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- l l I,tnde de la prevalence des mfectlons a trypanosomes chez les animaux sauvages
. du foyer de la maladre du sommell de Blpllldl Cameroun.
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‘.Z}Resume

Si quelques etudes ont ete reahsees sur les trypanosomoses chez les animaux domestiques en Afrique

‘ Centrale trés peu de recherches ont été consacrées sur ces parasites chez les animaux sauvages. Dans

cette étude, la Polymerase Cham Reaction (PCR) a été utilisée pour déterminer les prévalences de

‘“dxﬂ‘erentes espéces de trypanosomes chez les animaux sauvages du foyer de maladie du sommeil de
. Bipindi. Les résultats prehmmanes obtenus moritrent que 39% (64/164) d’animaux sauvages du foyer
" dela maladle du sommeil de Bipindi (Cameroun) ont été en contact avec au moins une espéce de
, ’trypanosomes L espéce Tr)panosoma bruceis.1. alaplus forte prévalence (22%). Trypanosoma
"fj‘ vivax aune prévalence relativement i nnportante (1 1%) La prévalence (6%) du sous-genre Nanmomonas
AT congolense «type. forest», I, congolense «type savannahy et 1. simiae) est faible. Les espéces

. Trypanosoma simiae - et Tr)panosoma congolense «type forest» ont été trouvées chez les rongeurs
et chezles pnmates umquement Le paras1te pathogéne pour I’homme T” brucei gambiense groupel
. aune prevalenoe de 8% (13/164). Les-animaux présentant une forte prevalence a T brucei gambiense
“‘sont les rongeurs (Atherurus africanus et Crzcetomys gambianus), les singes (Cercopithecus et
. Cercocebus) et les'ongulés (Cephalophus). Nous avons également trouvé deux petits carnassiers
(Genetta servalina et Nandiriia bmotata) porteurs de trypanosomes pathogénes pour ’homme.
* Uné confirmation de ces résultats par une étude plus exhaustive permettra de mieux comprendre le

- phenomene de resurgence de la maladxe du sommell, la perenmsauon etladispersion del’endémie.

Abstract S : : :
Though studles have been carned out on txypanosomlasm and the domestlc animal in Central Africa,
very little data is avallable on these parasites and wild game. In this study, PCR has been used to

determme the prevalence of dlﬁ‘erent tlypanosome species in wild animals from Bipindi (Cameroon)

' sleepmg s1ckness focus. Prehmmary results obtained show that 39% (64/164) of wild animals from the
: Blpmdl focus have beenin contact with at least one species of trypanosomes. 7rypanosoma brucei
“sl spec1es has the lnghest prevalence (22%) Trjpanosoma vivax with a prevalence of 11% is fairly
o represented The prevalence (6%) of Nannomonas subgenus (Z. congolense «type forest», T
o congolense «type savannah» and T, szmlae) is low. Trypanosoma simiae and Irypanosoma
. congolense «type forest» have been found onlyin rodents and primates. The parasite pathogenic to
5 ‘man, Trjpanosoma brucei gambzense group L had a prevalence of 8% (13/164). Animals presenting
5.8 hlgh prevalence of Ti)panosoma brucei gambiense were rodents (Atherurus africanus and
5 Crzcetomys gambmnus) monkeys (Cercopzthecus and Cercocebus) and ungulates (Cephalophus).

: j 'We also found two small carnivores (Genetta servalina and Nandinia binotata) harbouring trypa-
_"nosomes pathogenlc to man. Conﬁrmatlon of these results by an exhaustive study will allow a better

understandmg of resurgence phenomenon of sleepmg sickness, the perpetuation and dispersal of the
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Introduction

La trypanosomiase humaine africaine (THA) a
Trypanosoma brucei gambiense demeure 'un des
plus grands fléaux en Afrique au sud du Sahara. En
dépit des campagnes de lutte qui avaient pour but
de réduire I’incidence de cette maladie, I’éradica-
tion n’ajamais pu étre obtenue. Actuellement, on
note une résurgence de la maladie dans la plupart
des foyers et la situation épidémiologique de Pheure
est comparable a celle des années 1925-1930
(OM.S,, 1996). La compréhension de ce phéno-
méne de résurgence reste un probléme important
pour mieux appréhender I’épidémiologie de 1a ma- -
ladie. L’une des explications de cette situation pour-
rait étre existence d’un réservoir animal qui main-

" tiendrait la transmission de la maladie a bas bruit

(période de faible prévalence chez I’homme) et qui

serait a I’origine de ’échec des dlﬂ‘erentes campa-

gnes de lutte.

* Lestravaux antérieurs entrepris en Aﬁ1que de Pouest

ont montré que les animaux domestiques étaient des
réservoirs potentiels de trypanosomes pathogénes
pour ’homme (Gibson ef al., 1978 ; Molyneux,
1980 ; Mehlitz et al., 1982 ; Joshua et al., 1983 ;
Zillmann, et al., 1984 ; Mehlitz, 1986). La situation
en Afrique centrale est restée confuse (Noireau ef
al., 1986 ; Scott et al., 1983). Néanmoins, Berl ef
al. (1982), Asonganyi et al. (1986) et Asonganyi
etal. (1990) ont retrouvé les antigénes de T brucei
gambiense chez des animaux domestiques (ché-
vres, moutons, chiens et porcs) de certains foyers
de la maladie du sommeil au Cameroun. De plus,
Nkinin et al. (1999) ont montré que les porcs des

- foyers de la maladie du sommeil de Fontem et de

Campo portaient des trypanosomes génétiquement
identiques a ceux pathogénes pour I’homme. L uti-
lisation dela PCR (Polymerase ChainReaction) pour
amplifier une séquence d’ADN microsatellite ca-
ractéristique de Trypanosoma brucei gambiense
groupe I a permis de constater que 25% de porcs
du foyer de la maladie du sommeil de Fontem (Ca-
meroun) étaient porteurs de trypanosomes patho-
genes pour ’homme (Herder ef al., 1999).

Les études visant & démontrer que les animaux sau-
vages constitueraient un réservoir de 7. b.
gambiense sont restées a I’échelle expérimentale
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en Afiique Centrale. Les inoculations expérimenta-
les avec transmission cyclique ont montré que cer-
tains animaux sauvages peuvent étre infestés par T
b. gambiense et parmi eux, quelques uns dévelop-
pent une forme chronique de la maladie comme chez
I’homme (Van Hoof, 1947 ; Moloo et al., 1986).
Les principales difficultés pour mener 4 bien les étu-
des sur le réservoir sauvage sont la faible sensibilité,
I’absence de spécificité des techniques
parasitologiques classiques et les parasitémies fluc-
tuantes qui caractérisent la maladie du sommeil a 7/
b. gambiense. : '
'Le développement de Ia biologie moléculaire, en
particulier laPCR a permis non seulement I’identifi-
cation des infections naturelles chez ’hdte et le vec-
teur (Moser ef al., 1989 ; Masiga ef al., 1992 ;
McNamara ef al., 1994), mais aussi d’affiner Ia clas-
sification des trypanosomes en éclatant certaines
especes en plusieurs taxons. La PCR est un outil
trés sensibles et peut détecter un trypanosome par
millilitre de sang (Penchenier et al., 1996). Elle peut
aussi étre utilisée pour le diagnostic de phase de la
maladie du sommeil (Truc ezal., 1999) et la diffé-
renciation des sous espéces de trypanosomes (Her-
deretal., 1999). Elle constitue une alternative pour
mettre en évidence la présence directe de I’ADN
(acide désoxyribonucléique) du parasite chez ’hdte
lorsque les méthodes parasitologiques classiques
s’avérent insuffisamment sensibles. De plus, cette
technique est utilisée pour identifier les infections
naturelles et permet ainsi d’éviter les biais qui peu-
vent étre introduits lors de 1a culture par exemple.
Si quelques études ont été effectuées sur les ani-
maux domestiques, trés peu de recherches ont été
réalisées sur les animanx sauvages, notamment en
Afrique Centrale (Kupper et al., 1983 ; Mehlitz,
1986 ; Mattioli ez al., 1991). Dans ceite étude, la
PCR a ét¢ utilisée pour déterminer la prévalence
des différentes espéces de trypanosomes dans la
faune sauvage du foyer de maladie du sommeil de

- Bipindi et pour identifier au sein de cette faune les
espéces animales potentiellement réservoirs de -
: trypanosomes pathogénes pour ’homme. B

Matériel et méthodes.

Zone d’étude
Le foyer de maladie du sommeil de Bipindi (3°06'
N, 10°30°E) se trouve dans le département de
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l’Ocean dela provmce du Sud Cameroun. 1l est

. situé en forét: primaire, & prés de 75 km de la cote

et entretient une relation historique avecla maladie
- du sommeil depuis la fin du 196M€ siécle notam-
ment & travers des flux migratoires qui ont traversé

_ larégionavant et pendant la période coloniale. Ces
- nugratrons seraient 3 Porigine de I'introduction de la
" maladie du sommeil dans la région de Bipindi. Cette
" derniére presente un faciés géographique particu-

. ‘ herement favorable i 1a présence des glossines et

- au contact de ces derniéres avec Phomme et les
animaux (domesthues et sauvages). Actuellement,

2le foyer deBipindi est le plus actif des foyers came-
- Tounais. En 1998-1999, 44 malades y ont, été dé-

plstes et la prevalence de la maladie dans ce foyer

- estprésde 1,2% (44/3580). La faune sauvage dans’

uce foyer se caractense parune grande variéié d’es-

Sk peces

Prélévement et examens parasitologiques

Cette étude englobe 164 animaux sauvages regrou-
pés en 24 espéces dont 54 primates, 39 rongeurs,
45 ongulés, 11 petits carnassiers, 10 édentés et 5
reptiles (Tableau I).

Chez chaque animal capturé au piége ou abattu a
’arme a feu, le sang est prélévé dans un tube conte-
nant de PEDTA (anticoagulant) par les chasseurs
dela région (un tube par animal). Les animaux ra- _
menées sont identifiés. Par la suite, chaque animal
est examiné dans le but de localiser d’éventuelles
veines porteuses de sang frais. Un second préléve- -
ment est alors réalisé et ensemencé dans les trous-
ses KIVI (Kit for In Vitro Isolation) afin de recher-
cher au laboratoire la présence de trypanosomes

. aprés leur transformation et leur multiplication (Aerts

et al 1992) Larecherche detrypanosomess est’
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36 13 1 7 18 . 2
22% 8% 0,6% 43% 11% 1,3%

“TBs.1.= 'Trypanosoma bmcei s. L ; TBG = Trypanosoma brucei gambiense groupel; TCF = Trypanosoma
congolense "type for ; TC8 = Trypanosoma congolense "type savannah”. ; T V= Trypanosoma vivax.;, T
:S = Trypanosoma . simiae. ; N* = nombre d'animaux par espéce. ; N = nombre d’ammaux positifs pour chaque
couple d'amorces utilisées en PCR. ; () = pourcentage de PCR positiv
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- effectuée en utilisant la technique du «quantitative
buﬂ‘y coat» ou QBC® (Bailey et Smith, 1992).

, Extractzon de I’ADN du sang
Au laboratoire, le sang a été traité en utilisant le kit
«ReadyAmp® Genomic DNA Purification System»
(Promega). Un millilitre de sang et un millilitre d’eau
stérile (Nuclease-Free Water) sont mélangés dans
un tube. L’hémolyse est réalisée par homogénéisa-
tion pendant 5 a 10 secondes toutes les 2 minutes
et ceci pendant 10 minutes. Les tubes sont centrifu-
gés-a 14000 rpm (rotation par minute) pendant 5

minutes. Au culotissu de la centrifigation, 200ul de.

résine (ReadyAmpI™ Resin) sont ajoutés et ’en-
; semble est homogén¢isé: Aprés une incubation a
. 56°C.pendant 30 minutes au bain-marie, les tubes
_.sont incubés pendant au moins 25 minutes dans un
. bain-marie & 100°C et sont ensuite centrifugés pen-

| - dant 10 minutes. Le surnageant est collecté et peut
étre utilisé directement pourla PCRou étre stocké . -

a -20°C.

Amplification de ’ADN

LaPCR est réalisée en utilisant 6 couples d’amor-
ces (Tableau IT) spécifiques de Zrypanosoma brucei
s.l. (Masiga et al., 1992), T. brucei gambiense

Amorces utili

groupe 1 (Herder ef al., 1999), Trypanosoma
congolense «type forest» (Masiga ef al., 1992),-
Trypanosoma congolense «type savannahy»
(Majiwa et al., 1993), Trypanosoma vivax
(Masiga ef al., 1992) et Trypanosoma simiae
(Masigaet al., 1992).

Dansuntube Eppendorf, ont étéintroduits 25pi d’un

mélange contenant 5pl de sang traité, 10mM de

Tris-HC1 (pH 9), 50 mM de KC1, 3mM de MgClp, _
20 picomoles de chaque amorce, 200uM de cha- .~

que dNTP (déoxynucléoside 5'-triphosphate)et 1 -.:
unité de Taq DNA polymérase (Appligene-Oncor, -
USA). Une dénaturation a 94°C pendant 5 minutes
a précédé 40 cycles d’amplification. Chaque cycle
d’amplification comprenait une dénaturation 4 94°C
pendant 30 secondes, une hybridation des amorces
a55°C pour I brucei s.1., 3 62°C pour I. brucei
gambiense groupe] et 4 60°C pour Trypanosoma
congolense «type forest», Trypanosoma
congolense «type savannah», Trypanosoma vivax
et Trypanosoma simiae pendant 30 secondes et
énfin une élongation 4 72°C pendant 1 minute. Une
élongation finale a été réalisée & 72°C pendant 10
minutes. Les produits amplifiés avec les amorces.

'spécifiques de T. b. gambiense groupe I ont été

isées pour les réacti

Spécificité  Code

Séquence des amorces

Références

TFA (pb)

TCsavannah TCSITCS2 5' CGAGCGAGAACGGGCAC—S'S‘

GGGACAAACAAATCCCGC—?"

T. simiae

TSMITSM 5'-CCGGTCAAAAACGCATI‘-3'5'
2 _ AGTCGCCCGGAGTCGAT-3"

437 MaSIga et al. 1992

TFA (pb)= Taille du fragment amplifié.en paire de bases.

TB s. 1. = Trypanosoma brucei s. I.

TBG. = T'rypanosoma brucei gambiense.

TC forest = Trypanosoma congolense “type forest™.

TC savannah = Trypanosoma congolense "type savannah".
T. vivax = Trypanosoma vivax. )
T. Simiae = Trypanosoma simiae.

%
a0
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%
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- U TBG= Ttypanosoma brucei gambiense .gr upe I
© 2 TCF= Trypanosoma congolense "type forest”. . . .
.*. .TCS = T'rypanosoma congolense type savannah" B
"+ . T V="Trypanosoma vivax. c T T
F T S= Trypanosoma simiae. ST : o
. _n=nombre d'animaux positifs pour chaque couple d 'amorces utilisées en PCR.
Lol (%) pourcentage de PCR posmve ' -

l'..

analyses sur gel d’agarose (NuSleve®) a 4% (en
raison de Ia taille trés proche des différents alleles)

~ conténant du bromure d’éthidium, Les autres pro- .-

duits d’amplification ont ete analyses sur gel
d’agarose 3 1,5%. Les gels orrt ete wsuahses sous
UV (ultrawolet) : :
Résultats L L

Sur les 51 animaux examinés par le QBC®, 3 por-
taient des  trypanosomes qui n”ont pu €tre identifiés.

La ‘culture in vitro (KIVI) a ‘revélé 20% (7/35)
- d’animaux porteurs de trypanosomes. Cependant

aucune souche n’a pu étreisolée-.-.

 Les tésultats delaPCR montrent que l’ADN de
pranosomes aété retrouve chez tous les groupes .
- d’animaux sauvages faisant partxe de cette etude (1" a-
- bleauTIN): '
" Lesrésultats combmes de la PCRmontrent que 39% ,
o (64/ 164) d’ammaux sauvages étudiés sont porteurs
- ou bien ont été en contact avec au moins une es-
. péce detrypanosome. Sur les 164 animaux étudiés,

61% (100/164) ont été négatifs avec toutes les
- sont infectés par 7. vivax contre 8% (3/39) et 7%

amorces utilisées dans cette etude Dans l’eﬁ'ecuf

- étudié, Trypanosoma brucei s. I. est Pespéce la .
plus presente avec une prévalence de 22% (36/164).

Des 36 animaux porteurs de 7. bruceis. 1,13 por-
tentla sous—especeT b. gambzense groupeI La
prevalence de ce dernier dans la populatlon étudiée
‘est de 8% (13/1 64) En dehors de T vivax, qui

,‘“, S

N
N

possede une prévalence de 11% (18/ 164) relatlve- -

‘ment importante, le sous genre Nanmomonas aune

prévalence faible de 6% (10/164) dont 4% (7/164),
1,2% (2/164) et 0,7% (1/164) pour T. congolense
«type savannahw, 1. simiae et T. congolense «type
forest» respectivement. Nous avons, retrouve
Trnypanosoma simiae uniquement chez les rongeurs
et Trypanosoma congolense «type forest» seule-

~ ment chez les primates. En dehors des reptxles et

des édentés, tous les autres groupes d’animaux sau- -
vages sont porteurs de trypanosomes dont 7. brucei
gambiense groupe I pathogéne pour l’homme

Sur 64 animaux infectés par différentes especes de V
trypanosomes, pres de 56% (36/64) d’infections _

~ sont dues & T..brucei s. I. dont 20% (13/64) par T

brucei gambzense groupel. .

Les rongeurs, les primates et les ongulés sont forte- e

ment infectés par 7. bruceis. I. avecdes prévalences . .

 respectives de 33% (13/39), 19% (10/54) et 16% .
-(7/45). La prevalence de I brucei’ gambzense

groupe I est élévée chez les rongeurs (13%). Par -
rapport & ces 3 groupes, 15% (8/54) de primates

(3/45) pourles rongeurs et les ongules respectlve-
ment. o

" Les effectifs des petits carnassiers (1 1) des eden- : ; .

tés (16) et des reptiles (5) sont trés fa;lbles Cepen-"
dant, deux petits carnassiers (Genetta servalma B
et Nandinia bznotata) ont été posmfs a T brucez
gambzense groupe L :

‘ Gfoupe&liniiilﬁaﬁx ]

: “TB 5. 1. *Trypanosomabrzlcez& 4




Discussion

Les infections a trypanosomes chez les animaux sau-
vages d’Afrique de I’Ouest ont été déja décrites
(Kupper et al., 1983; Mehlitz, 1986). Dans cette
¢tude, l'utilisation de trois méthodes de diagnostic
(QBC®, KIVI et PCR) a confirmé la présence de
trypanosomes chez différentes espéces d’animaux
sauvages comme en Afrique de I’Ouest (Komoin-
Oka et al., 1994).

Le QBC® qui est 'une des techniques
parasitologiques les plus sensibles utilisées en rou-
tine sur le terrain n’a permis que I’identification de

- 6% (3/51) d’animaux porteurs de trypanosomes.

Dans cette étude; la faible sensibilité du QBC® se-

rait due au temps ‘mis (quelques heures) depuis

Iabattage de’animal jusqu’ala réalisation de ’exa-
men, période susceptible d’abaisser considérable-
ment la sensibilité de la technique (Bailey et Smith,
1992 ; Ancelle et al., 1997).

La culture in vitro a permis de dépister 20% (7/
35)d’animaux porteurs de trypanosomes. Des 7 ani-
maux positifs en culture, seulement 2 étaient positifs
au QBC®. Le KIVI d’un animal positifau QBC®
a été négatif. Aucune souche n’a pu étre isolée aprés
passage du milieu KIVI au milieu de culture
Cunnigham (Cunningham, 1977).

Apres les observations morphologiques aussi bien
au QBC® que entre lames et lamelles pendant la
culture, nous n’avons pas réussi a déterminer les
espéces de trypanosomes. Cependant, les parasi-
tes du sous genre Nannomonas et Trypanozoon
ont été identifiés au QBC®.

- LaPCR est d’un apport indéniable dans la déter-

mination des espéces de trypanosomes tant par sa
sensibilité que par sa spécificité. La prévalence glo-
bale de 39% revélée par laPCR est largement su-
périeure aux résultats obtenus avec les examens
parasitologiques. La différence s’explique par les
contraintes techniques rencontrées lors de cette
étude sur les animaux sauvages. De plus, ces ani-
maux porteraient des parasitémies trés faibles puis-
que les travaux antérieurs signalent lamort des ani-
maux sauvages porteurs de tres forte parasitémie
(Mehlitz, 1986). Les amorces spécifiques utilisées
dans ce travail ont confirmé les résultats antérieurs
sur la présence de plusieurs espéces de trypanoso-
mes dans la faune sauvage (Mattioli ez al., 1990 ;

Guedegbe et al., 1992 ; Claxton et al., 1992).

La variation de la prévalence des différentes espé-
ces de trypanosomes en fonction des espéces ani-
males différe des résultats trouvés en Cote d’Ivoire
par Komoi-Oka et al. (1994). Ces auteurs n’ayant
pas travaillé sur des petits mammiféres, ont trouvé
beaucoup d’animaux sauvages porteurs d’antige-
nes de T, brucei et de T. congolense. Cependant,
notre étude montre une forte prévalence de I brucei
s. L. et peu de T. congolense. Les trypanosomes de
Pespéce T congolense «type savannahy sont plus
présent que T congolense «type forest» bien que
I’étude ait été effectuce en zone foresticre.

Les parasites pathogénes pour I’homme se déve-
lopperaient facilement chezles rongeurs (13%) tels
que ’athérure (Atherurus africanus) et le rat de
Gambie (Cricetomys gambianus). Ce qui confirme
les résultats expérimentaux qui montraient que ces
rongeurs représentaient de bons modéles expéri-
mentaux. I b. gambiense se développe trés bien
chez les lémuriens (Thamnomys, Praomys,

Oenomys, Lemniscomys, Cricetomys, Dasymys

et Gala os? et les rongeurs sauvages (Frézil et
Carnevale, 1976). Le rat de Gambie est tres receptif

a I b. gambiense et développe méme la forme
chronique dela maladie du sommeil (Lariviére, 1957
aetb). De plus, Molyneux (1971) a montré que les
glossines peuvent pénétrer expérimentalement les
terriers et se gorger sur les rats de Gambie. En de-
hors des rongeurs, 1. b. gambiense a été aussi
retrouvé chez les singes (cercopithéques et
cercocebes) et les ongulés (céphalophes). Ces ani-
maux peuvent de manicre expérimentale conserver
une infection pendant plusieurs années et par la suite,
réinfecter les glossines (Van Hoof, 1947).

Chez pres de 54% (21/39) de rongeurs, ’ADN
d’au moins une espéce de trypanosomes a été mis

“en évidence. Cette forte prévalence de différentes

especes de trypanosomes chez les rongeurs con-
firme les résultats antérieurs sur les préférences tro-
phiques des glossines (Baldry, 1964).

Conclusion

Cette étude sur la prévalence de trypanosomes chez
les animaux sauvages du foyer dela maladie du som-
meil de Bipindi au Cameroun a fourni des données
importantes sur la grande distribution des especes
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- " que du Quantitative Buffy Coat (QBC

(" “de trypanosomes au sem des dlﬁ‘erentes especes

. animales dela faune sauvage Elle a également mon-

" tré que plusxeurs especes animales de la faune sau-

.. vagepeuvent étre des réservoirs potentiels de trypa-

" nosomes pathogenes pourl’homme Cependant, une
_: PCR positive ne traduit pas forcément une infection

- -active. Une étude plus ekhaustive notamment en

) augmenfaht les effectifs de cértains groupes d’ani-

maux (reptlles édentés et petits carnassiers) per-

o mettralt de mieux apprehender la prévalence de

trypanosomes dansla faune sauvage et de comple—

ter I’étude sur le réservoir sauvage de I b.
‘ gamblense par isolement et caractérisation de sou-
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