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LES METHODES DE DIAGNOSTIC DES TRYPANOSOMIASES ANIMALES AFRICAINES :
AVANTAGES, LIMITES ET NOUVELLES PISTES D’AMELIORATION
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Résumé

Les trypanosomiases animales d’origine africaine représentent typiquement la maladie tropicale négligée. Elles sont causées par des
parasites sanguicoles du dgenre Trypanosoma transmis par des insectes hématophages, de maniére cyclique par les mouches tsé-tsé pour
Trypanosoma congolense, T. vivax et T. brucei brucei, qui causent la nagana, de maniére mécanique pour T. evansi, adent de la surra, et enfin
par transmission sexuelle pour T. equiperdum, qui cause la dourine. La nagana est présente dans 38 pays d’Afrique subsaharienne ouU elle
peut affecter de nombreuses espéces animales, sauvages et domestiques. Prés de 55 millions de bovins vivent sous risque trypanosomien,
sans compter les petits ruminants. Ces maladies détériorent la condition physique de I'animal, induisant une forte baisse de productivité.
Dans les cas les plus sévéres, et en l'absence de traitement, la mort survient en quelques semaines. L'impact socio-économique est estimé
a 4,75 milliards de dollars de pertes annuelles, ce qui fait de ces maladies 'un des obstacles majeurs au développement de ['élevade en
Afrique. Le contrdle de ces maladies se heurte a 'absence de vaccin, a des traitements dont les molécules sont peu nombreuses et contre
lesquelles se développent de plus en plus de résistances de la part des parasites, et enfin a un diagnostic, moléculaire ou sérologique, dont
la robustesse demande a étre grandement améliorée. Les signes cliniques ne sont pas spécifiques, le diagnostic parasitologique est souvent
peu sensible, et les méthodes moléculaires ne sont pas applicables sur le terrain. Les méthodes d’immunodiagnostic sous forme de tests de
diagnostic rapide sont les seules adaptées au terrain, mais les rares tests existants sont trés peu accessibles (disponibilité, prix), et manquent
de spécificité et/ou de sensibilité. Ici, nous traiterons des limites et des avantages comparatifs des méthodes actuelles de diagnostic et
proposerons de nouvelles pistes d’amélioration de ces derniéres pour un meilleur contréle de la maladie.

Mots-Clés : Diagnostic, trypanosomiase animale africaine, Trypanosoma

DIAGNOSIS OF ANIMAL AFRICAN TRYPANOSOMIASES

Abstract

The animal trypanosomiases of African origin are a rather typical example of a neglected tropical disease. They are caused by blood
parasites of the Trypanosoma genus transmitted by haematophagous insects, cyclically by tsetse flies for Trypanosoma congolense, T. vivax
and T. brucei brucei, which cause nagana, mechanically by T. evansi, the agent of surra, and finally by T. equiperdum, adapted to sexual
transmission, which causes dourine. Nagana affects 38 African countries in the sub-Saharan region with 55 million cattle at risk, not counting
small ruminants. These diseases deteriorate the animal’s physical condition, leading to a sharp drop in productivity; in the most severe cases,
and in the absence of treatment, the animal dies within a few weeks. The socio-economic impact is estimated at US$ 4.75 billion in annual
losses, making these diseases one of the major obstacles to livestock development in Africa. The control of these diseases is hampered by the
lack of vaccines, a handful of molecules for treatment against which parasites are increasingly developing resistance, and finally, molecular
or serological diagnostics whose robustness needs to be greatly improved. Clinical signs are not specific, parasitological diagnosis is often
not very sensitive, and molecular methods are not applicable in the field. Immunodiagnostic methods in the form of rapid diagnostic tests
are the only ones suitable for the field, but the few existing tests are poorly available and lack specificity and/or sensitivity. Here we address
the advantages and limitations of current diagnostic methods and propose new ways of improving them for better disease control.

Keywords: Diagnosis, animal African trypanosomiasis, Trypanosoma

Les trypanosomiases sont des maladies parasitaires qui affectent et T. b. rhodesiense sont responsables de la trypanosomiase
les humains ainsi que les animaux domestiques et sauvages. humaine africaine (THA) ou maladie du sommeil. Chez les
Elles sont causées par des parasites appartenant au denre animauyx, les trypanosomes causent plusieurs maladies : surra,
Trypanosoma qui sont transmis principalement par des insectes dourine et nagana. La nagana ou trypanosomiase animale
hématophages. Chez 'homme, Trypanosoma brucei gambiense africaine (TAA) est transmise par la mouche tsé-tsé (ou glossine)
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Tableau I. Caractéristiques des trypanosomiases animales africaines [12, 43].

Trypanosomes Vecteur Distribution Maladie Préférence d’hotes Signes cliniques
T. congolense Glossina sp. Afrique subsaharienne Bo\vms, petits rumlnants (moutqn,
chévre), cheval, chien, porc, sanglier
. G[OSS’PE’,SD" Afrique subsaharienne, Bovins, chameau, petits ruminants
T. vivax tabanides et . . N
Ameérique latine (mouton, chévre), cheval, buffle
stomoxes N
agana P )
Anémie”, pyrexie,
T b, brucei Glossina sp. Afrique subsaharienne Bovins, Petlts rumlnants, chameay, gonﬂement.s des ganglions
cheval, ane, chien, chat, porc, sanglier lymphatiques et de la
T cvie T odfrent rate, ataxie, léthargie,
’ SU?’ sfrrgi?aef "L 1 Glossina sp. Afrique subsaharienne Porc cachexie®, cedémes,
: immunosuppression,
Chameau, cheval, petits ruminants, avortement et ?,ymptﬁmes
o Afrique subsaharienne, chameau de Bactriane, bovins, neurologiques
. Tabanidés et : . .
T. evansi StOMOXES Afrique du Nord, Surra porc, chien et animaux sauvages
Amérique latine et Asie (rhinocéros, buffle, chevreuil,
sanglier, éléphant d’Asie)
T. equiperdum Trqnspjssmn Monde entier Dourine Equidés (cheval, ane et mulet)
vénérienne

Les animaux marqués en dras sont les plus affectés par 'espéce de trypanosomes. * Signes cliniques majeurs.

et est principalement causée par T. congolense et T. vivax, et
dans une moindre mesure par T. b. brucei. C'est une maladie
dévastatrice du bétail qui touche 38 pays africains de la région
subsaharienne. Prés de 55 millions de bovins sur une superficie
de 10 millions de km? sont menacés [12, 14, 20]. Elle est
endémique dans toutes les régions o0 la mouche tsé-tsé est
présente. La surra est causée par T. evansi et est transmise par
des vecteurs mécaniques tels les tabanidés et les stomoxes [12].
Quant a la dourine causée par T. equiperdum, elle est transmise
de maniére vénérienne. Du fait de leur mode de transmission, la
surra et la dourine se sont répandues hors de leur zone d’origine,
en Afrique du Nord, Asie et Amérique latine. Notons finalement
que T. vivax peut étre édalement transmis mécaniquement, ce
qui explique sa présence en Amérique du Sud.

La plupart des animaux, domestiques comme sauvages, sont
affectés a des degrés divers par les trypanosomiases animales.
La préférence d’hotes est fonction de U'espéce de trypanosomes
(Tableau 1). La pathogénicité de la maladie dépend des espéces
hotes, des espéces et souches de trypanosomes ainsi que du
statut nutritionnel des animaux [12, 43]. Les signes cliniques
sont nombreux, mais non spécifiques. En général, 'anémie est
la caractéristique physiologique et la conséquence pathologique
la plus importante [43]. Toutefois, d’autres symptomes existent
[17, 43] (Tableau I). La détérioration générale de condition des
animaux liée a la TAA se traduit par une réduction drastique de la
puissance de traction, et de la production de viande et de lait. Ces
incidences socio-économiques graves font de la TAA l'une des
contraintes majeures au développement de 'élevage en Afrique.
Annuellement, prés de trois millions de bovins en meurent,
et 35 millions de doses de trypanocides sont administrées en
Afrique subsaharienne. Les pertes économiques dans la zone

endémique sont estimées a 4,75 milliards de dollars américains
par an avec plus d’un milliard pour la production bovine [14].

Compte tenu de son importance épidémiologique et de la
nécessité d'un choix adéquat pour le traitement, le diagnostic
précis de la TAA est indispensable. Cette revue fournit un
apercu de U'ensemble des méthodes utilisées pour le diagnostic
des trypanosomiases animales (nagana, surra et dourine)
(Tableau II). L'utilisation des outils moléculaires et sérologiques,
notamment les protéines recombinantes et les nanobodies,
est rapportée. Les nouvelles avancées dans le développement
de test de diagnostic rapide (TDR) sont discutées. Enfin, une
approche alternative est proposée pour améliorer la sensibilité,
la spécificité et la standardisation des antigénes dans le test de
diagnostic sérologique par ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay).

1. Les méthodes de diagnostic de la TAA

Actuellement, aucun vaccin contre la TAA n’est disponible. Il
constituerait pourtant la méthode de lutte offrant le meilleur
rapport colt/efficacité [24]. Cependant, la capacité des
trypanosomes a chander réquliérement les protéines de surface
de leur manteau glycoprotéique, composé uniquement de VSG
(Variant Surface Glycoprotein), phénomeéne connu sous le terme
de variation antigénique [18], rend difficile la mise au point
d’un vaccin classique. Qui plus est, des études immunologiques
ont montré que limmunosuppression induite par linfection
empéchait le maintien a long terme de cellules mémoires [41],
rendant cette approche encore plus aléatoire. Le pilier de la lutte
contre la TAA repose donc sur lutilisation de trypanocides et
la lutte antivectorielle (insecticides en pulvérisation (pour-on)
sur animaux ou par épandage dans 'environnement, piégeade,
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Tableau II. Diagnostic des trypanosomiases animales [10, 35].

INDICATIONS
METHODE PRINCIPE : AVANTAGES / DEFAUTS
Eonimation Identification d’espéce | Epidémiolodie
de statut
Diagnostic parasitologique : examen microscopique
Frottis sanguin | Une goutte de sang frais entre - Hypothétique N Simple, rapide, économique / Faible
humide lame-lamelle (fonction de lexpertise) sensibilité
Etalement mince de sang, Spécificité limitée au
. ) séché, fixé au méthanol et P Simple et économique / Faible
Frottis sanguin fin PN +++ sous-genre + o
coloré (Giemsa) entre . . sensibilité, délai
(d'apreés la morphologie)
lame-lamelle
Frottis sanguin Goutte epalsse de sang séché - Simple et économique / Faible
PR et coloré (Giemsa) entre ++ Peu spécifique + s i
épais sensibilité, délai
lame-lamelle
Séparation des composants Spécificité limitée au Peu sensible, rapide,
Technique de Woo | du sang par centrifugation en +++ sous-genre ++ couplé a 'hématocrite / Nécessité de
tube capillaire hépariné. (trés difficile) réalisation rapide
Centrifugation du sang en tube Spécificits limitée au
Technique de | capillaire hépariné. Examen du P Sensible / Délicat
+++ sous-genre + P ) )
Murray buffy coat entre lame-lamelle s e et dépend de l'expertise
(d’apreés la motilité)
(en contraste de phase)
Chromatographie Separqt|on Fjes trypano.somes e e Sensibilité élevée,
s des hématies en fonction de Spécificité limitée au . .
d’échange + - isolement de parasites / Lent et
. leur charge sur colonne de sous-genre A
d’anions colteux
DEAE-cellulose
Injection intrapéritonéale Spécificits limitée 3
Inoculation a de sand frais a un rongeur pecincite Sensible / Peu pratique, trés co0teux,
. ) PR ++ l'espéce - . . . PP
l'animal immunodéprimé. Analyse de diagnostic non immeédiat, éthique
P ; 0U au sous-genre
prélévements au microscope
Diagnostic moléculaire : détection d’ADN
A‘m'puﬁcatlyon de sequence Spécificité limitée a Sensible, applicable a un grand
P spécifique d’ADN et détection s - . s
PCR et dérivés p N ++ l'espéce +4++ nombre d’échantillons / CoUteux,
par électrophorése sur gel P P -
g 0U au sous-genre délai, contamination facile
agarose
Diagnostic immunolodique : détection des anticorps sériques
Détection d’anticorps anti- . A
IFAT * (Fig. 3) trypanosomes (I9G) ++ - +° . Sgnsuble/ gOUteUX’ lent,\
. réactions croisées entre espéces
par immunofluorescence
Détection d’anticorps anti- Rapide, diagnostic actif / Réactions
CATT / T. evansi @ trypanosomes (IgV) ++ - +++ croisées possibles,
par agglutination faible sensibilité
Détection d’anticorps anti- P .
3 e trypanosomes par fixation du . Forte speuﬁutg pour T. equ:perdqm
CFT 3 (Fig. 1) _ B ++ Unigquement + / Complexe, colteuy, lent, expertise
complément couplée ) . . IR P
N - p ’ T. equiperdum nécessaire, activité anti-complément
a un systéeme hémolytique
4 Détection d’anticorps anti- Sensible, spécifique, standardisable /
ELISA-AC . o A .
. trypanosomes (IgG) par - - +++ Réactions croisées, diagnostic non
(Fig. 4) . ) RS o
dosage immuno-enzymatique actif, quipements sophistiqués
Trvoanolyse De;ercﬁt;((;r;ignaggcc%r%s ?Qrﬁ]l;a\astG - Rapide, diagnostic actif / Réactions
ypanoly P ; P ++ Spécificité limitée au +
(Fig. 2) aux complexes immuns lysant

les trypanosomes vivants

genre

croisées possibles,
faible sensibilité

L Immunofluorescence indirecte ; 2 Agglutination sur carte ; 3 Fixation du complément ; * Immuno-absorption enzymatique ;
> Applicable a petite échelle ; ® Applicable a grande échelle ; +++ Trés adapté ; ++ Bien adapté ; + Peu adapté ; - Pas adapté.

2021 « 63 «+ N° 242



Association des Anciens Eléves de UInstitut Pasteur

écrans imprégnés, stérilisation des males) [17]. La détection des
parasites est la premiére étape pour poser le diagnostic de la
maladie ou estimer sa prévalence sur le terrain. Actuellement,
le diagnostic de la TAA est basé sur difféerentes méthodes
(Tableau II).

1.1. Diagnostic clinique

Les signes cliniques (Tableau 1) sont les premiers soupgons
d’infection par des trypanosomes chez les bovins. Cependant,
aucunn’est spécifique [35], les mémes signes cliniques enrégions
endémiques peuvent étre retrouvés dans d’autres parasitoses
(babésiose, hémonchose et theilériose) et dans 'anaplasmose
[11, 15]. Cependant, en présence de glossines dans ces zones
endémiques de la maladie, les trypanosomiases sont le plus
souvent suspectées lorsque des signes tels que faiblesse,
amaigrissement, perte d’appétit, pétéchie conjonctivale ou
avortement sont observés.

1.2. Diagnostic parasitologique (Tableau 1)

En raison de 'absence de symptomes spécifiques, les analyses
de laboratoire sont nécessaires au diagnostic étiologique. Il
repose sur deux principes : la détection du parasite lui-méme
(parasitologie) ou de ses constituants (ADN ou protéines), et la
détection de la réponse immunitaire de 'hdte (sérologie). La
méthode de premiére ligne est la microscopie [46]. Elle consiste
a visualiser directement le parasite dans des échantillons
biologiques. Elle est surtout efficace pendant la phase aigué
d’une infection précoce o0 la parasitémie est élevée. Cependant,
'observation microscopique prend du temps, est trés peu
sensible en phase chronique, peu fiable pour les infections
mixtes, et dépend beaucoup de U'expertise de l'opérateur [46].
Des méthodes de concentration sont nécessaires pour améliorer
la sensibilité de I'examen microscopique, en particulier lorsque
la parasitémie est faible. L'échantillon est alors enrichi avant
examen microscopique par centrifugation en utilisant la
technique de Woo, couplée a la détermination de 'hématocrite
(haematocrit centrifugation technique) [47] ou la technique
de Murray (buffy coat technique) [35]. Les trypanosomes
concentrés a la jonction de la couche leucocytaire et du plasma
sont ainsi observés au microscope optique ou en contraste de
phase [35]. La chromatographie échandeuse d’anions sur résine
de diéthylamino-éthyle (DEAE) est édalement utilisée pour
concentrer et séparer les trypanosomes des éléments figurés
du sang a partir d’un échantillon de volume plus important
[5]. Uinoculation a des rondeurs de sang d’animaux suspects
peut étre utilisée lorsqu’une infection est suspectée mais que
la parasitémie est indétectable [42], ou encore pour affiner le
diagnostic d’espéces ou de sous-espéces de trypanosomes. Cette
technique d’amplification du parasite est plus sensible que
les méthodes de concentration, mais dépend des espéces de
trypanosomes, toutes n’étant pas infectieuses pour les rongeurs.
De plus, elle achoppe sur le colt, l'éthique et l'aspect pratique, et
le diagnostic n'est pas immédiat [46].

1.3. Diagnostic moléculaire (Tableau II)

Pour les enquétes épidémiologiques ainsi que lidentification
des trypanosomes, les techniques moléculaires ont grandement
amélioré la sensibilité par rapport a I'examen parasitologique.

Basées sur la détection de 'ADN du parasite, elles permettent
d’identifier les espéces et sous-espéces de trypanosomes des
cing jours aprés l'infection aussi bien chez l'insecte que chez
'hdte mammifére [28]. Plusieurs techniques ont été développées.
L'utilisation de sondes marquées par un composé radioactif ou
chimique a été la premiére technique employée [46]. Cependant
a cause de sa lourdeur, cette technique a été abandonnée
il y a bien longtemps. Les méthodes les plus utilisées de nos
jours sont l'amplification en chaine par polymérase (PCR, pour
Polymerase Chain Reaction) et la gPCR (quantitative PCR).
Pour ces techniques, un fragment de UADN extrait du parasite,
situé généralement dans une rédion répétée et spécifique du
génome, est ciblé par un couple d’'amorces et amplifié par une
polymérase. En fonction de la séquence ciblée, on distingue
les PCR multispécifiques (détection d’'un fragment commun
a tous les trypanosomes) des PCR monospécifiques (détection
d’'un fragment spécifique a une espéce ou sous-espéce). En
raison de leur présence en copies multiples dans le génome
des trypanosomes, l'espaceur interne transcrit 1 (ITS1) de 'ADN
ribosomal et les ADN satellites sont les cibles privilégiées. L'ITS1
est une courte séquence d’ADN conservée au sein d’'une méme
espéce, répétée 200 a 500 fois [11, 34]. L'amplification de l'ITS1
permet non seulement de détecter 'ensemble des trypanosomes
(diagnostic pan-trypanosome), mais aussi de distinguer les
espéces selon la taille des fragments amplifiés, en particulier
T. congolense, T. vivax, et des trypanosomes appartenant au sous-
genre Trypanozoon (7. evansi et T. equiperdum, T. brucei spp.).
Les ADN satellites, quant a eux, sont des séquences répétées
10 000 a 20 000 fois dans le génome [11]. Leur amplification
permet de détecter et d’identifier T. vivax, plusieurs sous-groupes
de T. congolense (savane, forét et kilifi), T. godfreyi, T. simiae
et les Trypanozoon [11]. La distinction des espéces au sein du
sous-genre Trypanozoon est plus délicate. En effet, il n’existe
pas d’amorces spécifiques a proprement parler. Contrairement
aux sous-espéces T. b. gambiense et T. b. rhodesiense qui
chez 'homme peuvent étre discriminées respectivement avec
les amorces Tbs-GP [11] et Tbrc [40], il n'y a pas d’amorces
spécifiques pour T. b. brucei chez I'animal. Ainsi, on considére un
échantillon positif a T. b. brucei lorsque, a la fois, 1) la PCR avec
les amorces TBR (permettant de détecter tous les Trypanozoon)
est positive et 2) les PCR avec les amorces Tbs-GP et Tbrc sont
nédatives. Distinguer T. evansi de T. equiperdum par PCR est tout
autant problématique. Le couple d’amorces actuellement utilisé
cible le géne RoTat 1.2 (Rode Trypanozoon antigenic type 1.2,
de T. evansi type A) qui est absent chez les espéces T. brucei
s.L, T. equiperdum, et chez T. evansi de type B. Cependant, ce
géne existe en copie unique, ce qui limite la sensibilité de la
PCR. Il existe en outre certaines souches de T. equiperdum pour
lesquelles les PCR RoTat 1.2 sont positives [7, 33]. De ce fait,
'ADN mitochondrial ou kinétoplastique (KDNA) est proposé
par plusieurs auteurs comme cible pour distinguer T. evansi
de T. equiperdum et de T. brucei. Le kinétoplaste contient des
milliers de copies d’ADN circulaire dites mini- ou maxi-cercles
en fonction de leur taille, contenant a leur tour des séquences
nucléotidiques répétées et spécifigues de chaque espéce.
T. evansi et T. equiperdum sont dépourvus de maxi-cercles et
les souches bien connues de T. evansi disposent de mini-cercles

34
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Test positif Réaction Test négatif
* . T. equiperdum .
' +
‘ Sérum a tester v ‘

Sérum de cobaye

%N (omemeny ﬁk

o

Systeme +
hémolytique
GRM-anticorps
(anti-GRM)
GRM intact GRM lysé

£&=_Antigéne = Trypanosome vivant . Elément du complément (sérum de cobaye)

)— Anticorps anti-T. equiperdum du sérum a tester . Globule rouge de mouton (GRM)
Anticorps anti-T. equiperdum absent )— Anticorps spécifique anti-GRM

Figure 1. Principe du test de fixation du complément. Le
test consiste @ : 1) Préparer des trypanosomes vivants de
lespéce Trypanosoma quiperdum et les incuber avec le sérum
décomplémenté a tester et le complément purifié de sérum de
cobaye. 2) Révéler la réaction par l'ajout d’un systéme hémolytique
constitué de globules de mouton (GRM) et d’anticorps qui leurs sont
spécifiques. Dans un test positif, le complément fixe le fragment
conservé de l'anticarps spécifique et les GRM restent intacts. Dans
un test nédatif (absence d’anticorps spécifiques de T. equiperdum),
le complément fixe le fragment conservé de 'anticorps anti-GRM et
lyse les GRM [6, 39].

trés différents (type A et type B). Et derniére difficulté, plusieurs
souches de T. evansi sont dépourvues de kDNA [2]. Derniérement,
la technique LAMP (Loop-mediated isothermal Amplification
pour amplification isothermique a médiation par boucle) a été
développée pour détecter les trypanosomes. Elle est présentée
comme étant rapide, spécifique, sensible et relativement simple.
Elle nécessite peu de matériels de laboratoire et les résultats sont
faciles a lire. Toutefois, technique sujette a contamination, des
résultats faussement positifs sont fréquemment observés. Pour
le moment, son usage n'a pas été approuvé pour le diagnostic
de la TAA, bien qu’un kit ait été développé pour détecter les
Trypanozoon dans le contexte de la THA [29].

Cibler 'ADN du parasite par PCR fait donc de cet outil un
diagnostic plus sensible, plus spécifique et signant une infection
active (durée de vie de 'ADN parasitaire estimée a 48 h) [21]. De
plus, les tests moléculaires sont adaptés aux enquétes a grande
échelle [46]. Néanmoins, en cas de parasitémie trés faible
(<1 trypanosome/mL), les méthodes basées sur la PCR peuvent
échouer [36].

1.4. Diagnostic immunologique : détection des anticorps
sériques

Du fait de la persistance des anticorps dans la circulation
pendant plusieurs mois suivant la guérison spontanée ou aprés
traitement, leur détection ne signe pas une infection active,
mais simplement le contact, présent ou passé, avec le parasite.
Pour cette raison, le sérodiagnostic est surtout employé dans les
études épidémiologiques.

Plusieurs tests ont été approuvés par ['OIE (Organisation mondiale
de la santé animale) (Tableau Il). Leur spécificité est limitée au

genre Trypanosoma [35, 36]. Le choix d’un test particulier est
guidé par différents facteurs : son objectif (diagnostic individuel
ou a l'échelle du troupeau), facteur économique, expertise [35].

Le test CATT/T evansi (Card Agglutination Test for
Trypanosomiasis), basé sur l'adglutination directe des
parasites par des immunoglobulines spécifiques de type M
(IgM), met en évidence une infection a T. evansi. Une préparation
pure de T. evansi, exprimant un antigéne variable prédominant
(VSG RoTat 1.2) a été préalablement déposée sur une carte et
colorée. U'agglutinat, résultant de la liaison des IgM présents
dans le sérum ou le sang d’'un animal infecté, aux antigénes
parasitaires fixés sur la carte, est visible a U'ceil nu [35, 36].
D’exécution rapide et facile sur le terrain, le test CATT/T. evansi
est adapté a la confirmation de linfection active d’un individu.
Commercialisé sous forme de kit, il ne nécessite que peu
d’expertise si on le compare aux autres tests sérologiques [46].

Le test de fixation du complément (CFT, Complement Fixation
Test) (Fid. 1) détecte une infection a T. equiperdum [42].

Le test de trypanolyse est basé sur la lyse cellulaire par le
systéme du complément (Fig. 2). Il permet de détecter les
anticorps reconnaissant un seul épitope multicopie du variant
VSG RoTat 1.2 de T. evansi de type A. La lyse des trypanosomes,
en présence de complément, est observée au microscope [44].

Les tests CFT et de trypanolyse, indiqués pour le diagnostic
individuel, nécessitent de bonnes installations de laboratoire et
une expertise préalable.

Le test d’immunofluorescence indirecte (IFAT, Indirect
Fluorescent Antibody Test) (Fig. 3) est privilégié dans les
enquétes a petite échelle [23]. Malgré la facilité d’obtention des
antigénes, UIFAT peut cependant prendre du temps et nécessite
un microscope a fluorescence, matériel colteux a lachat.
En plus, il ne permet pas le diagnostic de 'espéce en cause [46].

Le test ELISA [26, 35] (Fig. 4) est le « gold standard » du
diagnostic sérologique de la TAA. Les anticorps sont détectés
indirectement en utilisant le plus souvent des antigénes totaux
solubles de Trypanosoma [26, 35], ou une protéine recombinante
[3,15, 16, 371.

Eléments du complément
7. evansi exprimant 2 i | 2 % el "k
la protéine RoTat 1.2
+ Fixation de I'anticorps Fixation du complément
spécifique anti-RoTat 1.2 au complexe antigéne- Trypanosome lysé
Y anticorps
Anticorps spécifique
anti-RoTat 1.2

(i) (ii) (iii) (iv)

Figure 2. Principe du test de trypanolyse. Il est basé sur la capacité
du complément a se fixer sur le complexe antigéne-anticorps
provoquant la lyse de trypanosomes. 1) Des trypanosomes vivants
de la souche Trypanosoma evansi RoTat 1.2 (exprimant le variant
RoTat 1.2 de glycoprotéines variables de surface) sont mis en
contact avec du sérum, du plasma ou du sang d’un animal et du
complément purifié de sérum de cobaye. 2) L'anticorps anti-RoTat
1.2 fixe la protéine RoTat 1.2 sur la surface du trypanosome. 3) Le
complément se lie par la suite au complexe anticorps-antigéne et
4) induit la lyse du parasite. Le test est positif lorsque le pourcentage

de lyse est supérieur a 50 % [44].
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(iii)
A Trypanosome entier fixé comme antigéne 9= Anticorps spécifique de I'animal infecté

9= Anticorps secondaire marqué a la fluorescéine

Figure 3. Principe du test de détection d’anticorps par
immunofluorescence indirecte. La détection d’anticorps par
immunofluorescence se fait selon le principe suivant : 1) Des
trypanosomes en suspension ou dans un prélévement sanguin
sont fixés entre lame et lamelle. 2) Le sérum a tester est mis en
contact avec les trypanosomes ; s'il contient des anticorps anti-
trypanosomes, ils se lient aux trypanosomes. 3) Un anticorps
conjugué a la fluorescéine fixe spécifiguement lanticorps anti-
trypanosomes et la fluorescence émise a une certaine longueur
d’onde (aprés excitation du fluorochrome) est observée au
microscope dit d’épifluorescence [9, 23, 46].

Le test ELISA de détection d’anticorps (ELISA-Ac) utilisant comme
antigéne la fraction soluble d’un extrait brut de parasites était
l'un des seuls tests ELISA existants pour la TAA [4]. Les antigénes
totaux, issus de trypanosomes du sang de rongeurs infectés,
sont purifiés par chromatographie échangeuse d’anions DEAE-

1- Sensibilisation 2- Saturation 3- Liaison de I'anticorps
primaire a 'antigene

4- Liaison du conjugué a 5- Révélation par 6- Arrét de la réaction
I"anticorps primaire ajout de substrat

A Antigéne de trypanosomes * Anticorps spécifique de I'antigene
® Protéines de lait 1 Anticorps secondaire couplé a une enzyme

Fidure 4. Principe du test de détection d’anticorps par immuno-
absorption enzymatique (ELISA-Ac). La détection d’anticorps
se fait en cing étapes principales : 1) Sensibilisation de la plague
avec une préparation d’antigéne (lysats totaux ou antigéne
recombinant). 2) Saturation de puits sur la plague avec des protéines
non spécifiques (lait ou albumine de sérum bovin). 3) Liaison des
anticorps spécifiques (a l'antigéne), provenant du sérum de l'animal.
4) Liaison de l'anti-sérum conjugué a une enzyme (peroxydase le
plus souvent). 5) Révélation de la réaction antigéne-anticorps par
l'ajout d’'un composé chromogéne, substrat de 'enzyme : lacide
2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (ABTS) ou
le 3,3’,5,5'-Tetraméthylbenzidine (TMB) et mesure de la densité
optique (DO). L'étape 6 est optionnelle, elle permet de mieux
apprécier la coloration de la réaction.

cellulose [25] puis lysés. Cette production d’antigénes est assez
difficile, et n’est pas standardisée [19]. De plus, le sacrifice d'un
nombre important de rongeurs pour la préparation de larges
quantités d’antigénes est éthiguement discutable.

Pour surmonter ces difficultés, plusieurs protéines recombinantes
ont été produites et utilisees comme antigénes [13]. Des
glycoprotéines invariantes de surface de T. congolense et de
T. vivax ont été testées ce qui a permis de développer un TDR
pour T. vivax [15, 16]. Plus récemment, un test ELISA-Ac de
T. vivax et T. congolense (VerYDiag® par CEVA) a été introduit
sur le marché sous forme de TDR [4, 37]. Malgré son manque de
sensibilité dans les infections trés précoces ou au contraire a un
stade trés tardif, il renforce la spécificité et élimine le probléme
de standardisation. Pour lespéce T. evansi, la glycoprotéine
variante de surface RoTat 1.2 a été la plus étudiée [33].
Cependant, l'antigéne non variable (rrISG75) s’est édalement
révélé hautement spécifique et sensible pour la détection de
T. evansi chez les chameaux [45]. Le probléme commun a ces
TDR est qu’ils restent peu accessibles notamment a cause d’'une
faible diffusion et de leur codt élevé.

L'inconvénient principal de ces techniques de détection
d'anticorps est que les anticorps de type I9G, contrairement aux
IgM, perdurent plusieurs mois aprés guérison. Ces tests ELISA ne
sont donc pas indiqués pour le diagnostic d'une infection active.
Ils ne sont pas spécifiques d’espéce. Par contre, de sensibilité
élevée, UELISA est la méthode privilégiée dans les enquétes a
grande échelle [9].

1.5. Détection d’antigénes

La détection d’antigénes circulants de trypanosomes, preuve
directe d’une infection active, devrait permettre une amélioration
significative de la spécificité du diagnostic de TAA [31, 32]. Les
premiers tests utilisaient des anticorps monoclonaux spécifiques
de T. congolense, T. vivax et T. brucei pour la détection
d’antigénes invariants et circulants, par ELISA de capture. Ils
montrent une faible sensibilité pour la détection de T. vivax, et
une faible spécificité (forte proportion de faux positifs), associée
a une réactivité croisée pour T. congolense et T. b. brucei [1, 8,
46]. Ces échecs, liés notamment a la faible quantité d’antigénes
libres circulants, ont conduit a les abandonner temporairement
[8]. Par la suite, des épreuves sur bandelettes réactives [22] et
un test LAT (Latex Agglutination Test) permettant de détecter
spécifiquement T. evansi [30] ont été développés.

Récemment, un test de détection de la pyruvate kinase de
T. congolense a été développé. Il s’'agit d’un ELISA sandwich
utilisant des nanobodies [38]. Ces anticorps propres aux
Camelidae ont un domaine unique dix fois plus petit que
celui d'une immunoglobuline classique. Chez les bovins
expérimentalement infectés par T. congolense, ce nouveau test
montre une sensibilité de 79 % et une spécificité de 91 %.

2. Quel avenir pour le diagnostic sérologique de la TAA ?

2.1. Nouveaux progrés dans l'immunodiagnostic

Bien que la TAA soit une maladie négligée par les industriels,
des études innovantes sont menées pour I'amélioration de son
diagnostic. Elles portent, notamment sur la standardisation de
la production de l'antigéne parasitaire, et sur la spécificité, en
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particulier en ce qui concerne le diagnostic d’infections actives.
Cette dynamique doit se poursuivre. Par exemple, au lieu d’utiliser
une seule protéine recombinante comme unique antigéne
dans le test d’ELISA-Ac, la combinaison de plusieurs peptides
immunodénes de différentes protéines doit étre examinée.
Une telle association pourrait permettre d’améliorer a la fois
la sensibilité et la spécificité des tests. Ceci pourrait s'inscrire
dans le cadre d’une collaboration d’industriels et d’instituts par
le financement de projet de synthése de protéines chimériques
facilement standardisables.

2.2. Quelle solution pour le diagnostic de terrain ?

Il existe un cahier des chardes a respecter pour qu’un test puisse
étre utilisé dans des conditions de terrain. Ces critéres sont
définis par le terme ASSURED : « Affordable by those at risk of
infection, Sensitive, Specific, User-friendly, Rapid, Equipment-
free, Delivered to those who need it » (en francais, abordable pour
les personnes a risque d’infection, sensible, spécifique, convivial,
rapide, sans équipement, livré a ceux qui en ont besoin) [27]. Dans
le diagnostic de la TAA, les méthodes moléculaires, y compris
la PCR et nouvellement la LAMP, ne répondent pas aux critéres
« ASSURED ». Bien que trés sensibles et trés spécifiques, elles ne
peuvent pas étre utilisées sur le terrain, car elles nécessitent un
laboratoire équipé, une expertise technique élevée et se prétent
difficilement au passage sous forme de TDR. A linverse, les tests
de détection d’anticorps ou d’antigénes peuvent répondre aux
critéres « ASSURED » et, dans leur stade final de développement,
8tre accessibles sous forme de TDR. Ainsi, en raison de la
difficulté d’utilisation de la microscopie, le diagnostic de terrain
de la TAA serait basé sur le test sérologique (sous forme de TDR)
adapté pour les études de grande envergure (surveillance, étude
de prévalence et contréle de mesures de lutte). L'accessibilité de
ces nouveaux outils tout comme la réduction de leur co0t restent
toutefois un challenge a relever.

Conclusion

Les trypanosomiases animales, en particulier la nagana, sont
des maladies qui, par leur impact socio-économique élevé en
Afrique, peuvent étre qualifiées de négligées. En l'absence de
vaccin, outre la lutte antivectorielle, le controle de la maladie
passe par le diagnostic et la chimiothérapie. Le diagnostic
s’'appuie sur la détection du parasite lui-méme ou de ses
constituants, ou sur la détection des anticorps produits par
'hote. Le diagnostic parasitologique est souvent peu sensible
et les méthodes moléculaires ne répondent pas aux conditions
du terrain. Les tests immunodiagnostiques sous forme de TDR
sont les mieux adaptés, et peuvent encore étre améliorés. Peu
de TDR sont cependant accessibles. Ainsi, dans lattente de
tests de capture d’antigénes, dont l'utilisation des nanobodies
va permettre le développement, et qui constituent le Graal du
diagnostic de terrain, deux recommandations majeures peuvent
étre formulées dans le but d’améliorer le diagnostic existant
de la TAA : 1) développer un algorithme précis de diagnostic.
Cet algorithme pourrait consister a lemploi séquentiel de
méthodes existantes : TDR en premiére ligne sur le terrain, suivi
de la microscopie pour la confirmation des TDR positifs, puis
du diagnostic moléculaire pour les identifications d’espéces ;
2) améliorer les tests existants pour faciliter la mise en place
de cet aldorithme. Ainsi la deuxiéme recommandation, qui
constituera la premiére étape, va consister a travailler au
développement de tests moléculaires plus sensibles, peut-
8tre avec le test LAMP déja utilisé pour le diagnostic de la
THA, et des tests sérologiques plus spécifiques et standardisés,
['utilisation de chimeéres protéiques rassemblant les épitopes
immunodominants de plusieurs antigénes constituant une
option a privilégier.
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