérum humain (cf tableau
III), nous permet de supposer que ce groupe B correspondrait à la
sous-espèce communément décrite comme T. b. brucei.
Dès lors, la présence de Z9 dans ce groupe est insolite. Le stock
LIICL2 a été isolé du porc à Brazzaville en 1985. FY a été isolé d'un
patient dont le lieu de résidence est incertain (cf tableau 1). Nous ne
disposions pas de plus amples renseignements sur ce stock. Il
semble prudent de considérer l'identification de FY avec une
certaine réserve. Nous ne pouvons pas exclure une possible erreur
qui aurait pu intervenir pendant l'entretien sur rat de ce stock au
Congo, par exemple un échange de cages. Ainsi, nous considèrerons,
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pour la suite de. notre étude, que Z9 est représenté par un seul
stock isolé de l'animal, LIICL2.

3) le groupe A rassemble, d'une part la majorité des zymodèmes
isolés de l'homme, et d'autre part, un zymodème isolé de l'homme
et de l'animal, Z8, ainsi qu'un zymodème isolé de l'animal, Z2. Ce
dernier est inclus dans le groupe A uniquement dans le cas du
dendrogramme construit avec les distances phénétiques. Dans
toutes les autres représentations graphiques, Z2 se situe soit dans le
groupe B, soit dans un troisième groupe, c (cf AFC).

Pour conclure ce chapitre, l'ensemble des stocks étudiés apparait
comme relativement hétérogène, les 55 stocks étant regroupés en 23
zymodèmes. Toutefois, nous distinguons un groupe principal,
relativement homogène, qui pourrait répondre à l'acception
classique de la sous-espèce T. b. gambiense et rassemblant la
plupart de zymodèmes. Le second groupe réunit un nombre plus
faible de zymodèmes isolés uniquement de l'animal, qui
correspondraient à la sous-espèce classique T. b. brucei.

2) Etude du polymorphisme des fragments de restriction de ·l'ADNk
(RFLP)

2-1 Profils de restriction

a) Pour l'enzyme Hind III

Nous présentons dans l'annexe 26 un exemple de profil de
restriction obtenu pour les maxicercles digérés par Hind III.
L'interprétation se base sur les cartes de restriction établies par
Borst et Fase Fowler (1979). L'évaluation de la taille du fragment
d'ADN linéarisé incluant la région variable, en kilobases nous a
permis de distinguer 8 types différents, définissant 8 schizodèmes:
A, B, C, D, E, F, G et H (tableau IX). La taille de ce fragment, pour les
stocks étudiés, est comprise entre 7,8 et 10 kilobases, ce qui
représente environ la moitié de la taille totale des maxicercles (20
kb). Le tableau X présente les différents stocks étudiés avec les
schizodèmes correspondants.

bl Pour l'enzyme ECO RI

Un exemple de profil obtenu est présenté dans l'annexe 27. La taille
du fragment incluant la région variable est· comprise entre 9,8 et
12,25 kb (tableau IX). Les schizodèmes définis grâce à Hind III,
sont corroborés par ECO RI, exceptés B et C d'une part, D et F d'autre
part, qui présentent respective!TIent le même profil pour ECO RI.
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2-2 Comparaison entre schizodèmes et zymodèmes par
paires de stocks

L'ensemble des 22 stocks comparés par électrophorèse
d'isoenzymes et polymorphisme des fragments de restriction de
l'ADNk sont regroupés dans le tableau X. Nous constatons que la
plupart des stocks se groupant dans des zymodèmes différents,
répondent également à des schizodèmes différents.· Cependant, les
zymodèmes 7, 12 et 13, présentent le même profil de restriction
(F). En général, les résultats de l'analyse isoenzymatique de cette
étude sont corroborés par le RFLP, ce qui confirme les résultats
obtenus par exemple pour T. cruzi (Tibayrenc et Ayala, 1988). Cette
corrélation entre deux marqueurs génétiques est un cas particulier
de déséquilibre de liaison (voir ci-après), très illustratif, car
impliquant génomes nucléaire (isoenzymes) et extranucléaire
(ADNk). Ceci plaide en faveur d'une reproduction principalement
clonale des trypanosomes dans notre échantillonnage (Tibayrenc et
Ayala, op. cit.). Par ailleurs, nos résultats indiquent que les
isoenzymes semblent plus discriminants que l'analyse RFLP pour T.
brucei, ce qui corrobore des travaux antérieurs (Gibson et al., 1985,
Gibson, communication personnelle).

3) Analyses des tests impliqués dans l'étude du mode de
reproduction des trypanosomes

3-1 Tests de sé2régation là un locus donné)

Con·cernant l'équilibre de Hardy-Weinberg

Cet équilibre a été. testé d'une part pour les 36 stocks isolés au
Congo, et d'autre part pour l'ensemble des 55 stocks étudiés. Les
comparaisons pour chaque génotype unilocus, entre effectifs
observés et effectifs théoriques, ont été évaluées par le test du X2
pour des effectifs théoriques égaux ou supérieurs à 5, ou par le test
FACTO (Tibayrenc et al., 1990), pour les effectifs théoriques
inférieurs à 5. Ces tests s'appliquent classiquement dans des
conditions proches de la sympatrie. Ces conditions ne sont pas
observées de façon rigoureuse sur des zones géographiques
étendues comme celles concernées par notre étude. Cependant, un
contre-exemple pris chez une espèce sexuée, . l'Homme, montre
qu'au niveau de résolution génétique qui. est celui de
l'électrophorèse d'isoenzymes, les déviations par rapport à
l'équilibre de Hardy-Weinberg sont faibles même en cas d'allopatrie
notable (Tibayrenc et al., sous presse). Il est donc acceptable de
conduire les tests de Hardy-Weinberg dans. notre échantillonnage,
en gardant à l'esprit les biaisages possibles introduits par . la
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Tableau IX: Schizodèmes individualisés. Le nombre indique la
taille, en kilobases, du fragment incluant la région variable. Les
deux autres fragments obtenus sont de tailles respectives 5,8 et 3,6
pour ECO RI, 6,8 et 6 pour HIND III (cf annexes 26 et 27).

SCHIZOD. ECO RI HIND III

A 9,8 7,8

B 10,2 8,2

C 10,2 8,8

D Il,25 9
E 1 1 10
F Il,25 8

G 12,25 9,2
H 12 8,6

Tableau X: Profils zymodémiques et schizodémiques
obtenu~ pour 22 stocks de T. brucei.

, SfOCKS, Z\'M. SCHIZ.
SH86 2 A
BOSENOJA 23 A
EATRO 1125 3 B
MBA 1 C
C126 22 D
SW161187 5 E
SW1I87 5 E
SW2/87 5 E
SW3/87 5 E
SW4/87 5 E
SW94/87 5 E
BIH 7 F
BISSI 7 F
NITOUL 7 F
NSOUN 7 F
MABAYA 12 F
NGABELA 12 F
MINJA 7 F
MALOUNDA 1 3 F
MBOUL 1 3 F
PA 8 G
KIKOU 1 1 H
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structuration géographique des populations (différences de
fréquences alléliques). Les mêmes remarques s'appliquent aux tests
de recombinaison.

1) Cas des stocks isolés au Congo

Les comparaisons sont significatives pour les 3 génotypes observés
pour l'ALAT, pour les génotypes 1/2, % (homozygote pour l'allèle
nu]) de ME 2, pour le génotype 1/1 de PGM, et pour les 3 génotypes
de l'UGPP (tableau XI). Ils mettent en évidence une déviation
hautement significative par rapport à l'équilibre de Hardy­
Weinberg. Pour tous les autres loci (ME 2, PGM, [DR et TDH), les
tests ne sont pas significatifs.

2) Cas de l'ensemble des stocks étudiés (Congo. Zaïre. Cameroun)

Les. tests ont permis de mettre en évidence un déséquilibre pour les
génotypes suivants (tableau XII): ALAT 2/4, ALP Illet 1/2, [DH
1/1, LAP 2/2, 1/1 et 1/2, ME 2 1/2, 0/0, 2/0 et 1/0, TDH 1/1,
UGPP 1 1/1, 1/2 et 1/2. Pour tous les autres génotypes aux
différents loci, les résultats ne sont pas significatifs.

Les différences entre effectifs observés et théoriques à chaque
locus (tableau XI et XII), montrent en .général un excès
d'hétérozygotes. Ceci est à l'opposé du déficit d'hétérozygotes (effet
"Wahlund") normalement observé en cas d'isolement géographique
des populations (Tibayrenc et al., sous presse). L'hypothèse selon
laquelle les déviations par rapport à l'équilibre de Hardy-Weinberg
dans notre échantillonnage serait dues à un isolement géographique
est donc à rejeter. Les deux autres hypothèses permettant
d'expliquer un tel excès seraient:
- soit une reproduction uniparentale;
- soit une sélection naturelle qui tendrait à sélectionner les stocks
présentant des hétérozygotes, au détriment des autres.
Bien que la sélection puisse moduler la répartition des génotypes, il
est peu probable qu'elle constitue une explication globale au
tableau obtenu: en effet, si une sélection positive très énergique des
hétérozygotes à un locus donné est une hypothèse acceptable, cette
explication devient très lourde quand plusieurs loci sont impliqués,
comme c'est le cas ici.

Cas particulier de l'"hétérozygotie fixée":

Nous observons que le zymodème 7 a été retrouvé dans plusieurs
villages congolais (cf tableau VIII), dont certains sont éloignés les
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Tableau XI: Tests d'équilibre de Hardy-Weinberg pour les
. stocks isolés au Congo. Sont indiqués successivement: (a) les loci
enzymatiques, (b) les génotypes correspondants, (c) leurs
fréquences observées (F. OBS.) et théoriques (F. THE.), (d) les
effectifs observés (E. OBS.) et théoriques (E. THE.), (e) le test utilisé
et (f) le résultat du test (CONCL.: dans le cas du X2, si le test est
significatif, le niveau de signification est de 0,05) avec S si le test
est significatif ou NS si le test n'est pas significatif. Dans le cas où
certains effectifs théoriques étaient inférieurs à 5, le test a été
pratiqué en regroupant les petits effectifs en une seule catégorie. Le
nombre de degré de liberté est: ddl = c-n avec c = nb de génotypes
au locus étudié, n = nb d'allèles (Pasteur et al., 1987).

LOCUS GFNar. F. OBS. F. THE. E.OBS. E.THE. TEST OONCL
ALAT 212 0,17 10,28 6 10,08 1..

414 0, Il 0,22 4 7,92 X2 7,14 S
214 0,72 0,5 26 18

IDH III 0,94 0,95 34 34,2 Facto. 0,73 NS
112 0,06 0,06 2 2,16 Facto. 0,64 NS
212 ° 9.10-4 ° 0,032 Facto. 1 NS

ME2 112 0,83 0,39 30 14,04 Facto. 6.10-8 's
III 0,06 0,22 2 7,92 Facto. 0,9 NS
010 0, Il 0,012 4 0,43 Facto. 8,9.10-4 S
210 ° 0,092 ° 3,31 Facto. 1 NS
110 ° 0,103 ° 3,7 Facto. 1 NS
212 ° 0,17 ° 6,12 Facto. 1 INS

PGM III 0,06 0,003 2 0,108 Facto. 5,3.10-3S
212 0,94 0,88 34 31,68 Facto. 0,176 NS
112 0 0,113 ° 4,06 Facto. 0,1 NS

1DH III 0,05 0,006 2 0,216
212 0,89 0,84 . 32 30,24 X2 ~,602 NS
112 0,05 0,15 2 5,4

UGPP1 III 0 0,2 0 7,2
112 0,9 0,49 32 17,64 X2 22,58 S
212 0,1 0,3 4 10,8



66

Tableau XII: Tests d'équilibre de Hardy-Weinberg pour
l'ensemble des stocks étudiés (Congo, Zaïre et Cameroun).
Sont indiqués successivement: (a) les loci enzymatiques, (b) les
génotypes correspondants, (c) leurs fréquences observées (F. OBS.)
et théoriques (F. THE.), (d) les effectifs observés (E. OBS.) et
théoriques (E. THE.), (e) le test utilisé et (f) le résultat du test
(CONCL.: dans le cas du X2, si le test est significatif, le niveau de
signification est de 0,05) avec S si le test est significatif ou NS si le
test n'est pas significatif.· Dans le cas· où certains effectifs théoriques
étaient inférieurs à 5, le test a été pratiqué en regroupant les petits
effectifs en une seule catégorie. Le nombre de degré de liberté est:
ddl = c-n avec c = nb de génotypes au locus étudié, n = nb d'allèles
(Pasteur et al., 1987).

LOCUS GENOf. F.OBS. F. THE. E.OBS. E. TIŒ. TEST (DNO..
ALAT 212 0,27 0,32 15 17,6 Facto. 0,8 NS

414 0,11 0,17 6 9,35 Facto. 0,075 NS
214 0,6 0,47 33 25,85 Facto. 0,035 S
113 0,02 0,02 1 1, 1 Facto. 0,369 NS
213 0 0,011 0 0,605 Facto. 0,544 NS
//2 0 0,011 0 0,605 Facto. 0,544 NS
llJ 0 0,0001 0 5,5.10-3 Facto. 0,994 NS
313 0 0,0001 0 5,5.10-3 Facto. 0,994 NS
314 0 0,008 0 0,44 Facto. 0,642 NS

ALP 212 0,93 0,86 5 1 47,3 Facto. 0,06 NS
l/1 0,07 0,005 4 0,275 Facto. 1,7.10-4 S
l/2 0 0,13 0 7,15 Facto. 4,8.10-4 S

G6PD l/1 0,98 0,96 54 52,8 Facto. 0,242 NS
212 0,02 0,0004 1 0,002 Facto. 0,22 NS
l/2 0 0,04 0 2,2 Facto. 0,105 NS

IDH //1 0,94 0,94 52 51,7 Facto. 0,226 NS
l/2 0,06 0,0009 3 3,3 Facto. 1,9.10-5 S
212 0 0,0004 0 0,022 Facto. 0,978 NS

LAP 212 0,91 0,79 50 43,45 Facto. 0,013 S
llJ 0,09 0,012 ·5 0,66 Facto. 5.10-4 S
l/2 0 0,19 0 10,45 Facto. .10-5 S

ME2 l/2 0,58 0,33 32 18,15 Facto. 7.10-5 S
l/1 0,2 0,25 1 1 13,75 Facto. 0,09 NS
0/0 0,22 0,048 12 2,64 Facto. 7,8.10-6 S
212 0 0,108 0 5,94 Facto. 0,05 NS
2/0 0 0,145 ·0 7,97 Facto. 1,8.10-4 S
l/O 0 0,22 0 12,1 Facto. 1,16.1 (}"lis

NHC 212 0,98 0,98 54 53,9 Facto. 0,369 NS
l/2 0,02 0,0004 1 2,2.10-2 Facto. 0,24 NS
//1 0 0,0001 0 5,5.10-3 Facto. 0,994 NS

PGM 212 0,73 0,68 40 37,4 Facto. 0,09 NS
llJ 0,05 0,028 3 l,54 Facto. 0,131 NS
l/2 0,22 0,28 12 15,4 Facto. 0,075 NS

6PGD llJ 0,98 0,96 54 52,8 Facto. 0,242 NS
0/0 0,02 0,0004 1 2,2.10-2 Facto. 2,3 NS
l/O 0 0,04 0 2,2 Facto. 0,105 NF

1DH 212 0,91 0,86 50 47,3 Facto. 0,1 NS
111 0,05 0,005 3 0,275 Facto. 0,003 S
l/2 0,04 0,13 2 7,15 Facto. 0,05 NS

UGPPI l/1 0 0,096 0 5,28
212 0,38 0,47 21 25,85 X2 7,81 5
l/2 0,62 0,43 34 23,65

UGPP2 l/1 0,98 0,98 54 53,9 Facto. 0,369 NS
112 0,02 0,0004 1 2,2.10-2 Facto. 2,3 NS
212 0 0,0001 0 5,5.10-3 Facto. 1 NS
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uns des autres (par exemple, Kingoli qui se situe dans le Pool, à
proximité de Mindouli, est distant d'environ 170 kms de Minga),
comme le montre la figure 12. Ce zymodème 7 présente des
hétérozygotes à 3 loci différents (ALAT, ME 2 et UGPP 1). Cette
"hétérozygotie fixée Il (Tibayrenc et Ayala, 1988), cas particulier
extrême de l'excès d'hérérozygotes évoqué précédemment, est un
indicateur très classique de clonalité.

A propos de l'absence de certains génotypes unilocus

Mis à part le résultat brut des déviations par rapport à l'équilibre
de Hardy-Weinberg, l'observation des différents génotypes obtenus
dans notre étude (tableaux XI et XII), indique l'absence totale de
certains génotypes que nous aurions du observer dans le cas d'une
reproduction sexuée libre. En effet, la loi de ségrégation des allèles
à la méiose implique l'apparition de tous les génotypes
recombinants dans la descendance, en accord avec les fréquences
aIJéliques observées. Par exemple, au Congo, nous constatons
l'absence totale des génotypes suivants: ME 2 2/2, 2/0, 1/0, et
UGPP 1 1/1 (tableau XI). Ces génotypes n'ont pas été observés alors
que leurs effectifs théoriques respectifs sont supérieurs ou égaux à
2.

En conclusion nous pouvons suggérer que les nombreux résultats,
qui mettent en évidence un déséquilibre par rapport à la loi de
Hardy-Weinberg, plaident en faveur d'une reproduction
uniparentale des trypanosomes étudiés dans notre échantillonnage.

3-2 Tests de recombinaisons (entre loci)

En premier lieu, il n'est pas nécessaire d'utiliser des tests
statistiques pour constater que le zymodème 8 (figure II) est
représenté, au Congo, en des points géographiquement distants.
D'autre part, les stocks PEYA, N'GABELA et MABAYA, isolés au
même endroit, N'gabé au Congo, à 9 années d'intervalles, sont
regoupés dans un même zymodème Z12. Cette stabilité génétique
dans l'espace et dans le temps, ainsi que l'ubiquité de Z8, sont en
faveur d'une reproduction essentiellement clonale dans notre
échantillonnage (Tibayrenc et al., 1990).

Tests sur la représentation excessive ou insuffisante de certains
génotypes recombinants (Tibayrenc et al., 1990)

Le principe général des tests
l'hypothèse d'une reproduction

de recombinaison est basé
sexuée libre, permettant

sur
des
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recombinaIsons ou des .échanges génétiques randomisés entre
populations, dans une aire géographique précise, ces populations
ayant des fréquences unilocus connues. Nous distinguerons:

1) les tests combinatoires .
2) les simulations de Monte Carlo: elles pennettent de calculer

la probabilité d'obtenir un génotype multilocus donné sur une série
de 10.000 tirages aléatoires.
Soit, ces tests ne tiennent pas compte de la ploïdie du génome (xn),
et ils utilisent alors les fréquences génotypiques observées à un
locus donné (nombre de stocks présentant un génotype unilocus
donné/ nombre total de stocks), soit ils considèrent le génome
comme diploïde (2n), et tiennent compte alors des fréquences
alléliques (effectif d'un allèle donné / effectif allélique total). Dans
ce cas, la probabilité d'obtenir un génotype multilocus donné est le
produit des fréquences théoriques des génotypes unilocus qui le
composent, ~alculées en fonction des fréquences alléliques
observées; alors que dans les tests xn, cette probabilité est le
produit des fréquences observées des génotypes unilocus qui
composent le génotype multilocus. En règle générale, à nombre de
loci égaux, les tests (2n) sont plus puissants que les tests (xn), car
ils tiennent compte, non seulement de l'indépendance des loci
(déséquilibre de liaison), mais aussi de l'équilibre de Hardy­
Weinberg à chaque locus.
Les tests ont été effectués dans deux aires géographiques, le Congo
et l'ensemble Congo-Zaïre-Cameroun. Grâce au programme TURBO
(Tibayrenc et al., 1990), nous avons calculé plusieurs probabilités:

1) Quelle est la probabilité d'obtenir un génotype (hypothèse xn ou
hypothèse 2n) multilocus quelconque, avec un effectif observé égal
ou supérieur à celui du génotype majoritaire Z7 de notre
échantillon?

2) Quelle est la probabilité d'obtenir un nombre de génotypes
différents égal ou inférieur au nombre effectivement observé dans
notre échantillonnage?

3) Quelle est la probabilité d'obtenir autant ou davantage
d'individus que le génotype le plus abondant dans notre
échantillonnage (Z7 au Congo, Z7 ou Z5 pour Congo-Zaïre­
Cameroun)?

Les résultats et les conclusions à ces trois questions sont regroupées
dans le tableau XIII. Il apparait que toutes les probabilités
statistiques obtenues sont hautement significatives. En d'autres
termes, les probabilités d'obtenir un génotype quelconque avec
l'effectif du génotype majoritaire sont très faibles dans l'hypothèse
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Tableau XIII: Tests sur la représentation excessive ou
insuffisante de certains génotypes recombinants. Les
probabilités calculées (l, 2 et 3) sont définies dans le texte. Sont
indiqués successivement: (a) le numéro repérant la probabilité
calculée (QUEST.), (b) l'aire géographique concernée par le test, (c)
le numéro du zymodème (ZYMOD.) si nécessaire (voir texte), (d) le
modèle de ploidie du génome considéré (MODELE) et (e) le résultat

. obtenu (PROBA.).

OUEST. 1 AIRE ZYrv'OD. M:DELE PROBA 1CONCLUSION
1 œ xn 10-3 SIGNIFICATIF

2n 0 SIGNIFICATIF

1 CG+ZR-+CM xn 0 SIGNIFICATIF
2n 0 SIGNIFICATIF

2 1 œ xn 3 x10-4 SIGNIFICATIF
2n 0 SIGNIFICATIF

2 CG+ZR-+CM xn 0 SIGNIFICATIF
2n 4 x10-4 SIGNIFICATIF

3 œ 7 xn 9,17 x 10-3 SIGNIFICATIF
2n 1,4 x 10-13 SIGNIFICATIF

3 CG+ZR-+CM 7 xn 8,75 x 10-7 SIGNIFICATIF
2n 4,2 x 10-18 SIGNIFICATIF

3 CG+ZR-+CM 15 xn 9.38 x 10-18 SIGNIFICATIF
2n 4,12 x 10-7 SIGNIFICATIF
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d'une reproduction sexuée importante. Prenons un exemple: à la
question nO l, nous pouvons répondre dans le cas du Congo, selon
l'hypothèse (2n), que la probabilité étant nulle, il n'y a pas
de génotype quelconque représenté Il fois ou plus: il n'y a jamais
un génotype quelconque répété 20 fois (nombre effectivement
observé) après 10.000 tirages successifs.

Tests classiques de déséquilibre de liaison ou associations non
aléatoires interlocus

Pour effectuer ces tests, nous avons codé les tableaux de
phénotypes et de génotypes selon la méthode suivante (Tibayrenc
et al., 1990):

Cas xn
1 pour le génotype le plus représenté
o pour les autres

Cas 2n
2 pour l'homozygote de l'allèle le plus fréquent
f pour les hétérozygotes de l'allèle le plus fréquent
o pour le reste

Nous testons toujours la même hypothèse, à savoir la reproduction
sexuée libre panmictique,· dans deux aires géographiques, le Congo
d'une part, l'ensemble Congo-Zaïre-Cameroun d'autre part, et selon
les "deux hypothèses précédemment citées (xn ou 2n). La question
posée est la suivante:

Quelle est la probabilité (p) d'obtenir un déséquilibre de
liaison égal ou supérieur à celui constaté dans
l'échantillon?

Ali Congo: nombre total de stocks=36
xn) nb de ]oci=10, p=O pour un déséquilibre de 2,04 x 10-3

2n) nb de loci=6, p=2,34 x 10-2 pour un déséquilibre de 3,43 x 10-4

.~--_.

Pour Congo+Zaïre+Cameroun:
xn) N=55 nb de loci=16 p=O pour un déséquilibre de 2,64 x 10-3 ..

2n) N=55 Db de loci=12 p=O pour un déséquilibre de 2,39 x. 10-4

Conclusion à propos des déséquilibres de liaison

Des déséquilibres de liaisons considérables sont constatés par les
différents tests. Par exemple, nous observons que le phénotype II
pour SOD a est systématiquement associé au phénotype III pour
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SOD b. Cette aSSOcIatIOn inter-locus non aléatoire est en faveur
d'une reproduction clonale des trypanosomes dans notre
échantillonnage.

~3--!-3~--!C~on=c.:..:1u~s~i~o..:..:n~s----:t::.:a~x~o~n~o~m~i::;sQ.=u..=::e.:::,.s---,e=-=t,--..::.:te:::.:r:..:m~i n=o.:::,.l~ogi Ques à pro pos
du mode de reproduction des trypanosomes dans notre
échantillonnage

L'ensemble des tests révèle une structure fondamentalement
clonale des populations naturelles. de T. brucei dans notre
échantillonnage, ce qui corrobore les résultats obtenus pour cette
même espèce dans d'autres zones géographiques (Tibayrenc et al.,
1990, Tibayrenc et al., sous presse). Les zymodèmes peuvent être
assimilés à des clones naturels (ou des familles de clones
étroitement apparentés) stables dans l'espace et dans le temps.
Nous considérons ces clones naturels comme des unités
taxonomiques, c'est-à-dire des unités génétiques de base, dont nous
devons maintenant condidérer la répartition géographique, avec les
corollaires épidémiologiques qui en découlent.

4) Répartition géographique· des zymodèmes et corollaires
épidémi ologiques

4-1 Cas général

La distribution géographique des zymodèmes est représentée pour
le Congo et le Zaïre à la figure Il, et à la figure 12 pour la région
séparant Mindouli de Loubomo au Congo.

La figure Il montre que la distribution des zymodèmes se fait le
long des axes principaux de communication: les fleuves (le Congo et
le Kasaï), les axes routiers (route principale BrazzavillelPointe Noire
et route secondaire MadingoulMinga) et l'axe ferroviaire.
Ceci pourrait être imputable,. en premier lieu, à la répartition
démographique des populations, aussi bien au Congo qu'au Zaïre. En
effet, connaissant le mode de transmission péridomestique de la
maladie, il est logique de constater que la répartition des
zymodèmes est "superposable" à la répartition des principales
agglomérations, celles-ci étant situées le long des cours d'eau, ou le
long des rares axes routiers· ou ferroviaire. Notons que l'axe
principal reliant Brazzaville à Pointe Noire, qui est un lieu d'intense
circulation humaine, comporte seulement une route, non revêtue
pour sa plus grande part, et une seule voie ferrée.
Dans un second temps, il n'est pas surprenant de constater une telle
répartition des zymodèmes le long des fleuves, car les principaux
vecteurs, à savoir les glossines du groupe pa/palis sont étroitement
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Figure Il: Répartition géographique des zymodèmes individualisés
au Congo et au Zaïre. Les zymodèmes sont numérotés en chiffres
romains, suivis d'une astérisque * s'ils regroupent des stocks
humains et animaux. Seul Z3, dont le stock de référence EATRO
1125 a été isolé en Ouganda, n'apparait pas sur la carte. La région
séparant Loubomo de Mindouli au Congo, est détaillée dans la figure
26. Les abréviations utilisées pour le repérage des villes, villages ou
pays sont les suivantes: CAB = Cabinda, CO = Comba, KI = Kinzaba,
KIN = Kinsaka, Lou = Loudima, MA = Madingou, MAD = Madiadia,
MAy = Mayanama, MI = Mindouli, MIN = Minga, N'KA = N'Kayi, P.N.
= Pointe Noire et R.C.A. = République Centrafricaine.
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inféodés à l'eau. Notons à ce sujet que des stocks appartenant à des
zymodèmes identiques semblent pouvoir être transmis par des
glossines différentes (par exemple Zl3 est présent à Mossaka dans
une région où vivent des glossines· de l'espèce juscipes, mais aussi à
Loudima où ne vivent que des glossines de l'espèce pa/palis). Il ne
semble pas exister, au Congo, de spécificité vectorielle des stocks de
T. brucei.
La distribution des zymodèmes ne semble pas aléatoire. Même si
nous retrouvons un zymodème donné en plusieurs points
géographiquement distants (Z8 présent à Makoua et à Comba, Zl3 à
Mossaka et Loudima, ZS à Djumuna et à Borna, Z7 à Minga et à
Mindouli), la majorité des zymodèmes apparait inféodée à des aires
géographiques précises. Ainsi, Zl4 n'a été échantillonné qu'à
Mossaka,Z23 à Mushie, Z4 à Djumuna, ZIS à Minga, Z20 à Fontem.
Ceci semble confirmer le caractère endémique de la T.H.A. dans
cette partie de. l'Afrique.
D'autre part, la présence d'un même zymodème en des points
géographiquement éloignés, ne peut s'expliquer par le déplacement
de l'insecte vecteur, sauf cas accidentel mais peu probable (une
glossine peut toujours être transportée involontairement dans une
automobile, dans un train ou sur un bateau). Il est aussi peu
probable qu'un même zymodème soit généré à des points très
distants les uns des autres par convergence à. partir d'un ancêtre
commun. L'hypothèse la plus parcimonieuse est la dispersion des
zymodèmes par l'homme ou l'animal:

Dispersion des trypanosomes par l'homme

Le caractère endémo-épidémique de la T.H.A. au Congo, défini sur
des bases épidémiologiques (cf Généralités § 1-2-2), est corroboré
par notre étude. En effet, si nous confirmons l'aspect endémique de
maladie du sommeil au Congo, au Zaïre et au Cameroun (voir
paragraphe précédent), la dispersion de certains zymodèmes
reflèterait l'aspect épidémique. La distribution d'autres zymodèmes,
comme par exemple Zl3 à Loudima et à Mossaka, ou Z8 à Comba et
à Makoua, s'explique par la circulation humaine, très importante le
long .des axes principaux de communication. Cette hypothèse est
rendue plausible par l'asymptomatisme de la T.H.A., qui est une
donnée connue dans cette aire géographique. En effet, les
trypanosomés asymptomatiques, inconscients du danger qu'ils

. représentent en tant que réservoir potentiel de trypanosomes,
disséminent, à l'occasion d'un déplacement professionnel ou
personnel, les stocks de trypanosomes dans tous le pays. L'exemple
que nous avons choisi pour illustrer cette hypothèse est celui de Z7:
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4-2 Cas du z)'modème 7: notion de microfoyer de T.H.A. au
Congo

1) Considérations générales

Z7 a été identifié de Minga (région de la Bouenza) à Mindouli
(région du Pool) au Congo (cf figure 12), uniquement chez l'homme.
Sa répartition semble définir ainsi les limites d'un micro-foyer à
caractère épidémique, qui est en. fait inclus dans le foyer principal,
ici le foyer de la Bouenza, essentiellement endémique. Le profil
isoenzymatique de Z7 est spécifique de stocks humains isolés en
1989. Nous savons que les galeries forestières sont en étroite

. communication entre Minga et Kinsaka (cf annexe 2, et Généralités
§ 1-2-2). D'une part, la libre circulation des glossines ripicoles du
groupe palpalis peut expliquer en partie la dissémination de Z7
entre par exemple Tanga et Kinsaka, qui sont des villages très
proches l'un de l'autre. D'autre part, c'est le déplacement de
malades asy'mptomatiques qui poùrrait rendre compte de la
dissémination de Z7, soit dans d'autres agglomérations du
microfoyer de Minga, ou du foyer de la Bouenza (par exemple
Kimbanda), soit dans un foyer limitrophe comme le Pool (par
exemple à Mindouli). Cette interprétation dépend essentiellement
des barrières naturelles entre les microfoyers, et a joniori, entre les
foyers. Si un stock appartient au même zymodème que le
zymodème majeur identifié pendant une épidémie, et qu'il a été
isolé en un lieu séparé du foyer d'origine par des barrières
naturelles (distances importantes, absence de communication entre
galeries forestières, dépassement du "rayon d'action" des glossines),
ce stock devrait être considéré comme ponctuellement introduit par
l'homme, et non pas comme une preuve de l'extension
géographique du foyer d'origine (cas de Z7 à Mindouli dans la
région du Pool).

Remarque:

C'est l'actuelle "bouffée" épidémique dans le foyer de Minga et son
accès aisé qui expliquent notre choix de prospection, et ainsi
l'importance de l'échantillonnage effectué dans cette région. Nous
ne disposions pas des moyens nécessaires, en temps et en fonds,
pour envisager un tel échantillonnage dans les autres foyers de
trypanosomiase au Congo. En particulier, il eût été instructif de
pouvoir effectuer comparativement une telle "micro-étude"
épidémiologique sur le foyer de la Cuvette. Situé autour de
Mossaka, dans le nord du pays, ce foyer historique est, lui aussi,
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actuellement en pleine recrudescence (J annin, communication
personnelle), et se trouve lui, très isolé du reste du pays.
4-3 A propos des autres foyers de T.H.A. au Conllo

Notre échantillonnage est faible en ce qui concerne les autres foyers
de T.H.A. au Congo. Cependant, il confirme d'une manière générale,
le caractère endémique de la maladie par la localisation spécifique
des zymodèmes individualisés. D'autre part, le zymodème Z8
regroupe des stocks humains (PA et OK), et des stocks animaux (TB
26 et DI2K). Ceci confirme, pour DI2K, les résultats de Scott et al.
(1983), qui décrivent D12K comme appartenant à la sous-espèce T.
b. gambiense par son profil isoenzymatique, et sa haute résistance
au sérum humain. Nous pouvons donc dire que des stocks
génétiquement identiques ou très apparentés circulent à la fois chez
l'homme et chez l'animal. Il est impossible d'affirmer que ces stocks
TB 26 et D12K sont pathogènes chez l'homme, ce que seule pourrait
confirmer l'inoculation expérimentale à des volontaires. Et même si
cela était réalisable en laboratoire, il n'est pas évident que cela soit
reproductible dans les conditions naturelles. Nous ne pouvons avoir
que de fortes présomptions, et supposer que ces stocks, isolés de
l'animal et génétiquement identiques à d'autres stocks isolés de
l'Homme, sont potentiellement infectants pour l'homme. Quoiqu'il
en soit, la rareté, voire l'absence des infections à T. brucei chez le
bétail domestique au Congo, contrairement aux prévalences
constatées en Afrique de l'Ouest chez l'animal domestique (Gibson
et al., 1978, Mehlitz et al., 1982, Mehlitz, 1986, Zillman et al., 1986),
sembJe indiquer que le rôle du réservoir animal au Congo serait
minime en période épidémique (Noireau et al., 1986).

Cas particulier du zymodème Z9

Z9 n'est représenté que par le stock LIICL2, isolé du porc à
Brazzaville. Notre analyse isoenzymatique a permis de situer Z9 au
sein du groupe B (ou b), groupe qui correspondrait à la sous-espèce
classiquement dénommée T. b. brucei. Cette sous-espèce n'a jamais
été décrite à ce jour au Congo, et LIICL2 a été au préalable
identifié, par utilisation de sondes spécifiques d'ADN, comme
appartenant à la sous-espèce T. b. gambiense (Noireau et al., 1989).
Il est regrettable que le test de sensibilité au sérum humain n'ait
pas été réalisé pour ce stock. Notre étude indique que ce stock
LIICL2 est plus proche génétiquement de stocks animaux zaïrois
que de stocks humains congolais (cf figures 7, 9 et 10). Ce résultat
est donc contradictoire avec l'hypothèse que ces sondes utilisées
par Noireau et al. (1989) soient spécifiques de stocks
préférentiellement humains (sous-espèce classique T.b.
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gambiense). Etroitement apparenté aussi au stock de référence
EATRü 1125 (T. b. brucei) , LIICL2· est probablement un stock non
pathogène pour l'homme, qui a pu être importé du Zaïre au Congo.
Les transactions commerciales étant nombreuses entre le Zaïre et le
Congo (de nombreux bateaux relient, plusieurs fois par. jour,
Brazzaville et Kinshasa qui sont séparées uniquement par le fleuve
Congo), il ne serait pas surprenant que ce porc d'origine "zaïroise",
porteur asymptomatique de T. b. brucei, ait été acheté par
l'entreprise congolaise qui régit la porcherie de Brazzaville où le
stock a été isolé.

Remargue:

. Aucun des animaux domestiques (porcs et moutons), examinés dans
le foyer de Minga en 1989, ne présentaient de trypanosomes.
Pourtant des travaux récents dans la région de la Bouenza, ont fait
état· d'une part d'une forte prévalence des infections à Nannomonas
(95 %), et d'autre part, d'une faible prévalence des infections mixtes
à Nannomonas et Trypanozoon, surtout chez le porc (Noireau et al,
1986). De plus, les analyses des repas sanguins chez les glossines du
groupe palpalis dans cette· région, font état d'une faible
anthropophilie (3 %), et d'une forte préférence des glossines pour le
porc (55,7% des repas sont pris sur ces animaux). Le rôle du porc
comme réservoir de la T.H.A. dans ce foyer semble négligeable, le
cycle Homme-Glossine-Homme suffit à expliquer l'épidémie qui y
sévit actuellement. Nous remarquons par ailleurs, qu'à Kimbanda où
nous n'avons trouvé qu'un seul malade trypanosomé (par Z7, voir
figure 12), 26 moutons (sur 65) présentaient des infections à
Nannomonas. Aucun des porcs examinés n'était infecté (cf Matériels
et Méthodes § 1-4). Cette constatation suggère l'hypothèse d'une
éventuelle compétition entre T. congolense et T. brucei chez leur
vecteur commun ou chez l'animal domestique, mais nos résultats ne
nous permettent pas d'affirmer ou d'infirmer cette hypothèse.

4-4 Cas du Zaïre

Comme au Congo, de nombreux zymodèmes sont spécifiques· de leur
lieu d'isolement, résultat compatible avec le caractère endémique
de la T.H.A. en Afrique Centrale. Bien que les mouvements de
populations soient fréquents entre le Zaïre et le Congo, et que leurs
foyers de T .H.A. soient limitrophes, nous n'avons identifié aucun
zymodème commun à ces deux pays. Selon notre interprétation, les
zymodèmes Zl, Z21, Z22 et Z23, isolés de l'homme, font partie de
notre groupe principal A. Ces stocks correspondraient à la sous­
espèce classique T. b. gambiense. Les stocks animaux, appartenant
aux zymodèmes Z4, Z5 et Z6 sont regroupés dans notre groupe B,
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probablement rattachable dans une certaine mesure à la sous­
espèce classique T. b. brucei. Cette hypothèse est renforcée par la
sensibilité· de ces stocks au sérum humain. Les animaux infectés ne
présentent aucun symptôme· clinique: ils seraient donc porteurs
sains ou asymptomatiques. Les deux foyers principaux, le
Bandundu (région de savane à glossina fuscipes) et Borna (région
forestière à glossina palpalis), géographiquement isolés, ont
pourtant un zymodème commun, Z5. Comme nous l'avons dit pour
le Congo, il ne semble pas y avoir non plus de spécificité vectorielle
des zymodèmes au Zaïre. Ce Z5 a pu être disséminé d'un foyer vers
l'autre à l'occasion, sans doute, du transfert d'un animal infecté. A
priori, l'analyse isoenzymatique ne nous permet pas de distinguer
clairement la plupart des stocks animaux isolés au· Zaïre
(vraisemblablement non pathogènes chez l'homme), du stock
animal SH86, résistant au sérum humain, qui définit Z2. En effet, Z2
est aussi proche génétiquement de stocks du groupe A ·que de
stocks du groupe B (cf figures 7 et 9).

Cas particulier de 22: rôle du réservoir animal au Zaïre

Z2 est très proche génétiquement de Zl, qui est défini par le stock
de référence MBA, isolé de l'homme, et étiqueté comme T. b.
gambiense grâce aux isoenzymes et aux sondes d'ADN (Tait et al.,
1984, Paindavoine et al., 1986, 1989). Cette similitude génétique
(par exemple, la distance de Jacquard entre ZI et Z2 est égale à
0,22), est illustrée par les figures 8, 9 et 10. En particulier, le réseau
de Wagner (figure 8), indique que Zl et Z2 semblent assez proches
entre eux. L'unique stock, isolé du mouton, appartenant à ce Z2 est
SH86, qui est par ailleurs résistant au sérum humain (cf tableau
III). Nous pouvons suspecter SH86 d'être un stock pathogène pour
l'homme, avec toute la prudence déjà observée dans le cas des
stocks animaux congolais (cf paragraphe précédent). L'existence
d'un réservoir animal de T.H.A. au Zaïre est suspectée depuis
longtemps, mais la présence de T. b. brucei l'est également
(Kageruka et al., 1977, Makumyaviri et al., 1989). Alors qu'au Congo
(excepté LIICL2), les stocks de T. brucei isolés de l'animal semblent
systématiquement reconnus comme appartenant à notre groupe A,
ce qui correspondrait à la sous-espèce classique T. b. gambiense. Au
Zaïre, un marquage multigénique précis est absolument nécessaire
en combinaison avec le test de sensibilité au sérum humain, afin de
distinguer clairement les stocks animaux non pathogènes des stocks
potentiellement pathogènes pour l'homme.
Dans le foyer de Bandundu, la présence de Z2 pourrait suggérer·
l'existence au Zaïre d'un réservoir animal dans le cycle de la T.H.A,
dont l'importance semble moi.ns négligeable qu'au Congo: les taux
d'infections à T. brucei chez l'animal sont en effet notablement plus



79

élevés au Zaïre (16,5 % des porcs et 6,2 % des moutons) qu'au Congo
(0,5 % de l'ensemble des animaux examinés).

4-5 Cas du Cameroun

Le faible échantillonnage étudié ici (seulement 4 stocks humains), ne
. nous permet pas de proposer des conclusions fermes quant à
l'apport de. notre étude à la compréhension de l'épidémiologie de la
T.H.A. au Cameroun. La présence de Zl9 à la fois dans le foyer de
Bafia et de Campo (figure 4), pourrait cependant refléter également
dans ce pays d'Afrique Centrale, l'importance du réservoir humain
en tant que responsable de la dissémination de la maladie au delà
des foyers d'origine:
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CONCLUSION ET PERSPECITVES

L'étude isoenzymatique nous a permis de constater
T. brucei est relativement homogène dans cette partie
par rapport à d'autres espèces de trypanosomes
exemple T. cruzi. Cependant, nous avons pu distinguer
principaux de stocks:
- le premier regroupe les stocks humains et trois stocks animaux, et
peut être considéré comme un représentant de la sous-espèce
classique T. b. gambiense, agent de la maladie du sommeil en
Afrique Centrale et en Afrique de l'Ouest.
- le second rassemble les stocks animaux considérés comme non
pathogènes chez l'homme, qui correspondraient à la sous-espèce
classique T. b. brucei.
Cette analyse est, dans ses grandes lignes, en accord avec la
taxonomie connue.

L'analyse statistique des résultats isoenzymatiques montre que la
reproduction des trypanosomes est essentiellement clonale dans
notre échantillonnage. Les échanges génétiques semblent limités
entre les populations de trypanosomes. Par conséquent, ceci
implique que:
- les zymodèmes sont assimilables à des clones naturels ou à des
groupes de clones étroitement apparentés, stables dans l'espace et
dans le temps (Tibayrenc et Ayala, 1988);
- ces clones naturels sont les unités taxonomiques à considérer dans
les recherches médicales (en particulier épidémiologiques). La
situation serait différente pour· un autre parasite, Plasmodium
jalciparum, chez lequel on a postulé un modèle de reproduction
quasi-panmictique (Walliker, 1985). Selon un tel modèle, il est vain
de distinguer au sein de l'espèce des "souches", c'est-à-dire des
entités génétiques discrètes: les zymodèmes de jalciparum ne sont
alors que de simples variants individuels, sans aucune valeur
taxonomique.

La génétique des populations offre l'espoir d'assoir l'épidémiologie
de la THA sur de nouvelles bases. Par rapport à l'approche
développée dans le présent travail, des prog"rès devront être
obtenus sur les points suivants:
-échantillonnage de stocks plus important et plus diversifié, en
essayant de perfectionner les techniques d'isolements "in vitro" de
stocks utilisables sur le terrain;



8 1

-augmentation de la résolution du sondage génétique, en essayant
de minimiser le biaisage du à la subculture, par utilisation d'autres
techniques (PCR par exemple);
-perfectionnement des méthodes statIstIques de génétique des
populations, permettant de cerner plus finement l'impact d'une
recombinaison sexuée à bas bruit sur le devenir des clones, et la
diffusion des génotypes d'un point à un autre (évaluation
statistique de la notion d'ubiquité des clones).

L'importance du réservoir humain asymptomatique, principal
responsable passif de la persistance de la maladie à l'état
endémique, et le caractère endémo-épidémique de la T.H.A. en
Afrique Centrale (localisation géographique limitée de certains
clones et ubiquité d'autres clones), nécessitent impérativement le
dépistage de toute la population, qui vit dans des foyers

. endémiques, a fortiori pendant les périodes épidémiques.

Même si l'importance du réservoir animal domestique semble plus
minime au Congo qu'au Zaïre, il ne doit pas être sous-estimé dans
les deux cas (zymodèmes rassemblant stocks humains· et animaux)
aussi bien au Congo qu'au Zaïre, mais au contraire considéré comme
un paramètre .non négligeable, pouvant être responsable du
maintien à bas bruit de la maladie pendant les périodes inter­
épidémiques (Noireau et al., 1986). En ce sens, il est primordial de
continuer l'examen systématique des élevages domestiques en zone
d'endémie sommeilleuse.

Si l'Histoire indique que l'apparition des premieres épidémies
décrites de T.H.A. au Congo et au Zaïre s'est faite en des lieux
géographiquement très proches les uns des autres (le long du
fleuve Congo), au même moment (vers 1885), l'origine de la T.H.A.
se situe certainement bien avant. Il est probable que la T.H.A. a la
même origine ancestrale aussi bien au Congo qu'au Zaïre, et que les
voies de communications naturelles (les fleuves), puis que
l'apparition des routes et autre voie ferrée, a favorisé l'expansion
de la maladie grâce en partie à la circulation des glossines, mais
surtout au déplacement des malades trypanosomés
asymptomatiques. Enfin, l'isolement géographique de la plupart des
agglomérations entre elles aurait favorisé la persistance de la
maladie à l'état endémique.

A l'avenir, nous souhaitons pouvoir continuer nos recherches en
généralisant ce type d'études à la majorité des pays d'Afrique
Centrale touchés par la THA. En ce sens, nous espérons pouvoir
contribuer à des programmes de. recherche pluridisciplinaires
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comme celle qui est présentée· ici, illustrant une collaboration
exemplaire entre des équipes de terrain et des laboratoires de
référence.
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ANNEXE 1

L'üèd0mè facial ou "faci~s lunaiïè", caractùistiqu.,;. eSt un signe
clinique fréquent de la T.H.A.
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ANNEXE 3

Siru.§ à proximité du
nombreuses activirés

Jeux. dèS enfants, .. )

pr i il Ci pa [ clè co IH ami na t i () n
n02 l. c'est le lieu de

\'illagçois (lavage du linge.

Photo nO 1 Lieu
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Photo n° l



99

A!\iN E\:E -+

T ,~ ;; l sà '.11 ,) g iq li ,~ T (~ .., t r ~ p C .\ T T 1 ~ ra g 'Hl ') è :. a1 j '1 78) 1_ ç S

1'~,L(\(ln' Wl;i(\\è, :[11'':\\:.'11:>: c1'JggluclrLHS =rnpi:t"::cll1clll Il:2. 79 cl

1() q r 1:J ~ 3. rJ.: pl:l '. r i ~ï: è j!J h a Il riS ( J ! ;:; j i il Q I.l ~ nt ~·:L.'! 1è mê' 111 ct è S

rè,Lrl"ll' ,L!lil:;U',-;" ,",: Je:.: Il pl,llju:, dl, l'l~''~i ll';;~,llI'è,,~'ll;; lès

au (rè ;. è 111 ~' 1d • .-: f1l è III ) 1



Photo nO 1

100

ANNEXES

Prél~l,çmçl1l de sang à la qUèuè cha le porc (photo nO L). ou à la
Vè'ÎIle de 1<1 patte: postéric~llït' chez le mouton (photo n( 2).
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ANT\l'EXE Ô

Trousse d'isolement de stocks de trypanosomes KT,-,'i t~i for l'
Vitro Iso a ion) (Le Rayet A;:fts, comm,micaüon personr:elle';.
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ANNEXE 7

Principe de la séparation des tlypanosomes des cellules sanguines
par la technique de colonne échangeuses d'ions DEAE Cellulose

(Lanham et Godfrey, 1970)

.C'est une élution séle~tive des trypanosomes à partir du sang
parasité. Il. s'effectue .un·e. rétent.ion dés éléments figurés (globules
rouges, globules· blancs et plaquettes), qui restent ad.sorbés au.x

.particules de l'éèhangeur d'ions (cellulose), grâce à u·ne différence
de charge électrique...

-Solution PBS: NaCI 44 mM, NaH2P04 3 mM, Na2HP04 57 mM pH 8
.. -Solution PSG= 300 ml de solution PBS+;2oo ml H20+1% glucose pH 8

1

~ TAMPON P~G .

DEA CELLULOSE + SANG + TRYPANOSOMES

· . . . . .. -, . . . .· . . . . .. . . . . .· . '. . . .

SUSPENSION DE PARASITES DANS DU
TAMPON PBS (Celle-ci sera ensuite
centrifugée à 1440 g. pendant 15 mn. Le culot
est resuspendu dans du tampon PSG, et
centrifugé à 8000 g pendant 10 mn. Le culot
de trypanosomes est congelé à -SO°c jusqu'à
utilisation).
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ANNEXE 8

Codes O.M.S. des stocks étudiés..

.STOCKS CODEO.M.S: 'STOCKS CODE OMS
BAKOU MHOM/CG/89IBAKOU D12 K MOVS/CG/80/D12K
BALEM MHOM/CG/89/BALEM PA MHOM/CG175IITMAP 1843
BALPA MHOM/CG/89/BALPA CK MHOM/CG174/0K
BISSI MHOM/CG/89/BISSI TB26 MSUS/CG/83ITB26
BIH MHOM/CG/89/BIH LIICL2 MOVS/CG/85/0RBZV 503
BOULA MHOM/CG/89IBOULA FY MHOMlCG/8SIORBZV 113
DEMBA MHOM/CG/89IDEMBA MA MHOM/CGI74/MA
DIANTErE MHOM/CG/89/DIAN PEYA MHOM/CG/80/PEYA
DJCAR MHOM/CG/89/DICAR C126 MHOM/ZR171/C126
DIMONA MHOM/CG/89/DIM MBA (1811) MHOM/ZR174IITMAP 1811
KIKOU MHOM/CG/89IKIKOU EATRO 1125 MTRGlUG/66/EATRO 1125.
KOA MHOMlCG/89/KOA AUO (1829) MHOM/ZR170/ITMAP 1829
MABAYA MHOM/CG/89/MABAy A KEMLO (1821) MHOM/ZRl74/ITMAP 1821
MABIA MHOM/CG/89/MABIA BOSENDJA (1869) MHOM/ZRl72IITMAP 1869
MABOU MHOM/CG/89/MABOU SANE (1786) MHOM/CM176/ITMAP 1786
MALOUNDA MHOM/CG/89IMAL MOS (1787) MHOM/CM174/ITMAP 1787
MATSOUMA MHOM/CG/89/MATSOU BIM (1789) MHOM/CM174/ITMAP 1789
MAZOUM MHOM/CG/89/MAZ . JUA (1790) MHOM/CM174/ITMAP 1790
MBOUSSA MHOMlCG/89/BOUSSA SHI86 MOVS/ZRl86/SH 86
MBOULANG MHOM/CG/89IMBOUL SW1187 MSUS/ZRl87/SW 1 87
NlTOUL MHOM/CG/89/NITOUL SW2187 MSUS/ZRl87/SW2 87
MINJA MHOM/CG/89IMINJA SW3187 MSUS/ZRl87/SW3 87
NGABE MHOMlCG/89INGABE SW4187 MSUS/ZRl87/SW4 87
NSOUNGUI MHOM/CG/89INSOUN SH161187 MOVS/ZRl871SH 161 87
NSIMBA MHOM/CG/89/SIMJ SHI09187 MOVS/ZRl871SH 109 87
sn.oU MHOM/CG/89/SILOU SW94187 MSUS/ZR/87/SW94 87
SANNA MHOM/CG/89/SANNA SW 165187 MSUS/ZR/871SWI65 87
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Noms et codifications des systèmes enzymatiques étudiés.

ABBREV. IDENTIF CXJE
ALAT Alanine amino transférase E.C.2.6.1.2.
ALP Alkaline phosphatase E.C.3.1.3.1.
DIA Diaphorase E.C.1.6.*.*.

GAPD Glyceraldéhyde-3-phosphate déshydro2énase E.C.l.2.1.12.
GOr Aspartate amino transférase E.C.2.6.1.1.
GPI Glucose phosphate isomérase E.C.5.3.1.9.

G6PD Glucose-6-phosl'hate déshydrogénase E.C.1.1.1.49.
GSR Glutathion réductase E.C.I.6.4.2.
IDH Isocitrate déshydrogénase E.C.1.1.1.42
LAP Leucine amino DeDtidase E.C.3.4.11 OU 13.*.
MDH Malate déshydrogénase E.C. 1.1.1.37.
ME Enzyme malique E.C.l. 1.1.40.
NH Nucléoside hydrolase E.C.3.2.2.1.

PEP2 Peptidàse (L LeucylL alanine) E.C.3.4.l1 ou 13.*.
FGD 6-phosphogluconate déshydrogénase E.C.l.I.1.44.
PGM Phosphog}ucomutase E.C.2.7.5.1.
1DH Thréonine déshydrogénase E.C.1.1.1.I03.
UGPP Uridine diphosphoglucose pyrophosphorylase E.C.2.7.7.9.
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Liste des abbréviations· des produits chimiques utilisés pour les
. colorations spécifiques de l'électrophorèse.

ABBR. NOM FONcrION
DICP DICHLOROPHENOL-INDOPHENOL OOLORANI'
EOI'A ACIDE ETHYLENEDIAMINE-TETRA-ACEIlQUE OOENZYME
G6PDH GLUCOSE 6 PHOSPHATE DESHYDROGENASE ENZYME DE LIAISON
INT IOOONITROTErRAZOUUM OOLORANI'
LDH LAcrATEDESHYDROOENASE ENZYME DE lJAISON
MIT METHYL THIAZOLYL BLUE OOLORANI'
NAD NICOTINAMIDE ADENINE DINUcLEdnDE CŒNZYME
NADH NICOTINAMIDE ADENINE DINUCLEOTIDE FORME REDUITE OOENZYME
NADP NICOTINAMIDE ADENINE DINUCLEOTIDE PHOSPHATE CŒNZYME
NADPH NICOTINAMIDE ADENINE DINUCLEOTIDE PHOSPHATE FORME REDUITE OOENZYME
NBT NITRO BLUE TETRAZOLIUM OOLORANr
PMS PHENAZYNEMEI'HOSULFATE OOLORANr
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Protocole d'extraction de l'ADN kinétoplastique (ADNk) .

. al· Di2estion des Protéines

·l-Resuspendre le culot "sec"de trypanosomes (mnimuin 100 mg),
dans 500 fJl de tampon SE ( Na Cl 0,1 "M, Tris 0,01 M, EDTA 0,1 M
pH 8,0), ajouter 1,5 ml de SE, homogénéiser, et transvaser dans un
grand tube à fond· conique .
2-Ajouter 33 fJl/ml de Sarkosyl(détergent).
3-Ajouter 2,5 Ill/ml de Protéinase K (enzyme protéolytique non
spécifique trés active) .

.4-Incubation 30 mn à 37°C.

bl Séparation ADNk/ADN nucléaire

5-Prendre une seringue de 5 ml et une aiguille 23 G/1,25. Enlever
le piston, puis remplir le corps de la seringue avec le lysat de
protéines. Presser énergiquement sur le piston, récupérer le liquide
dans un tube à vis de15 ml, cette phase a pour but de fragmenter
l'ADN nucléaire.
6-Transvaser le liquide dans un tube Beckman à centrifuger.
Centrifuger 60 mn à 10000 g..
7-Récupérer le surnageant (ADN nucléaire).
8-Resuspendre le culot dans 200 fJl de TE ( Tris 10 mM, EDTA
1 mM pH 7,5) et transvaser dans un tube Eppendorf, laver l'ancien
tube avec 300 fJl de TE et" le rajouter dans l'Eppendorf.
9-Centrifuger 30 mn à 6000 g.
10-Récupérer le surnageant , resuspendre le èulot dans 200 fJl de
TE , bien homogénéiser.
lI-Centrifuger 30 ·mn à 6000 g (renouveler l'opération, soit au total
3 . rinçages).

cl Extraction de l'ADNk

12-Après le dernier rinçage, enlever le surnageant, et. ajouter 200
III de TE + 5 III de RNAse.
13-Mettre au bain-marie à 37°C pendant 30 mn.
14-Ajouter 2 fJl de SDS 10% (Lauryl sulfate sels de sodium =
détergent) et 5 fJl de Protéinase K (20 mg/ml solution).
15-Incuber 30 mn à 37°C. .
16-Ajouter Vol/Vol de Phénol"', homogénéiser au vortex, et
centrifuger 1 mn à 6000 g.

·solvant organique captant les protéines et les polypeptides (inhibe les réactions
enzymatiques) .
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l7-Récupérer le surnageant av·ec . précaution . dans un. tube
Eppendorf, resuspendre le culot avec 100J.11 de TE, homogénéiser
au vortex, et recentrifuger' 1 mrt à 6000' g. Mettre Je surnageant
avec le premier.
l8-Ajouter VolNol de Chloroforme-isoamylalcool** dans le culot,
homogénéiser au vortex, et centrifuger 1 mn à 6000 g.
19-Ajouter 111 Oe du volume d'acétate de Na 3,0 M ***, et 2,5
volume d'éthanol absolu, homogénéiser au vortex, mettre à - 20°C
à précipiter toute la nuit.
20-Centrifuger 10 mn à 6000 g.
2l-Retirer le surnageant.
22-Rajouter 500 ~l d'Ethanol 70%, homogénéiser au vortex et
centrifuger 10 mn. à 6000 g.
23-Ret~rer complétement le surnageant (culot sec).
24-Resuspendre dans 50 àlOO J.11 de Tris 10 mM pH8,
homogénéiser . au vortex, laisser reposer une heure.

**(24:1 VN) le chloroforme est un solvant organique dénaturant les protéines.L'isoamyl
alcool facilite la séparation des phases aqueuse et organique. De plus, ce solvant capte le
phénol.
*** permet d'ajuster la quantité de cations pour la précipitation de l'ADN.
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Multilocus isozyme identification of Trypanosoma
brucei stocks isolated in Central Africa: evidence for

an ani~al'reservoir of sleeping sickness in Congo

Philippe Truc, Françoise Mathieu-Daudé and Michel Tibayrcnc
l.IJbo,Qloi,~ tk GbtélÜ[W da ParDSiles ~I Iks V~c:I~S.ORS/"OM. Monlpellier. ""DlJrr:

(Rcc:c:ived 2 March 1990; ac:cepted 27 Novcmbcr 1990) ,

Six Consolcse and 3 zairian Trypan_ bnI«i slocks were sludied by isozyme cellulose aœl:lle eJtClro­
phorais. TWCllty isozyme systems wcre uscd., of whicb only 5 showcd va~bilily. Thesc 5 polymorphie
syslems made it possible 10 identify 5 diJrtrCDt zymodemcs. Zymodemes isolalcd from man werc rcc:ordcd
both from pis and sheep 100. whicb confirms the results of previollS authors. This favors lhe aistenc:e of
an animal rcstrVOir of buman MricaJl IIypaDOSOmiasis iD the Conlo. which could play a roJe in Ibe
transmission ofthe diseasc, alleasl by the maintenance ofrcsidual foci. '

Key words: TryptIIIDStNffII6nIœi; Epidemiolol)': Slrain charaCleriz:alion; GeneIic ÏDterpreI2tion

Introduction

The existence of an animal rescrvoir of human Arrican trypanosomiasis has bcen
establisbed in Western Arrica (Mcblitz, 19n; Mchlitz et al•• 1982; Gibson et aJ..
1978, 1980; Godfrey et al., 1990). A similar situation. was suspcctcd for Central
Aftica, parûcularly in the Congo (Scott et al, 1983; Paindavoine et al.. 1986; Noireau
et al.• 1989) by use of genetic markcrs (isozymcs and DNA probes). But thcsc data
remain scanty due to the smaU numbcr ofstocks studied (only one stock was isolated
from animais in the work by Scou et al.. 1983). In this study. wc present isozyme
data on 9 stocks from Central Africa (3 from Zaire, 6 from the Congo). 21 loci are
analysed by cellulose acetate electrophorcsis. The rcsults are compared with those
obtained by previous authors ,(Tait el al.. '1984; Paindavoine et aL. 1986; Scott et
al.. 1983).

Material and Methods

P'~pQrQtion ofsamplu for electrophoruis:

The origin of the stocks is listed in Table l. Primary isolatcs wcre intrapcritonaJJy
inoculated into Wistar rats, which made it possible to obtain 5 x 10' parasites/ml.

Co"upondmœ tJddreD: Philippe Truc:, Laboraloire de Ciénëûquc des Parasites el des Vecteurs. ORSTOM.
2OS1 Avenue: du Val de Montferrand. BPS045. 34032 Montpellier Cédcx, France.

OOOI·706XI9I/S03.50 Cl 1991 Elsevier Sc:ic:na: Publishcrs B.V. (BicmediCiI Division)
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2

TAnLE 1

t1islonal and ae:oaraphiCl' da~ llboui the: siocks unde:r siudy

Slock· Hosi Country AR:I Var

TB26 pis Con&o Kinzaba (Niari) 1983
LIICL2 pig Con&o 8r:szzaville (pool) 1985
012K. shccp Con&o K.oulWlulou (Couloir) 1980
OK man Congo Makoua (CUVClIC) 1974
PA man Congo Comba (Niari) 1975
FY man Congo Mbioda (Ld:ownou)" 1985
1811 man Zaire Kinshasa 1974
1821 man Zaïre OcmeDa 1974
C126 man Zaïre Kinshasa 1971

"Imponcd eue from Bouenza arca.

Parasites were separated from rat blood by passage through DEAE~llulosecolumns
(Lanham and Godfrey, 1970), and pellets oftrypanosomcs wcre obtained by centrifu­
gation at 1440xg. CeUs were mixed with an equal volume of enzyme stnbilizer
(Miles and Ward, 1978) and kept on ice for 20 min. CeUs were Ibcn pelleted by
centrifugation at 8000 x g and discarded. The supematant was stored at -70·C.

Cellulose acelale eleclrophoTuïs:

E1ectrophoresis and staining procedures (sec Tables 2 and 3), were adapted to African
trypanosomes from the recipes of Cariou (1977), Kreutzer et al. (1980, 1981, 1983),
Lanham et al. (1981), Richardson et al. (1986), Shaw and Prasad (1970), and
Tibayrenc et al. (1985). The 20 enzyme systems studied are: AK (EC 2.7.4.3), ALAT
(EC 2.6.1.2), ALP (EC 3.1.3.1), EST (EC 3.1.1.1), FK (EC 2.7.1.1), G6PDH (EC .
1.1.1.49), GPI (EC 5.3.1.9), GAPD (EC 1.2.1.12), GOT (EC 2.6.1.1), GSR (EC
1.6.4.2), ICD (EC 1.1.1.42), LAP (EC 3.4.1 Jp 13.·.), MDH (EC 1.1.1.37), ME 0~
(EC 1.1.1.40), NH (EC 3.2.2.1), PEP2 (L-LcucyJ-L-alanine EC 3.4.11 or 13.·.), 6PGD
(EC 1.1.1.44), PGM (EC 2.7.5.1), TDH (EC 1.1.1.103), and UGPP (EC 2.7.7.9).
The Helena system was used for all expcriments.

Resalts

The 20 enzyme systems made it possible to identify 21 putative genetic loci (NH
exhibits the activity of two separate loci, NHI and NH2). Of these 21 loci, 1.6 were
monomorphic for the stocks undcr study: AK. ALP, EST, FK, G6PD, GAPD. GPI,
GSR., LAP, MDH. ME, NH1, NH2, 6PGD, TDH and UGPP. The 5 variable loci
wcre ALAT, GOT, IDH, PEP 2 and roM. The variability of these 5 loci produced
5 differcnt zymodemes, w~ch are.listed in Table 4.

In order to initiate population gcnetic studies on Trypanosoma bruce; (sec
Cibu1s1cis, 1988), wc tried to intcrpret our data in terms of Mendelian genetics, an
approach initiated by Tait (1980) in the case of T. bruce; and successfully used by
us for Trypanosoma cruz;, the agent ofChagas' disease (Tibayrenc et al., 1981, 1986).
When possible, elcctromorphs were equatcd to alleles. foJJowing the hypothesis of .



TABLE 2

Bulren used ln lhe present sludy

o 0.2 M Tri. 0.025 M Irlc/ne 0.01 M Ka pH 8.0
H O•., M eitrle .cld 0.24 M N.HJPO. pH 6.3 .
1 Add 0.2 M NaHJPO. 100.2 M NaJHPO. reach pl-l 7.0

Code

A
B
C
o
E

F

CcII bulren

0.5 M Tris versene borate pH 8.0
Tris barbll.lsodium barbital (Helena HR) pH 9.0
0.1 M Tris 0.1 M m.lele .cid 0.01 M EDTA 0.01 M M&CIJ pH 7.4
0.1 M Tris 0.0044 M m.lelc acld 0.01 M EDTA 0.01 M MIClJ pH 8.6
0.01S M Tris 0.005 M EDTA 0.01 M MIClJ 0.01 M borie .dd pH 1.8

0.66 M Tris 0.083 M cllrlc .cld pH 8.6

Code

1
2
3
4
5

6

Reaellon bulren

1M Tris HCI pH 7
1MTris Ha pH a
0.076 M Tri. 0.005 M cil rie acid pH 7.9
0.2 M Tri. 0.2 M malei<: acid pH 6.0
0.1 M Tris .djult to pH 6.5 wlth
1M malcie .cid
0,025 M N.HJPO.
o.oa M NaJHPO. pH 7.4

....

,

>z
Z
tT1
><
tT1 ...............

0IV
..-...
(12 •

C........
0
'-"





6POD D (2.5/100) 200 2.5 . 2 (2.5/100)

PEP2 A 200 25 2 (//10)

LAP A (25/100) 200 45 4 (15/100)

POM A (25/100) 200 45 2 (2.5/100)

TDH· 0 200 15 2 (1/10)

Uopp B 200 20 2 (4/10)

·Coolcd by usinl the c;oolinl dcvicc provided by Helenll.

10 ma6.phosp~olluconlc Ic/d, 50 ma MaCl" 5ml NADP, 5 ml NOT. ) ml PMS .

5 ml L-lcucyl L·alanlne, 1ml Lamlno acld oxldase, 1ml pcroxidllsc. JO ml M,CI •• ) ml MnCl•• 5m~
3'lmlnocthylcarbazole ln 400 JlI ethanol

10 ml L·leucine "·naphthylamide, 5ml raSI black K salt

20 maaJucose-1 phosphite, 1 unlts 06PDH,SO ml MaCl,; 5 ml NADP. 2.05 ml NOT, 3ml PMS

100 ml L-thrconlnc, 1.50 ml Ka, 10 ml NAD, I.B ml MIT, U ml PMS

50 ma uridine dlphosphollucose, 70 ml tetrasodium pyrophosphale. 10 ms NADP. 10 units 06PDH,·
90 unlta pholphollucomutase (rrom rabbi! muscle), 1Rilllucose·I.6 diphosphate. 60 ml EDTA. SO nll:
Mact,. 1.2 ml MIT, 3 ml PMS

.""

>z
Z
tT1
:><:
tT1 --- NN
..-..
CI)

c::....
pot.
(Il
'-'"
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TABLE 4
Zymodemes recorded in Ihe prescnl sludy. Alldes ai any given loc~$ :are nurnbc:re.J SI:&rIinl: (r~lII' 1 for
Ihe fasl~1 :dlcle. The variabilily rc:c:ordc:d for PEP 2 was inlcrprclC:d phc:nolypic:llly (sec lexI)

ZYM ALAT OOT. IDH PEI'2 PGM Slc.cks

1 ./4 III III 1 2/2 1811
2 .,. III III IV 2f2 IH21
3 1/3 III III III 2/2 Cl26

• 2/2 2/2 1/2 Il III FY.LIICL2
5 2/· III III IV 2/2 o12K.TB26.PA.OK

diploidy established by Tait (1980), Gibson ct al. (1980), Jenni ct al. (1986) and
Sternberg ct al. (1989) for T. brucei. The differcnt putative allelcs at a given locus
were numbered starting from 1 for the fastest allele. Table 4 gives the inferred
genotypes for the 5 zymodemes recordcd. The locus PEP2 was not suitable for allelic
interpretation, and its variability was interpreted phenotypic:ally.

Some of our results disagrce slightly with the ones communicated by other workers
(Tait ct al., 1984), who studicd the same isolates. This might be duc to a different
tcchnical approach. Thcse divergent resuJts involve, for example, the DI2K stock. .
These authors have recorded complcx, multi·banded patterns for this stock, for the
enzyme system PEP2, while our results show a oDe-bandcd pattern at this locus (sec 0

Fig. 1). CoDversely, for the locus ALAT, wc rccorded a three·bandcd pattern (sec
Fig. 2), as Scott ct al. did, while Tait et al. rccorded a one·banded pattern.

Discussion

The present study Ois based on the use of 21 isozyme loci, which provide a sound
picturc of the aetual genetic variability of the stocks. Indced such a numbcr of loci
is considered as statistica))y significant in population and evolutionary studies: Avise
and Aquadro (1982) chose a lower limit of 14 loci for acccpting the phylogenetic
value of genetic distances iD vertebratcs. Nevertheless, wc do not want to give the
zymodemes rccorded herc any definitive labcHing or numbcring. Indeed, delineation
of zymodemes is bighly depcndent upon the methods uscd. and upon the range of

+

---
1

c:::::J c::::::::J
c:::::J---

TI ID IV

Fil. 1. Di1lrams for the obscrvc:d PEP2 patterns (sec: Tlible 4).
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c:::J JlIIlIlIIlI

c:::J
lllIlllIIlI- c:::J

lIlIIlIlIII c:::J

4/4 214 113 1/1

llIIlBllI

212

. ,
!

Fil:. 2. Oia&Dms for the obscrvcd ALAT pallcms. wilh pullllÏve aUelic inlerprelations: III - homoZYl:ole
. for Ihe allelc 1•.elc. (safTablc 4).

isozyme markers under study (Tibayrenc and Ayala. 1988). The number of different
zymodemes recorded is expected to increase with the range of markers and the
number of stocks examined.

Although the present stock sample is stiU lirnited. our results canfirm the presence
of identical zymodemes both in alÛmal and human hosts in the Congo. as already
rccorded by Scott et al. (1983)..ln particular zymodeme S in the present study was
isolated four times. independently from a sheep. from a pig and from a palieR{. t ..~ r,; ~ .. ,- r', .
Zymodeme No. 4 was recorded twice. respectively from a pig and from l'xe patieRls. :".. r C". , .. ~ ... t
So our rcsults extend the data prescnted by Scott et al.. suggesting the role of pigs
as animal reservoirs in the Congo, as has becn shown to be the case in West Africa
(Mehlitz. 1977; Mehlitz et al.. 1982; Gibson et al.. 1978. 1980). These data are still
too lirnited to allow the significance of animal reservoir hosts in the Congo to be
ascertained precisely. Indeed, isolation of the same zymodeme both from man and
from ·animal is not definitive evidence for communication betwccn human and
animal reservoirs. Nevertheless. the animal hasts are IikeJy to ~ important in the
maintenaDce of residual foci in this country (see Noireau et al., 1986, 1989). 1t is
worth noting that the stock DI2K. which was isolated from a sheep. was identified
by Paindavoine et al. (1986) as T. brucei gambimse. which again favors the existence
of an animal reservoir of human African trypanosomiasis in the Congo.

Work is in band to survey a Jarger sample of stoCks from the same region, in
order to give a more accurate picture of the epidemiology of sleeping sickness in
this area, and especially, to provide betlCr estimates of the role of the animal reservoir
in Central Africa.

Acknowleclgements

We are indebted to Prof. P. Kageruka and Prof. D. Le Ray (Tropical Medicine
Institute. Antwerp. Belgium)•. and Dr J.L. Frézil and Dr F. Noireau (ORSTOM
Montpellier). who kindly supplied the stocks included in this study. This research
was supported by a French Ministry of Research & Technology grant No. 418 209
16. and a Région Languedoc-Roussillon Grant No. 891891.



115

ANNEXE 12 (suite)

Il

References

Avise. J.C. and Aqu:adro. C.F. (1982) A compar:llive summary of gelll:lic dislances ill Ihe verlcbr:lles.
Evolulion. Biol. 15. 151-185. '.

. . . uhilitfî 1 \ L • i)
~riou. M.L. (1977) Recherches sur le polymorphisme cozym:lIique du cc>mrleAe Ju,.,u ~/L'. le:lc 1 :-.~, S ':.-=:-':;

(Cruslacé, Isopode). Thè:sc Sciences, Paris VI. .

Cibulsltis, R.E. (1988) OriJ:Îns and orpniz:lIion of diversily in n:slural popubli\'ns "f T'.'"f.un"~tH''''

brllc~i. P:lr:asilolol)' 96. 303-322.
Gibson. W.C~ Marshall. T.F. de C. and GodfrL"Y. O.G. (1980) Numcrical al\:lly:;is uf enzyme pulymur.

phism: A nc:w approach 10 epidc:miolo&>, and uu:onomy of Irypanosomes of subt!enus T'ffICI1w::lNm.

Adv. Parasit. 18. 175-246.
Gibson, W.c.. Mehliu. O•• Lanham. S.M. and Godfrey, O.G. (1978) 1be idenlifK:llion of T'.I.",mll~onw

b~~i,tunbinlse in Liberian pip and dogs by isomzymcs and rniSl:lna: to human plasma. Tropc:nmc:d.
ParasiL 29. 335-345.

Godfrey. 0.0.. Baker. RD. ancl MebJiu. O. (1990) The distribution. relationships and idcnlifK:ltion of
cuzymatic variants "';thin the subpus Trypono::DOtI. Mv. hnsit. 29. 1-74.

Jenm. L.. Marli. S.. Sehweizer. J. and Betsdlart. B.. Le hzc, ILW.F.. Wells. J.M.. Tait. A•• Paindovoine.
p.. Pa)os. E. and SIc:inen. M. (1986) Hybrid formation betwec:n Arrican tf)-panosomes during e:Yc1ical
transmission. Nature 322, 173-175. .

Kreutzer. ILO. and Chrislc:DSCD, HA (1980) Charac:tc:rization ofLtislrnIQnÙl spp. by isozyme elcctropho­
rais. Am. J. Trop. Med. H)'I. 29 (2). 199-208.

Kreutzer. RD•• Semko. NoE.. Hc:nd.riclts. L.O. and Wri&!lt. N. (1983) Identification of uùhmœ,;o spp.
by isozymes anaJysis. Am. J. Trop. Mcd. HYI- 32 (4). 703-715.

Kreutzer, RD. and Sousa, O.E. (1981) Biodtemic:al charae:tcriz:nion of Tl}"f1O- spp. by isozyme
declropbcm:sis. Am. J. Trop. Mec!. Hn. 30 (2). 308-317.

Lanham. SoM. aDd Godfrey, 0.0. (1970) Isolation or saJivarian UypanOSOmCS from man and other
animais usin, DEAE~ulosc.Eap. hrasitol. 25.521-534.

LanJwn. SoM.. Orcndon, J.M.. Miles. M.A., Povoa. M.M. and AImeicb de SoUZll., A.A. (1981) A
COIIIP.Irison ofe1ectrophomic methods for isoenzyme charae:terization of trypanosomalids. 1: Sl:Indard
Itoclts of Trypanqsmna cruzi zymodcmes ûom northcut Brazi1. Trans. IL Soc. Trop. Me<!. HyC- 75.
742-750.

Mc:hIitz., O. (1977) The: behaviour iD the blood incubation iDfc:etivily tests of four Tl}'JIDnoZDDn suains
isolated from pip iD Liberia. Trans. IL Soc. Trop. Mcd. HyS- 71,86.

MebJitz. 0 .. Za1lma1lD, U.. Scott. C.M. and Godfrey, 0.0. (1982) Epidcmiolo'K:alst'udics on the IInimal
rcsc:rvoir ofpmbiense s1ccpin, sickDcss. hn III. Charae:tcriz:uion of Trypona:oon slocks by isocmymcs
and sensitivity to human serum. Tropenmed. Parasi.t. 33. 113-113.

Miles. M. and Ward. IL (1978) PrdimiDliry isoenzymc stlldics on phlcbolomincs andnic:s (Diplua.
PsychDdidDc). ADn. Trop. Mec!. Puasit. 35,105-108.

Noireau. F.. Gouœux. JoP.. Toudic. A., Samba. F. aad "·rëzil. J.L. (19116) Importance êpidémiologiq~

du réservoir animal à TrypanasDllJll 6nl«i StunbitIIR au ConIO. 1 Prévalence des trypanosomoscs
animales dans les foyers de maladie du sommeil. Tropenmed. ParasîL 37. 393-398.

Noireau, F.. Paindavoinc. p.. Lcmcsre. J.L,. Toudic. A.. Pays, E.. Gouleux, J.p.. Sleincrt. M. and Frézil,
J.L. (1989) The cpidemiolosic:al ïmportaDe:e of the animal rcservoir of Tryparunoma brllCti ,DmbimM
in the CoDao. n Ctwac:te:riation or the Tryponos«rlD bnlœi compla. Tropc:nmed. Pansit. 40. 9-11.

PaindavoiDe. p.. Pays, E.. Laurœt. Mo. Gcltmc:yer. y .. Le Ray, 0 .. Mehliu. O. and Steinert, M. (1986)
1bc use orDNA hybridisatioa and tuoDomy in detenninin, relationships between Tryptl1lO$DmQ bnl«i
Itoclts and subspccics. Parasitolol)' 92. 31-50.

RicIwdsoD, BJ.. Baverstock. P.R. aDd Adams. M. (1986) A Handboolt for Animal Systc:matics and
Population Studics. Academie: Press, 410 p.

Shaw. C.IL aDd Prasad, IL (1970) Starch Id e1cc:trophorcsis of enzymes. A compilation of n:cipc:s.
Bioc:bcm. Gcn. 4, 297-320. .

Scott. M.c.. Frézi1. J.L,. Toudic. A. and Godfrey, 0.0. (1983) The: shc:cp as a potenlial rcscrvoir of
buman IrypRoIOmiasis in the Rcpublic orthe: Conlo. Trans. R. Soc. Trop. Mc:d. HYI. n. 3. 397-"101.

Sterllber&, J.. Turner. C.M.R.. WdIs. J.M•• Ranford-eanwricht. L.C•• Le Pace. R.W.F. and Tllit. A.
(1989) CiCPC exchance iD African trypanosomes: freqUCDCY and allclic segregation. Mol. Biochcm.
hrasitol. 34, 269-280.

Tait. A. (1980) Evidence for diploidy and malin, in trypanosomc:s. Nalurc: 2117. 536-5311.



i

1

116

ANNEXE 12 (suite)

'.
9

Tail. A~ Eldirdiri. A., Babiker. A. and Le Ray, D. (1984) Enzymc varialion in T,yfHllltlSOmD~; 'Pp.
. J. Evidence ror the su~spcciationor T'ypanosoma bru«; 8amb;ms~. Parasit%eY 89. 311-326.

Tibayrene. M~ Carioll, M.L.. Solipae. M. and Carlicr, Y. (1981) Ar;umcnu &énéliqucsconlrc l'ex~encc

d'une sexualilé Klucllc chez T,yptlIUJSOmD CTIlzi. Jmplicalions laxinomiques. C. R. Hcbd. Seances Acad.
Sei. hris 292, 623-625.

Tibayrcnc. M.. Cariou. M.L.. Solipe. M•• OcdCI. J.P•• Poch. O. and DcsjcUll. P. (1985) New dcl:troph~

retie evidence of ICnelic varialion and diploidy in T'ypanoSOlflQ tlJl:i. lhe a&Cnl or Chacas' discasc.
Genctica 67,223-230.

Tibàyrcne. M~ Ward. P., Moya. A. and Ayala. FJ. (1986) Nalural populations or TryptIIIDSDIfID UIl::i.
the asent orChaps' discase, bave a complCll multicJonal SUUClUrc. Proc. Natl. Acad. Sei. 83. 11S-119.

T1bayrcnc. M. and Ayala, FJ. (1988) lsozyme variabilily in TrypatllJSOIIla CTIl:i. the aient· or Chaps'
discasc: aœetical, woaomicaJ llDd cpidcmiolocical sianilicaacc. Evolulion 42. 2TI-292.

;



1 i 7

ANNEXE [3
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ANNEXE 14

E'\èmplè de l) IllogrClllll11è obtèl1u pour l'enzyme: maliquè 0\[ E)

Cè tr è l' Il Zy l11 C Ple' Sè IH è cl ê U.\ 10ci: ME 1. m 0 Il 0 111 UrpIl è. èS r plu S

rapidè que ME ! qui lui èst polymorphe. è[ pr~sèfltè dc:s
h~[~mzygotcs à [["Ois bandès (èflLyrnè dimère:. PaS[èUr èr al .. 19871.
alnsi que des hOl11ozygO[èS pOil[ ks allèks l ê[ 0 (allèle nul) .
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ANNEXE 15

E.\cmpk de zYl\logramme pour l'alanine alllino-transféïaSè (ALAT).
enzyme r~\~lée en ultra-violèt (320 nm). La représentation

sc Il é 11l a riq LI e cie:' <, g ~ n() tYPè S 0 b Sè nés rés LI mè l 'e n Sè mh Iè des
fèslIltars obtèllus dans Cètte ~tudè Lçs génotypes 4/4 et 1/3 nè

sont pas visibles sur lè gel présenté. Les stocks n° l. 2. 3.4,7. R el

10 ont le génotype 2/4. alors que lès stocks n° 5. 6, 9 et 1 l ont le

génotype 212.
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ANNEXE 16

E\èrll pic (IL
Le S[ùc!-. n­
I/l. tous ks
J /1 ).
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10 (EATRO 1!251
autre''' stocks son!

l'isocirralC déshycllog~nasè (10H).
pr~5èntè Lill génotypè h~[~rolygO[ç
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ANNEXE 17

Exemple de zymogramme pour l'enzyme nucléoside hydrolase (NH)
au locus NH c. Le stock nO 10 (EATRO 1125) présente un génotype
hétérozygote J/2, toutes les autres siont homozygotes à ce locus
(génotype JIl).
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ANNEXE 18

EXèmple cJè Zy lllogrnl11fl1è PUUf l'ènzymè phosphuglucomurasè
(PGI\fl. Le s(ud; Il:' la (L1I CL2) ('sr hOIllO/ygotè pOlir l'alklè L ruus
lès autres sonl IWIJ)t1ly gorc~ pour l'allèle ~.
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ANNEXE 19

E\èll1plè de zymogrclllllllè pour j'èllzymè aspartRlè
alllillotrallsf~r<lSê_ = glutamatè o.\aIOac~talè transaminclse (ASAT ou
GOT). La représentation sch~matiquè des ph~notypes observés
r~sumè l'ensèfllbk des r~sullats obtcnus pour cette: enzyme clalls la
présèntè élude. Le phénotype If n'est pas visible sur k gèl
pr~senté. Notons la di fférence d'activité. pour cette enzyme. entre
les stocks étudiés sous forme procyclique P et ceux étudiés sous
fo r me sangu icok S.
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ANNEXE 20
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ANNEXE 21

Matrice des distances génétiques standard de Nei. Les distances
génétiques représentent le nombre moyen de codons différents par
gène entre deux p~pulations (Nei, 1972). La numérotation .des
zymodèmes se base sur la' série complète de systèmes
enzymatiques étudiés, ceux·· qui peuvent être interprétés' en termes
mendéliens comme· ceux qui ne se prêtent qu'à une lecture
phénétique. Les distances géné'tiques étant calculées sur les seuls
loci génétiquement interprétables (20), certains zymodèmes sont
différents sur la base de 24 loci, mais identiques pour 20 loci: Z4=
Z7=ZlO=Z15 et Zll=Z13=Z14.

m 2 3 A.~
, , ....1$ 8 , 11_13_IA 12 l' 1 7 1 8 19 20 21 22

1
2 0.21
3 0.23 0.23

A_! 0,26 0.26 0,17, 0.23 0.36 0.26 0.28
"'1015 0.15 0.27 0.36 0.09 0.36

8 0.23 0.36 0,45 0.17 0,45 0,07, 0,32 0,32 0,12 0,04 0,34 0.2 0.28
ll-U-JoC 0,12 0.36 0,45 .0.17 0.38 0,02 0,1 0,28

12 0.23 0.23 0,32 0.07 0.38 0.02 0.1 0,17 0.1
16 0,26 0.26 0.28 0.04 0,34 0.05 0,12 0,14 0.12 0,02
17 0.19 0,19 0,4 0.12 0.4 0,02 0.1 0.23 0,05 0,05 0,07
1t 0,43 0.58 0.61 0,28 0,61 0.23 0.15 0,41 0.26 0.26 0.22 0.27
1t 0.38 0.53 0.55 0.25 0.55 0,2 0,12 0.36 0.22 0.22 0.19 0.23 0.02
20 0.53 0.69 0,72 0.36 0,72 0,32 0,22 0.5 0.34 . 0.34 0,3 0.36 0,12 0.09
21 0.12 0.34 0.36 0.32 0,3 0.22 0,14 0,45 0.19 0.3 0.27 0.25 0,24 0,21 0.32
22 0.26 0.38 0,41 0,14 0.41 0.09 0.02 0,25 0,12 0.12 0.09 0.12 0,12 0,09 0.19 0,11
23 0.23 0.36 0.32 0.12 0.38 0.12 0.05 0,17 0.15 0.15 0.12 0.15 0.15 0.12 0.22 0.14 0.02



126

ANNEXE 22

Matrice des distances phénétiques de Jacquard. Elle indique ainsi la
ressemblance phénétique entre deux zymodèmes.

m 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ro " u 0 ~ ~ u n ~ ~ ~. n ~

1
2 0.22
3 0,49 0,49

. 4 0.45 0,45 0:27
5 0,44 0,44 0,32 0,1)6
6 0,49 o~ O,4S 0,41 0,37
7 0,22 0,32 O~ 0,37 0,36 0,59
8 0,37 0,45 0,63 OA7 0,46 0,51 0,19
9 0,63 0,63 0,33 0:29 0,33 0,51 0.57 O~

10 0:29 0,37 0,6 0,43 0.42 0,55 0t18 0.12 0,52
" 0,17 0,36 0,59 OA1 OA 0,59 0,1)6 0.24 0,6 0,14
U 0,27 0:27 0.52 0,33 0,32 0,59 0,1)6 0.24 0oS' 0.14 0,12
o 0,36 0.17 0,59 OA1 0.4 0,65 0,17 0,33 0,6 0,24 0:22 0,12
14 0.24 OAI 0,63 OA7 0,46 0"5 0,14 0,17 0,.56 0,1)6 0,l)S 0,19 0,29
15 0.27 0,36 0,59 0"'1 OA 0,59 0,17 0,33 0,6 0.24 0,12 0:22 0,22 0,19
16 0,27 0,36 0,52 0,33 0,32 0,56 0,Q6 0:24 0oS' 0.14 0.12 0,12 0,22 0.19 0.12

n~~0,.56~~~W~~~~~~~~W

18 0,52 0,59 0,69 0,54 0,53 0.64 0,37 0:22 0.62 0,32 0,41 OA1 OA9 0,36 OA1 0,33 0,45
19 0,49 O~ 0,66 0,5 OA9 0,61 0,33 0,17 0,59 0:27 0,37 0,37 0,45 0,32 0,37 0,29 OAI 0,1)6

~0,.56~WU0,.56~~~~~Wwm~w~~~w

21 0,37 0,52 0.63 0,6 0,59 0.55 OAS 0,32 0,62 OA 0,41 OA9 0,56 0,36 DAI OAI 0,52 0,4 0,36 0,,",
n 0.49 0,56 0.66 0,5 0,49 0,61 0,33 0,17 0"2 0,27 0,37 0,37 0.45 0,32 0,37 0,29 OAI 0,27 0,22 0,32 0.17
Z3 0,37 0,45 0,57 0,39 0,31 0"2 0,29 0,12 OA9 0,22 0,33 0,33 OA1 0,27 0,33 0:24 0,37 0,22 0,17 0.27 0,32 0.17
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ANNEXE 23

1) Corrélation entre distances génétiques calculées et mesurées sur
le dendrogramme. Elle est hautement significative (R=0,669, p<10-4,
d.d.l. = 152). L'équation de la dr<>ite de régression est: y"= 0,444 x +
1,36.
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2) Corrélation entre distances de Jacquard calculées et mesurées
sur le dendrogramme. Elle' est hautement significative (R=O,848,
p<IO-4, d.d.l.= 252). L'équation de la droite de régression est: y=
0,739 x + 0,1.
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ANNEXE 24

1) Corrélation entre distances patristiques et distances génétiques
de NeL. Elle est hautement significative (R= 0,779, p<10-4, d.d.I.=
152). L'équation de la droite de régression est: y = 23,559 x + 2,708.
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2) Corrélation entre distances· génétiques et distances phénétiques.
Elle est hautement significative (R= 0,823, p<10-4, .d.d.I.=152).
L'équation de la droite de régression est: y = 0,901 x + 0,677.
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ANNEXE 25

Corrélation· entre distances de Jacquard et distances patristiques.
Elle est hautement significative (R= 0,851, p<10-4, d.d.1.=152).
L'équation de la droite de régression est: y = 23,496 x + 0,978.
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ANNEXE 26

Exemple de profil de restriction obtenu pour l'enzyme HIND III. La
schématisation des maxicercles linéarisés. qui visualise
J'emplacement des 3 sites de coupure. s'appuie sur les cartes de
restriction établies par Borst et Fase Fowler (1979). Le marqueur
de poids moléculaire est RAOUL 1 (Laboratoire Appligene,
nOI6067). .
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ANNEXE 27

Exemple de profil de restriction obtenu pour l'enzyme ECO RI. La
sc hé mat i sa t ion des max j cerc Jes 1i néaris és . qui vis lia 1is e
l'emplacement des 3 sites de coupure. s'appuie sur les cartes de
restriction établies par Borst et Fase Fowler (1979). Les marqueurs
de poids moléculaire sont: Raoul 1 (voir annexe 26) et l'Echelle 1 kb

. (Laboratoire BRL. nO 5615SA/SB) .
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