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Introduction 

La trypanosomose humaine africaine (THA) a été qualifiée de ré-émergente en Afrique 

sub-saharienne où elle constitue un réel problème de santé publique. En effet, les programmes 

de dépistage et les prises en charge thérapeutiques ont souvent été interrompus ou rendus 

difficiles par le contexte politique des pays touchés. L’infection chez l’homme est due à un 

parasite protozooaire flagellé, Trypanosoma brucei gambiense en Afrique de l’Ouest et T. b. 

rhodesiense en Afrique de l’Est, transmis par la mouche tsé-tsé. Le parasite se développe dans 

un premier temps au niveau du chancre d’inoculation puis dans le sang, la lymphe et divers 

tissus tels que le myocarde avant de gagner le système nerveux central (SNC). Les 

thérapeutiques actuellement utilisées dans cette maladie ne sont pas satisfaisantes et ce, 

surtout au stade d’atteinte nerveuse. En effet, le traitement diffère selon le stade de la maladie 

qui est très délicat à déterminer cliniquement et biologiquement, en raison du manque de 

critères spécifiques pour la THA. Il est cependant essentiel de pouvoir diagnostiquer 

précisément l’atteinte nerveuse car les traitements efficaces au stade précoce ne franchissent 

pas la barrière hémato-méningée et se trouvent donc totalement inefficaces lorsque le parasite 

a gagné le système nerveux central. A ce stade, les médicaments efficaces sont toxiques et le 

plus couramment employé, un dérivé de l’arsenic, le mélarsoprol, peut produire une 

encéphalopathie, mortelle dans la moitié des cas. A part leur toxicité, des résistances 

primaires et secondaires sont décrites avec ces produits et il y a actuellement une urgence à 

disposer d’alternatives thérapeutiques.  

Chez l’animal, cette maladie se manifeste sous forme d’une infection chronique qui 

affaiblit les cheptels et leur productivité contribuant ainsi à un lourd déficit économique et 

alimentaire. Les sous-espèces de parasites responsables sont différentes de celles retrouvées 

chez l’homme, chez qui elles ne sont en principe pas capables de créer une infection. En 

Afrique, il s’agit principalement de T. b. brucei, T. congolense et T. vivax, véhiculées par des 

insectes hématophages. Les symptômes peu caractéristiques rendent le diagnostic difficile et 

le traitement est souvent tardif. De plus, de nombreuses résistances sont apparues dans les 

cheptels africains mais les thérapeutiques vétérinaires actuelles n’offrent aucune alternative. 

Dans notre étude, nous nous intéressons à la mise au point de nouvelles thérapeutiques 

susceptibles de traiter les infections chez l’homme et chez l’animal. Pour cela, nous avons 
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travaillé avec différents modèles expérimentaux. Le mouton, Ovis aries infecté par T. b. 

brucei permet de développer un modèle d’infection chez le bétail. Le singe vert, ou vervet, 

Cercopithecus aethiops, infecté par T. b. gambiense permet d’étudier une maladie semblable à 

celle observée chez l’homme. Ce modèle a été très peu utilisé jusqu’alors dans le cadre de la 

recherche biomédicale et nous avons développé son utilisation comme modèle pour des 

études thérapeutiques et de physiopathologie. 

Nous présentons d’abord la situation actuelle de la maladie en Afrique chez l’homme et 

l’animal et les connaissances déjà acquises dans ces domaines. Nous présentons ensuite notre 

travail de thèse qui s’articule autour de 2 axes complémentaires :  

- tester in vitro puis in vivo dans des modèles expérimentaux, des thérapeutiques 

alternatives actives au stade nerveux de la maladie avec des molécules 

candidates disponibles qui permettraient d’apporter une réponse applicable 

rapidement sur le terrain. Nous avons choisi l’utilisation du mégazol, du bleu de 

méthylène et d’une combinaison DFMO-nifurtimox. 

-  progresser dans la compréhension des mécanismes d’invasion du SNC à travers 

une étude immunologique lors du suivi longitudinal de singes infectés 

expérimentalement puis traités en phase nerveuse confirmée. Nous avons 

choisi d’étudier les profils lymphocytaires dans le sang et le LCR de vervets 

infectés. Ce travail a nécessité des essais préalables sur des patients à tous 

stades de la maladie afin de vérifier la faisabilité de cette étude au cours d’un 

suivi longitudinal. 
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1. Les trypanosomoses africaines 

1.1. Données historiques 

Au quatorzième siècle, Ibn Khaldoun écrivait dans « Histoire des Berbères » que le 

Sultan Djata, du Royaume de Melli (actuel Mali), était frappé d’une léthargie qui le tua. 

Rétrospectivement, les descriptions faites de la maladie portent à croire qu’il s’agit de la 

trypanosomose. Il était également connu des marchands d’esclaves que les sujets présentant 

des ganglions à la base du cou devaient être écartés du marché car voués à une mort 

inéluctable. Pourtant, ce n’est qu’au début du 20ème siècle que l’étendue de la maladie et ses 

conséquences ont été reconnues parmi la multitude de personnes atteintes et de décès. A la 

même époque, le parasite et son vecteur ont été identifiés, puis, en particulier grâce aux 

travaux de Jamot en 1920, les premiers traitements ont été mis au point. La maladie sévissait 

dans tout l’Est et l’Ouest Africain, ainsi que dans le sud du continent, le réservoir humain 

étant très grand et la transmission rapide (Martin et coll., 1909). Des campagnes de lutte 

contre la maladie ont alors été organisées avec instauration d’équipes de santé mobiles et 

élaboration de structures spécialisées sous forme du « Service général autonome de la maladie 

du sommeil » dans les pays francophones, la « Missao de Combate as Tripanosomiases » dans 

les pays lusophones et du « Sleeping-Sickness Bureau » dans les pays anglophones. Le travail 

réalisé à cette époque grâce à la motivation et à la mobilisation du personnel médical permit 

d’aboutir à d’excellents résultats. La maladie était contrôlée dans ses foyers principaux et 

chaque patient pouvait bénéficier d’un traitement. Les problèmes politiques, ethniques et 

économiques qui surgirent après l’indépendance de la plupart des pays contribuèrent à la ré-

émergence de la maladie ces trente dernières années. De nos jours, les stratégies de lutte et de 

contrôle ont beaucoup progressé mais sont malheureusement toujours difficiles à mettre en 

place et à maintenir en raison des contextes locaux et du manque de moyens. 

1.2. Géographie 

On distingue quatre grandes zones d’endémicité parmi lesquelles les pays concernés par 

la trypanosomose sont classés selon le niveau des taux de prévalence de la maladie. Dans 
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chaque pays, la répartition spatiale des cas déclarés est très hétérogène et apparaît sous forme 

de foyers et même de micro-foyers. 

Les pays où la trypanosomose est épidémique présentent une forte prévalence et un 

niveau de transmission élevé. Il s’agit de l’Angola, de la République Démocratique du Congo, 

de l’Ouganda et du Soudan. 

Les pays avec une forte endémicité ont une prévalence relativement élevée et en 

augmentation constante. Ceci s’observe au Cameroun, au Congo, en Côte d’Ivoire, en 

République Centre Africaine, en Guinée, au Mozambique, en Tanzanie et au Tchad. 

Les pays de faible endémie sont le Bénin, le Burkina-Faso, le Gabon, le Ghana, la 

Guinée équatoriale, le Kenya, le Mali, le Nigeria, le Togo et la Zambie. 

Quelques pays ont un statut épidémiologique inconnu à ce jour, tels que le Burundi, le 

Bostwana, l’Ethiopie, le Liberia, la Namibie, le Rwanda, le Sénégal et la Sierra-Leone (voir 

figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Répartition géographique des trypanosomoses à T. b. gambiense et T. b. 

rhodesiense en Afrique sub-saharienne, 1999 (WHO) 

 

Trypanosomoses 

Zones sans risque 

Zones à risque 

Zones endémiques

Zones fortement 
endémiques 
Zones 
épidémiques 
 



  20 

1.3. Les parasites et leurs vecteurs 

1.3.1. Les trypanosomes 

Les trypanosomes appartiennent aux protozoaires primitifs du règne animal. Leur 

position taxonomique est la suivante : 

Règne des Protista 

Sous-règne des Protozoa 

Phylum des Sarcomastigophora 

Sous Phylum des Mastigophora 

Classe des Zoomastigophorea 

Ordre des Kinetoplastida 

Les Kinetoplastida comprennent des parasites d’hôtes vertébrés, invertébrés ou des deux 

selon le cycle de développement. 

Il s’agit de parasites flagellés qui ont la particularité de changer de morphologie au 

cours de leur cycle de développement et/ou selon leur hôte. La forme trypomastigote 

classique de l’espèce T. brucei présente un aspect fusiforme (20-30 µM de long par 1,5-3,5 

µM de large). C’est un parasite extra-cellulaire qui se multiplie dans les fluides et les tissus 

par division binaire. L’observation d’un parasite vivant est caractérisée par sa mobilité induite 

par les ondulations du flagelle. Le flagelle longe le corps cellulaire au bord duquel il est fixé 

puis se prolonge par une partie terminale libre. Le kinétoplaste, caractéristique des 

Kinetoplastida, est une structure visible après coloration, en arrière du noyau et contenant 

l’ADN extra-nucléaire (voir figure 2). 
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Figure 2 : Structure du trypanosome (Trypanosoma sp forme trypomastigote) (Site 

internet : Université catholique de Louvain, Belgique, www.ucl.ac.be) (grossissement X 400) 

 

Les souches de trypanosomes sont différentiables par une étude de leur ADN nucléaire 

ou mitochondrial, par électrophorèse des isoenzymes (Gibson et coll., 1999) ou par 

comparaison des répertoires antigéniques de surface par test de lyse. L’apport de la génétique 

moléculaire a permis de classer les souches de trypanosomes bien que les résultats discordent 

et soient encore controversés. Les premiers travaux par analyse isoenzymatique multilocus 

par électrophorèse (MLEE pour Multilocus Enzyme Electrophoresis) ont apporté une 

classification qui établit plusieurs groupes au sein de T. brucei ssp : grâce aux groupements de 

zymodèmes, on distingue le groupe de T. b. gambiense groupe 1 qui englobe 80 % des 

trypanosomes isolés de l’Homme (Bagster et coll., 1973 ; Kilgour et coll., 1973 ; Gibson, 

1986) mais un doute subsiste quant à la différenciation subspécifique de T. b. brucei et T. b. 

rhodesiense chez lesquels plusieurs groupes ont été identifiés (Gibson et coll., 1980 ; Baker, 

1995). Des amorces spécifiques de polymerase chain reaction (PCR) ont été mises au point, 

permettant de différencier par exemple T. brucei ssp des autres trypanosomes non pathogènes 

pour l’homme comme T. congolense, à partir de liquides biologiques ou de glossines 
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infectées. Cependant, les séquences utilisées pour démontrer la variabilité génétique des 

souches de T. b. gambiense groupe 1 ne permettent pas de montrer un polymorphisme plus 

vaste que celui obtenu à partir de l’analyse isoenzymatique (Truc et coll., 2000).  

Les trypanosomes présentent à leur surface des antigènes qui peuvent être de deux 

natures différentes : les antigènes variables (VAT) qui s’expriment sous forme d’une 

glycoprotéine de surface visible (VSG) (Donelson et Turner, 1985) et les antigènes invariants 

(Overath et coll., 1994). Les VSG sont fixées à la surface externe de la membrane du parasite 

par un récepteur glycosylphosphatidylinositol (GPI). Les VSG sont codées par des gènes qui 

sont supposés représenter 10 % du génome. Ils sont d’une grande importance pathogénique 

étant donné que ces gènes confèrent aux trypanosomes la possibilité de faire varier la nature 

de leurs antigènes de surface. Seul un gène est exprimé à la fois et les autres restent silencieux 

jusqu’à la variation antigénique suivante. Environ 10 millions de copies d’une seule VSG sont 

exprimées à la surface du parasite et au cours de l’infection, une conversion génique constante 

permet au parasite de faire varier son manteau antigénique et d’échapper ainsi au système 

immunitaire de l’hôte (Donelson et coll., 2002). Ce phénomène se traduit chez l’hôte par une 

multiplication rapide dans le sang et des vagues de parasitémie caractéristiques de la maladie 

(Barry, 1997).  

Les parasites peuvent prendre plusieurs formes selon le stade de maturation et 

l’organisme qui les héberge. Dans le sang des mammifères, on le trouve sous la forme 

trypomastigote qui englobe les formes courtes ou « stumpy » métacycliques infectantes pour 

la glossine et les formes longues ou « slender » sous laquelle les parasites se multiplient. Chez 

la glossine, le parasite s’allonge dans le tube digestif et perd son manteau antigénique de 

surface. Il s’agit alors de la forme procyclique. Puis il gagne les glandes salivaires, se 

raccourcit et son kinétoplaste migre à l’arrière du noyau ce qui traduit la forme épimastigote. 

Par la suite, le kinétoplaste se replace en avant du noyau et le trypanosome reconstitue son 

manteau antigénique de surface caractéristique de la forme métacyclique. Le parasite est alors 

à nouveau capable d’infecter un hôte mammifère chez lequel il reprendra sa division (figure 

3). 
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Figure 3 : Formes du trypanosome selon l’étape du cycle (a) épimastigote chez l’insecte, 

(b) trypomastigote chez l’homme (Site internet : Université catholique de Louvain, Belgique, 

www.ucl.ac.be)  

1.3.2. Les vecteurs 

Les mouches piqueuses ou mouches tsé-tsé, du genre Glossina, de la famille des 

Glossinidae, sont les vecteurs biologiques reconnus de la maladie, à la fois pour les parasites 

infectant l’homme et ceux infectant l’animal. Deux groupes principaux de mouches tsé-tsé 

sont distingués selon le mode de vie : les espèces riveraines du groupe Palpalis incluent G. 

palpalis, G. tachinoides et G. fuscipes, les espèces des zones plus arides englobent G. 

morsitans, G. pallidipes et G. swynnertoni. D’un point de vue morphologique, la tête des 

glossines se caractérise par la présence d’une suture ptilinale entre les deux yeux, cicatrice 

d’un sac nécessaire au développement du jeune imago. Les ailes présentent la particularité 

d’être repliées au repos le long de l’abdomen, qu’elles dépassent en longueur, et sont 

superposées horizontalement comme des lames de ciseaux (Figure 4). 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Glossina spp (Site internet : College of biological Sciences, Ohio State 

University, www.biosci.ohio-state.edu)  
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Il a été démontré en 1973 par Harmsen que seules les jeunes glossines sont infectantes 

en raison de la bonne étanchéité de leur jabot permettant la maturation des trypanosomes 

avant le passage dans l’intestin de la mouche. En effet, le séjour dans le jabot permet aux 

trypanosomes de se prémunir contre les attaques enzymatiques du système digestif de la 

mouche. Cependant, il a été mis en évidence que des mouches du groupe morsitans âgées de 

21 à 25 jours sont capables d’héberger la maturation des parasites dans les mêmes proportions 

que les individus ténéraux. Les glossines mâles et femelles sont hématophages et doivent se 

nourrir tous les deux jours. Les femelles sont larvipares et ne sont fécondées qu’une seule fois 

puis donnent naissance à une larve tous les dix jours. Le développement se fait d’abord dans 

l’utérus et nécessite des repas sanguins. La larve est ensuite déposée dans un endroit humide 

et sableux qui permettra au jeune imago de se transformer en adulte. 

1.3.3. Lutte anti-vectorielle 

La lutte anti-vectorielle, contre les glossines vecteurs de la maladie du sommeil, a 

longtemps été négligée car on pensait que le dépistage et le traitement systématique des 

malades étaient suffisants pour vaincre l’endémie. Or, il faut tenir compte du fait que la 

maladie passe par trois éléments : l’homme, hôte et réservoir, la glossine, vecteur, et le 

réservoir animal favorisant la dissémination des trypanosomes par l’intermédiaire des 

glossines. S’il est possible de soigner l’homme, il est presque impossible de traiter 

systématiquement les animaux domestiques et sauvages. La seule façon d’interrompre le 

cycle reste donc d’agir au niveau du vecteur. 

Plusieurs stratégies de lutte ont été expérimentées, plus ou moins invasives pour le 

milieu, et nombre d’entre elles ont été abandonnées. Parmi les méthodes non chimiques, on 

compte la destruction du gibier et de la végétation propice aux glossines, le défrichement, les 

captures de mouches, les lâchers de prédateurs, la stérilisation des mâles, la modification 

génétique ou l’utilisation de régulateurs de la croissance. Actuellement, la méthode retenue et 

le plus largement utilisée est la capture de mouches par pose de pièges. Elle présente les 

avantages de respecter l’environnement, de nécessiter une main d’œuvre réduite et de 

permettre de couvrir de grandes étendues. Le principe du piégeage doit permettre une 

élimination des adultes éclos après la pose du piège mais aussi des glossines de réinfestation. 

Il repose sur l’attraction des mouches à la fois par la couleur du tissu utilisé (bleu électrique 

ou noire) et par un appât olfactif. Le piège doit être facilement maniable, et de toxicité 

modérée pour l’homme mais rémanente. Actuellement, il existe deux sortes de système de 
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piégeage : le piège de forme isodiamétrique dans lequel les mouches emprisonnées sont tuées 

par un insecticide, et l’écran imprégné d’insecticide sur lequel se posent les mouches. Bien 

que l’écran soit moins coûteux et plus facile à fabriquer, son faible rayon d’attraction ne le 

rend réellement efficace que sur les trajets de vol des tsé-tsé et beaucoup moins dans les gîtes 

où les tsé-tsé se déplacent de façon aléatoire. 

La lutte chimique a commencé après 1945, après l’apparition du DDT. Des résultats 

spectaculaires ont été obtenus au début de son utilisation, malheureusement, ce produit 

s’accumule dans les vertébrés et les invertébrés tout au long de la chaîne alimentaire et n’est 

plus recommandé de nos jours. Les traitements chimiques doivent donc tenir compte à la fois 

du relief, de la végétation, du climat mais aussi des répercussions écologique et toxicologique. 

Actuellement, ce sont les pyréthrinoïdes qui sont le plus largement utilisés, avec une bonne 

efficacité et une toxicité moindre pour l’environnement. Ces traitements nécessitent malgré 

tout un équipement spécialisé et de la main-d’œuvre avertie.  

Le choix de la méthode de lutte anti-vectorielle est conditionné par des facteurs 

économiques et par le type d’appareillage disponible dans le pays. La lutte contre la 

trypanosomose doit être efficace mais compatible avec les moyens financiers de l’état 

concerné. 

La lutte chimique concerne aussi le traitement prophylactique du bétail contre les 

mouches. Des spécialités vétérinaires à base de pyréthrinoïdes ont été commercialisées sous 

forme de bains ou de « pour on » (application sur le dos et le flanc de l’animal) et se sont 

révélées assez efficaces.  

Enfin, les campagnes de lutte organisées régulièrement dans les zones endémiques 

contribuent largement à la lutte anti-vectorielle, par le dépistage et le traitement des personnes 

atteintes qui représentent un réservoir d’infection, mais aussi par la pose systématique de 

pièges dans les zones visitées par les équipes de dépistage. 

1.4. Les foyers 

La maladie du sommeil se répartit selon des localisations très précises et souvent bien 

circonscrites qui correspondent aux lieux de vie des vecteurs, les tsé-tsé. Les gîtes à tsé-tsé 

dépendent essentiellement des conditions climatiques et hygrométriques mais aussi de la 

fréquentation par l’homme et les animaux. En zone de savanes, on trouve principalement les 
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tsé-tsé près des lieux de baignades utilisées pour la pêche et les activités ménagères et sur les 

ponts et zones de gué. En zone forestière, les insectes vont s’installer de préférence dans les 

bas-fonds humides, partout où l’ombre et l’humidité sont constantes, mais ils peuvent 

également suivre les déplacements de population humaine et s’installer aux lisières des 

villages où ils peuvent se nourrir presque exclusivement sur les humains. 

1.5. La transmission 

1.5.1. Le réservoir 

Les glossines se nourrissent préférentiellement sur les animaux. Cependant, l’homme 

est le principal réservoir du parasite. La notion de réservoir et de porteurs sains est suspectée 

depuis 1942 chez les animaux domestiques.  

Le réservoir sauvage de T. b. gambiense est fortement suspecté mais n’est pas encore 

identifié. Chez les animaux domestiques, le phénomène a été mis en évidence en Côte 

d’Ivoire et au Liberia chez le porc qui est capable d’héberger durant 4 années T. b. gambiense 

sous forme infectante pour l’homme. On sait d’ores et déjà que certaines espèces de singes 

sont sensibles à la maladie (Gibson et coll., 1978 ; Mehlitz et coll., 1982 ; Noireau et coll., 

1989). 

Pour T. b. rhodesiense, le réservoir animal a été mis en évidence beaucoup plus 

rapidement : à la fois le bétail et le réservoir sauvage jouent un rôle important (Hutchison et 

coll., 2003). Il s’agit essentiellement du guib harnaché (Tragelaphus scriptus) et du Bubale 

(Alcelaphus buselaphus) (Gibson et Wellde, 1985 ; Onyango et coll., 1966). D’autres espèces 

sauvages ne sont pas exclues.  

D’autre part, les animaux domestiques peuvent intervenir dans le cycle de transmission 

sauvage lors de pâturages.  

L’homme également peut être infecté par le réservoir sauvage au cours des activités de 

chasse, surtout en ce qui concerne T. b. rhodesiense. L’existence du réservoir animal encore 

mal identifié pourrait expliquer la persistance et la réactivation de foyers historiques de 

maladie du sommeil à T. b. gambiense (Hide, 1999) (figure 5). 

 



  27 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Cycle de transmission du trypanosome (Site internet : Organisation de 

Coordination pour la lutte contre les Endémies en Afrique Centrale, OCEAC, www. ns1.cm-

refer.org/site_oceac/)  

 

Des techniques moléculaires récentes basées sur la détection du gène de résistance au 

sérum humain dans le génome parasitaire ont permis de mettre en évidence des souches de 

trypanosomes infectantes pour l’homme dans le réservoir domestique animal (Welburn et 

coll., 2001). 

Des études restent à faire pour préciser les espèces réservoirs de T. b. gambiense et ainsi 

mieux comprendre l’épidémiologie de la maladie pour adapter les programmes de lutte. 

1.5.2. Le cycle de transmission 

Les mouches deviennent infectantes environ 21 jours après s’être nourries sur un 

homme ou un animal infecté. Les parasites subissent alors une série de modifications 

morphologiques et biochimiques puis migrent dans les glandes salivaires de la mouche. Ils 

sont inoculés à l’homme à la faveur d’une piqûre qui est suivie alors par une lésion cutanée 

appelée trypanome. Puis ils migrent vers les nœuds lymphatiques, le sang et autres tissus et la 

personne devient source de contamination pour toutes les autres glossines qui pourraient la 
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piquer à nouveau. Les malades en premier stade de la maladie représentent donc le réservoir 

le plus dangereux et bien souvent ils ne sont pas dépistés car ils ne ressentent pas encore les 

symptômes invalidants de la maladie. En deuxième stade, le nombre de parasites diminue 

progressivement dans le sang et du fait de la gravité de la maladie, les personnes infectées 

abandonnent peu à peu leur activité à l’extérieur et sont alors moins exposées aux glossines 

(Figure 6). 
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Figure 6 : Cycle du trypanosome (d’après Center for Disease Control, CDC, site internet, 

www.cdc.gov/)  
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2. La maladie chez l’homme 

2.1. Epidémiologie 

2.1.1. Importance de la maladie 

2.1.1.1. Importance médicale 

La maladie du sommeil menace actuellement plus de 60 millions de personnes dans 36 

pays de l’Afrique sub-saharienne, dont 22 appartiennent aux pays les moins développés du 

monde. Cependant, seuls 3 à 4 millions des personnes à risque sont sous surveillance et les 

45000 cas rapportés en 1999 ne reflètent pas la réalité mais seulement le manque de dépistage 

systématique. On estime que 300 000 à 500 000 personnes sont atteintes par la maladie 

(OMS, 1998). 

Le dépistage des malades et les soins spécifiques requièrent un personnel expérimenté, 

des financements, des dispensaires bien équipés et des médicaments disponibles en quantité 

suffisante. De plus, en l’absence de campagnes de dépistage systématiques et de traitement, la 

majorité des personnes atteintes sont menacées de décéder avant même d’avoir été 

diagnostiquées. 

2.1.1.2. Importances économique et sociale 

La THA a des conséquences importantes sur le développement et le monde rural en 

diminuant la main d’œuvre, les capacités de travail et les productions agricoles. Cette 

pathologie reste un obstacle majeur au développement de régions entières. Dans des pays tels 

que l’Angola, la République démocratique du Congo ou le Soudan, les capacités à faire face à 

la situation épidémique sont largement dépassées par l’ampleur de la transmission et de la 

prévalence. En effet, de nombreuses provinces de ces pays présentent une prévalence de 20 % 

(OMS, 2000). 
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2.1.2. Les espèces parasites 

En Afrique, on distingue deux espèces de trypanosomes infectants pour l’homme, 

appartenant au groupe T. brucei spp : T. b. gambiense en Afrique de l’Ouest, responsable 

d’une affection chronique, théoriquement pathogène pour l’homme et certains primates non-

humains seulement et T. b. rhodesiense en Afrique de l’Est, responsable d’une 

anthropozoonose à évolution aiguë. 

2.1.3. Mode d’infection et de transmission 

Les personnes les plus susceptibles de s’infecter sont bien sûr celles qui fréquentent les 

gîtes à tsé-tsé, à savoir les travailleurs de la forêt, les pêcheurs mais également les jeunes 

enfants accompagnant leur mère ou ceux traversant une zone à risque chaque jour pour se 

rendre à l’école. Des touristes peuvent être concernés par l’infection au cours de leur voyage. 

A l’heure actuelle, le déplacement massif des populations pour des raisons politico-ethniques 

vers des zones endémiques, les conditions de précarité et l’absence d’assainissement  

augmentent le risque d’infection. 

La transmission s’effectue toute l’année, même si elle semble favorisée en savane 

durant la saison sèche lorsque l’homme est obligé d’approcher plus fréquemment les cours 

d’eau. En forêt, les périodes dangereuses dépendent surtout de l’activité humaine et se situent 

aux moments des gros travaux telle que la mise en culture dans les rizières. 

2.2. La maladie 

2.2.1. Tableau clinique 

Deux stades sont reconnus dans la maladie du sommeil : le stade hémolymphatique qui 

correspond à la multiplication du parasite dans le sang, le système lymphatique et les organes 

puis le stade nerveux au cours duquel le système nerveux central est impliqué par passage des 

trypanosomes à travers la barrière hémato-méningée. Souvent le passage du stade I au stade II 

de la maladie se fait après une période relativement longue de quelques semaines à quelques 

mois avec T .b. gambiense alors que l’évolution en stade nerveux apparaît beaucoup plus 

rapidement lors d’infection à T. b. rhodesiense. Dans les deux cas, le passage d’un stade à 

l’autre n’est pas distinct et reste très difficile à identifier chez le patient (Dumas et Bisser, 

1999). 
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2.2.1.1. Stade hémolymphatique (stade I) 

La piqûre de glossine est douloureuse et provoque une lésion locale, le chancre ou 

trypanome qui est plus fréquent dans les formes de la maladie d’évolution rapide comme celle 

à T. b. rhodesiense (Malvy et al, 2000). Le trypanome permettrait un diagnostic précoce de la 

maladie mais on ignore sa fréquence d’apparition et il est difficilement reconnaissable sur les 

peaux noires.  

Les symptômes apparaissent de manière très variable entre 1 et 3 semaines après la 

piqûre infectante. Des épisodes de fièvre pouvant durer de 5 à 7 jours sont alors concomitants 

d’adénopathies généralisées. L’hypertrophie des nœuds lymphatiques, qui correspond à la 

phase de multiplication des parasites dans le système lymphatique, est caractéristique au 

niveau de la chaîne cervicale, où les parasites peuvent être mis en évidence après ponction du 

suc ganglionnaire. La fièvre évolue sous forme de pics élevés et correspond à l’envahissement 

de l’organisme par le parasite et aux phases de variations antigéniques mettant en jeu les 

mécanismes de défense naturels de l’hôte. Les premiers symptômes restent malgré tout non 

spécifiques : il s’agit de céphalées accompagnés d’arthralgie, de malaise, d’une perte de poids 

et d’une apathie (Apted, 1970).  

Les atteintes organiques sont très variées et englobent le foie, la rate, le système 

cardiovasculaire, endocrinien et les yeux. Les dysfonctionnements systémiques associés sont 

alors diversifiés et peuvent donner lieu à des erreurs diagnostiques (Atouguia et Kennedy, 

2000 ; Duggan et Hutchinson, 1966). Les anomalies cardiaques sont moins caractéristiques et 

ont été étudiées tardivement (Collomb et Burtholi, 1967 ; Bertrand et coll., 1973 ; Poltera et 

coll., 1976). Cependant, T. b. rhodesiense peut donner lieu à des atteintes cardiaques aiguës 

rapidement mortelles par arythmie et pancardite. T. b. gambiense peut provoquer une 

tachycardie persistante et dissociée de l’hyperthermie, des douleurs précordiales atypiques, 

des troubles du rythme auriculo-ventriculaire, un souffle, une chute de la tension artérielle ou 

des signes en faveur d’une myocardite ou d’une péricardite débutante.  

2.2.1.2. Stade méningoencéphalique (stade II) 

L’atteinte du système nerveux apparaît rapidement ou insidieusement sur plusieurs 

années. Encore une fois, les manifestations cliniques sont nombreuses et variées, sans signes 

pathognomoniques. Les principaux symptômes peuvent relever de troubles psychiatriques, 

moteurs, sensoriels ou du cycle circadien. Les perturbations mentales que l’on observe parfois 
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sont très subtiles et apparaissent sous la forme de lassitude, d’irritabilité, de céphalées, de 

changements apparents de la personnalité, de violence, d’hallucinations, de tendances 

suicidaires et de troubles maniaques (Atouguia et Kennedy, 2000 ; Duggan et Hutchinson, 

1966). 

Les troubles moteurs se manifestent par des tremblements, des fasciculations 

musculaires de la langue et des membres, une hypertonie avec syndrome pyramidal, des 

mouvements choréiformes et stéréotypés, une ataxie cérébelleuse, une paralysie radiculaire,  

une polynévrite ou une paralysie nerveuse isolée (Atouguia et Kennedy, 2000 ; Borremans et 

Van Bogaert, 1933).  

Les troubles sensoriels peuvent se présenter sous la forme de prurit et d’une profonde 

hyperesthésie qui se traduit par le signe de la « clé de Kérandel », du nom de celui qui décrivit 

sa propre maladie en 1910. Il s’agit d’une douleur profonde empêchant la réalisation de gestes 

simples tel que tourner la clé dans la serrure. Ce symptôme a été rapporté très fréquemment 

chez les européens (Kerandel, 1910 ; Duggan et Hutchinson, 1966).  

Les perturbations du cycle veille-sommeil se traduisent d’abord par de la lassitude puis 

engendrent des épisodes répétés de somnolences diurnes et d’insomnies nocturnes. Les 

épisodes de sommeil, qui sont alors répétés sur tout le nycthémère, débutent par des phases de 

sommeil paradoxal alors que chez un Africain sain, le sommeil paradoxal survient après 

environ une heure de sommeil orthodoxe (Buguet et coll., 2004). 

En l’absence de traitement, le stade final de la maladie se caractérise par des 

convulsions, un sommeil quasi-permanent, une double incontinence et une cachexie 

entraînant un coma et une mort inéluctable.  

2.2.2. Physiopathologie 

L’inoculation de trypanosomes à l’organisme hôte provoque d’abord une réaction 

immunitaire locale, le chancre, constitué d’une réaction oedémateuse avec infiltrat 

lymphocytaire et macrophagique et prolifération des cellules endothéliales et des fibroblastes. 

Puis les trypanosomes migrent dans les voies lymphatiques efférentes vers les ganglions 

lymphatiques locaux où ils se multiplient activement et sont ensuite libérés dans le sang 

circulant en même temps que les lymphocytes réactionnels à leur présence (Barry, 1984).  
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2.2.2.1. Neuropathogenèse  

Le processus pathologique observé au cours du stade II de la maladie du sommeil 

correspond à une méningoencéphalite accompagnée d’une prolifération cellulaire dans les 

leptoméninges et d’une diffusion périvasculaire de macrophages et lymphocytes (Adams et 

coll. 1985 ; Atouguia et Kennedy, 2000). Les macrophages constituent un élément central 

dans l’initiation des mécanismes immunitaires induits au cours de la THA (Vincendeau et 

coll., 1999). On note dans le parenchyme cérébral la présence d’une activation astrocytaire et 

macrophagique adjacent et des vascularites. Les parasites semblent posséder à leur surface des 

molécules capables d’activer certaines cellules du système nerveux central. En effet, les VSG 

et leurs récepteurs membranaires les GPI sont des activateurs de macrophages (Paulnock et 

coll., 2002 ; Magez et coll., 1998). Une autre molécule parasitaire, le Trypanosome-derived 

Lymphocyte Triggering Factor (TLTF) active les CD8 qui produisent l’IFN-γ. Les CD4 et les 

cellules natural killer, activés lors de la réponse immunitaire, libèrent à leur tour l’IFN-γ. Les 

astrocytes sont également capables de s’activer au contact des parasites et libèrent des 

molécules inflammatoires (Sternberg, 1998 ; Olsson et coll., 1993 ; Bentivoglio et coll., 

1994). Ainsi, l’arrivée du parasite dans le système nerveux déclenche une cascade 

d’activation parmi les cellules du système immunitaire et du système nerveux central de 

l’hôte. 

Parallèlement, des cellules de Mott sont mises en évidence dans la substance blanche et 

correspondent à des cellules plasmatiques modifiées contenant des inclusions éosinophiles 

remplies d’IgM. Ces cellules produisent des anticorps et des auto-anticorps responsables de 

l’amplification des phénomènes immunitaires et aussi des lésions myeliniques au cours de 

cette pathologie (Girard et coll., 2000). 

Le rôle et les mécanismes d’induction des cytokines et chemokines sont encore 

imparfaitement connus dans cette pathologie (Mac Lean et coll., 2001). On note par exemple 

des taux d’IL-10, IL-6 et IL-8 élevés chez les patients infectés par T. b. gambiense en stade 

nerveux (Lejon et coll., 2002). En revanche, le taux d’IL-10 se trouve augmenté à la fois dans 

le sang et le LCR de patients en stade I et II de la maladie à T. b. rhodesiense et diminue après 

traitement.  

Dans le LCR de patients en stade nerveux, on a également observé une élévation du 

TNF-α libre et des prostaglandines D2, ces dernières pouvant être corrélées à l’état de 

somnolence du stade avancé (Pentreath, 1995).  
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Cependant, il faut tenir compte du fait que ces paramètres biologiques sont soumis à des 

variations liées au cycle circadien et l’interprétation de leurs modifications n’est pas toujours 

aisée. 

2.2.2.2. Immunophysiopathologie 

Le système immunitaire de l’organisme hôte est fortement sollicité au cours des 

infections à trypanosomes. Les lymphocytes interviennent de façon primordiale dans les 

réponses immunitaires. Ils expriment à leur surface membranaire des antigènes. Ceux-ci sont 

reconnus par des anticorps monoclonaux. Un groupe d’anticorps monoclonaux reconnaissant 

un antigène porté par les leucocytes permet de définir un cluster de différenciation (CD) et la 

détermination des sous-populations lymphocytaires.  

Les lymphocytes B produisent les anticorps et expriment à leur surface plusieurs 

antigènes dont le CD19 et le CD20. Les lymphocytes T reconnaissent et détruisent les cellules 

infectées par un virus, activent les phagocytes et assistent les lymphocytes B dans leur 

production d’anticorps. Ils présentent tous à leur surface l’antigène CD3. Les lymphocytes T 

auxillaires ou helper (Th) produisent également des cytokines et la majorité exprime 

l’antigène CD4 à la surface membranaire. Les cellules Th1/Th2 sont de sous-populations de 

cellules T auxillaires distinguées en fonction du type de cytokines qu’elles produisent. Les 

cellules Th1 produisent de l’IFN-γ et de l’interleukine 2 (IL-2). Les cellules Th2 produisent 

de l’IL-4, de l’IL-10 et du TNF-α. Ces deux types de cellules participent également au 

développement des lymphocytes T cytotoxiques. Ces lymphocytes T cytotoxiques expriment 

majoritairement l’antigène CD8 et sont capables de détruire les cellules cibles infectées par 

des virus. Lors de leur activation, les lymphocytes T expriment des antigènes supplémentaires 

à leur surface, comme par exemple le CD25 qui correspond à la chaîne β du récepteur à l’IL-

2. Il existe également des marqueurs phénotypiques des lymphocytes T naïfs, non stimulés par 

l’antigène, comme le CD45RA. En revanche, après contact avec un antigène, certains 

lymphocytes T expriment alors le phénotype des lymphocytes mémoires, le CD45RO.  

Les cellules natural killer, ou NK, sont des cellules capables de détruire une grande 

variété de cellules cibles sensibilisées par un anticorps. Ce sont pour l’essentiel des cellules 

non-T et non-B, bien que certaines soient également des lymphocytes T (NK-T) et prolifèrent 

alors dans certaines pathologies. Les cellules NK expriment à leur surface les antigènes CD56 

et CD16 mais il s’agit également des cellules qui expriment l’antigène CD8 mais pas le CD3. 
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L’ensemble des antigènes exprimés à la surface membranaire des lymphocytes sont utilisés 

pour la reconnaissance et le typage lymphocytaire par la technique de cytométrie en flux.  

L’infection par les trypanosomes provoque chez l’hôte une réponse immunitaire qui 

comporte deux composantes. Une réaction T-indépendante apparaît suite à une forte 

activation des lymphocytes B qui produisent alors des anticorps en grande quantité, 

essentiellement des IgM non spécifiques. Certains de ces anticorps sont également dirigés 

contre des auto-antigènes et correspondent à l’activation non spécifique des lymphocytes B 

qui produisent naturellement des autoanticorps (Guilbert et coll., 1982).  

Les anticorps dirigés contre les constituants variants des trypanosomes se lient à la 

surface membranaire des parasites et participent aux baisses de parasitémie observées au 

cours de l’infection. A ce moment, seuls les nouveaux variants antigéniques, qui sont alors 

présents à moins de 0,1 %, subsistent dans le sang et se multiplient pour former la vague de 

parasitémie suivante (Molyneux et coll., 1996).  

L’activation spécifique des CD4 par la VSG a été montrée. Des T CD4 spécifiques de 

VSG ont été identifiés dans la cavité péritonéale de osuris infectées. Ces réactions 

immunitaires conduisent à la production de cytokines de type Th1 (IFN-γ, IL-2) et Th2 (IL-4) 

et de TNF-α (Schleifer et coll., 1993). Une fois stimulées, ces cellules activent à leur tour les 

cellules cytotoxiques. Elles participent également au switch des immunoglobulines en 

phénotype IgG1, IgG2a et IgG3 (figure 7) (Schleifer et coll., 1993). Le TLTF aurait une 

action directe sur les lymphocytes T CD8, entraînant la synthèse d’IFN-γ. 
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Figure 7: Activation des cellules du système immunitaire par des antigènes du trypanosome. 

 

VSG 

CD4+ T Lymphocytes 

+ 

? 
B Lymphocytes  

CD8+ T Lymphocytes 

+ 

+ 

IgG3, IgG2a 

IgG1 
IL-4 

+ 

TLTF 

+ 

? 

+ 

IgM 

+ 

+ 

Macrophages 

IFN-γ 

Classical 

macrophages Alternative 

macrophages 

Non-Th2 cells (T-NK, NK, 

Mast cells, Basophils) 



  38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8: Activation des macrophages au cours de la trypanosomose africaine. 

 

Sous l’action des VSG et de la réponse cellulaire induite, les macrophages produisent 

des prostaglandines, des cytokines pro-inflammatoires, du monoxyde d’azote (NO), du TNF-α 

et des espèces réactives de l’oxygène (superoxyde et peroxyde d’hydrogène), qui constituent 

des médiateurs de la pathologie observée (anémie, méningite) et de l’immunosuppression 

(Magez et coll., 1998). Deux types de macrophages, les classiques et les alternatifs sont en 

cause dans la réponse immunitaire (figure 8) (Namangala et coll., 2000; 2001). In vitro et 

chez la souris, le TNF-α présente à la fois une action trypanolytique et immunosuppressive 

pour l’hôte (Magez et coll., 1997). Il se lie aux résidus glucidiques de surface du parasite et 

présente une action toxique pour les lysosomes parasitaires. Au niveau des monocytes 

humains, les trypanosomoses et leurs composants (VSG) induisent également une forte 

synthèse de TNF-α (Daulouède et coll., 2001). Le NO est un radical libre impliqué dans la 
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physiques ou chimiques (Vincendeau et coll., 1999). Une étude a démontré des taux de 

nitrates élevés dans le sang de patients infectés par T. b. rhodesiense se qui traduit une 

activation de la synthèse du NO (Sternberg, 1996). Chez la souris infectée expérimentalement, 

le NO et les prostaglandines produits par les macrophages pourraient jouer un rôle dans 

l’immunosuppression en agissant en synergie (Schleifer et coll., 1993). La L-arginine étant le 

substrat commun de la NO synthase (NOS) et de l’arginase, la régulation de la production de 

NO s’effectue également par l’arginase, qui consomme la L-arginine pour synthétiser la L-

ornithine. 
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L’intervention des cytokines a été étudiée ces dernières années et a montré son 

importance dans le processus pathologique. Elles agissent comme des antagonistes de 

l’immunostimulation ou comme des cytokines pro-inflammatoires. L’IL-10, qui est produite 

au cours de l’infection, possède un pouvoir inhibiteur de la réponse Th1 et de l’activation des 

macrophages ou des monocytes (Moore et coll., 1993). L’équilibre entre les réponses de type 

Th1 et Th2 est alors perturbé et la synthèse de NO, d’IL-6, d’IL-12 et de TNF-α se trouve 

donc indirectement inhibée (Gazzienelli et coll., 1992). Bien que la réponse de type Th2 

possède des effects bénéfiques dans la défense contre les agents infectieux, des taux élevés 

d’IL-10 peuvent réduire la réponse immunitaire et sont le signe d’une atteinte nerveuse 

avancée (Uzonna et coll., 1998). Ainsi, dans le cas de la THA, l’IL-10 agit comme un 

effecteur immuno-suppresseur (Uzonna et coll., 1998). 

 2.2.3. Le diagnostic 

Un tableau clinique typique en zone d’endémie peut suffire à poser un diagnostic, 

cependant, le caractère non-spécifique des signes cliniques impose de réaliser le diagnostic 

différentiel avec d’autres infections comme le paludisme, la tuberculose, le sida, la 

leishmaniose, la toxoplasmose, la fièvre typhoïde, la syphilis et l’encéphalite virale (Atouguia 

et coll., 2000). La recherche du parasite dans les liquides biologiques doit être effectuée avec 

une grande attention. De plus, le diagnostic de stade est déterminant pour le choix du 

traitement, qui sera forcément plus toxique et plus lourd à instaurer si une atteinte nerveuse a 

été mise en évidence. 

2.2.3.1. Méthodes diagnostiques 

2.2.3.1.1. Les techniques diagnostiques utilisables sur le terrain 

Le diagnostic parasitologique direct 

Sang et ganglions 

Le diagnostic spécifique de la phase hémo-lymphatique consiste à mettre les parasites 

en évidence dans le sang ou le suc ganglionnaire. Pour T. b. gambiense, ce diagnostic est plus 

difficile à faire étant donné que les parasitémies fluctuent au cours du temps et seuls des 

examens répétés permettent d’apporter la preuve parasitologique.  
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La ponction des nœuds lymphatiques hypertrophiés s’effectue facilement au niveau de 

la chaîne cervicale, après immobilisation du ganglion et prélèvement à l’aide d’une petite 

aiguille pour injection sous-cutanée. On dépose le contenu de l’aiguille sur une lame de verre 

que l’on recouvre d’une lamelle et le montage est observé au microscope (10X40). 

L’examen du sang se fait par piqûre au bout du doigt ou prélèvement sur tube contenant 

un anticoagulant. L’observation peut se faire à partir d’une goutte de sang frais étalé entre 

lame et lamelle ou à partir d’un frottis coloré ou encore d’une goutte épaisse. L’examen de la 

goutte entre lame et lamelle se fait immédiatement mais peut être différé concernant le frottis 

et la goutte épaisse. On utilise ensuite un microscope (10X40) pour détecter la présence des 

parasites.  

La sensibilité de ces techniques est cependant basse étant donné la faible quantité de 

sang qui peut être observée et le fait que les parasitémies sont souvent inférieures au seuil de 

détection qui est de 6000 trypanosomes/mL (Van Meirvenne et coll., 1989).  

Ainsi, pour avoir une chance de détecter les parasites dans une quantité limitée de sang, 

il est souvent nécessaire de les concentrer. La technique de Woo utilise le principe de la 

centrifugation dans des tubes capillaires : 70 µL de sang sont placés dans un tube à 

hématocrite hépariné et fermé par de la plasticine ou à la chaleur d’une flamme. Après 2 

minutes de centrifugation à 8500 tours/min dans une centrifugeuse à hématocrite, les tubes 

sont maintenus sur une lame recouverte de lamelle. L’interstice entre lame et lamelle est 

rempli par de l’eau et le montage est ainsi observé au microscope (10X10). Les parasites sont 

alors présents à la jonction entre les globules blancs et le plasma (Woo, 1970). Cette 

technique se révèle d’autant plus sensible que l’on multiplie les tubes pour un même patient. 

Ainsi, à partir de 3 à 4 tubes par personne, on obtient un seuil de détection de 600 

trypanosomes/mL. 

Une autre technique de concentration, la mini-colonne stérile échangeuse d’ions, trouve 

son utilité chez les patients pour lesquels le doute persiste malgré les résultats négatifs des 

examens précédemment décrits. Cette technique repose sur la différence de charge électrique 

entre la surface membranaire des trypanosomes et celle des éléments figurés du sang. 

L’utilisation d’une colonne de diéthylamino éthyl (DEAE)-cellulose permet de séparer de 

façon sélective les trypanosomes du sang par chromatographie ionique. L’éluant utilisé, un 
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tampon phosphate salin glucosé (PSG), est précisément ajusté à pH=8 afin de retenir les 

globules rouges et de laisser passer les parasites. L’éluat est récupéré dans un tube conique et 

centrifugé 5 minutes à 3000 trs/min afin de concentrer les trypanosomes. Le culot est ensuite 

observé entre lame et lamelle au microscope 10X40 (Lumsden et coll., 1979). Pour les faibles 

parasitémies, il est préférable de récupérer l’éluat dans une pipette Pasteur dont l’extrémité 

aura été au préalable obturée à la flamme et protégée par un cône de pipette. Après 

centrifugation (3000 trs/min, 5 min), la pipette est montée entre lame et lamelle, de l’eau 

complète l’intervalle entre les deux et l’extrémité de la pointe est observée au grossissement 

X10 du microscope. 

LCR 

L’observation des parasites après ponction lombaire peut se faire par observation directe 

au microscope, dans une cellule de comptage cellulaire. Vingt à trente µL de LCR sont 

nécessaires pour une observation au grossissement X40. La sensibilité de la technique n’est 

donc pas très élevée et il est indispensable de concentrer les parasites d’autant plus qu’ils se 

trouvent souvent en faible quantité dans le LCR. Pour cela, on utilise les techniques de 

centrifugation. La double centrifugation (2500 tours/min, 5 min, deux fois de suite) suivie de 

l’examen microscopique du culot augmente les chances d’observer des parasites d’autant plus 

que le volume de LCR examiné est important (2 mL au moins). La simple centrifugation 

modifiée consiste à centrifuger une seule fois le prélèvement dans une pipette Pasteur dont 

l’extrémité aura été au préalable obstruée à la flamme et protégée par une pointe en plastique. 

L’observation de l’extrémité de la pipette (10X40) après montage entre lame et lamelle 

permet de mettre en évidence les trypanosomes (Lejon et coll, 1998). Il est cependant fréquent 

de ne pas parvenir à observer les parasites dans le LCR lors d’atteinte nerveuse. 

Outre l’examen direct parasitologique, l’observation du LCR au microscope permet de 

déterminer la cytorachie qui donne une indication du stade de la maladie sans pour autant être 

spécifique de la maladie du sommeil. De même, les analyses du LCR renseignent sur l’état 

inflammatoire du système nerveux central mais ne permettent pas de poser un diagnostic 

spécifique ni de déterminer précisément le stade de la maladie. Ainsi, lors de suspicion de 

trypanosomose ou afin de préciser le stade de la maladie chez un patient positif dans le sang, 

on peut avoir recours au dosage de la protéinorachie et des IgM dont le taux est anormalement 

élevé dans le LCR d’un patient trypanosomé. Il est ainsi possible de disposer d’un faisceau 



  42 

d’argument en faveur d’un stade nerveux surtout dans les cas précoces où la clinique est 

pauvre et les arguments biologiques dissociés. 

Le diagnostic indirect 

Le dépistage a été considérablement amélioré avec la mise au point de tests 

immunologiques permettant le dépistage des anticorps fabriqués au cours de l’infection. La 

spécificité de ces tests est cependant remise en cause par la présence de réactions croisées et 

ne permet pas de se passer des analyses parasitologiques directes. La difficulté d’obtenir une 

bonne sensibilité réside dans le fait que ces tests reposent sur l’utilisation de très nombreux 

antigènes différents et sont difficiles à standardiser. Le test par agglutination directe (CATT/ 

T. b. gambiense) est devenu le test de terrain le plus utilisé. Il est plus facilement 

reproductible car l’antigène utilisé est souvent le trypanosome entier (Magnus et coll., 1978). 

Il est réalisable en quelques minutes et facile d’utilisation, ce qui permet de dépister plusieurs 

centaines de personnes par jour. Il s’utilise avec du sang hépariné et sa sensibilité est de 75% 

à 100%. Dans 1% à 3% des cas, on observe des réactions faussement positives qui peuvent 

être diminuées en diluant le sérum au 1/5ème. Ce test a été amélioré avec la mise au point 

d’un test au latex qui facilite son utilisation sur le terrain (Lejon et coll., 2002).  

Le procyclic agglutination trypanosomiasis test (PATT) a été mis au point à partir de 

formes de T. brucei de culture. Il permet de réaliser le diagnostic de T. b. rhodesiense et T. b. 

gambiense à partir de sérum. 

Un test d’agglutination indirecte a été mis au point par Boné et Charlier en 1975. Il 

repose sur l’utilisation d’érythrocytes recouverts d’antigènes extraits de trypanosomes sous 

formes sanguines. Le test est commercialisé sous forme de tube capillaire ou de plaque et a 

déjà utilisé  avec succès dans différents pays africains. 

2.2.3.1.2. Méthodes de diagnostic utilisées en recherche 

Culture 

Les trypanosomes sont relativement faciles à cultiver, que ce soit par inoculation à 

l’animal ou par culture in vitro. Ces techniques ne sont pas adaptées à une utilisation sur le 
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terrain en raison du délai entre la mise en culture et la multiplication du parasite. Ces 

méthodes sont à réserver à des centres de référence comme test de confirmation.  

La culture in vitro se réalise aisément à partir d’un prélèvement de sang frais prélevé sur 

anticoagulant. Un test récent d’isolation (kit for in vitro isolation, KIVI) a été mis au point. Le 

kit est composé de milieu de culture supplémenté par des antibiotiques, du polyanéthol 

sulfonate anti-coagulant anti-complément, des seringues et des aiguilles. Le sang collecté 

stérilement est mis en culture avec les solutions fournies et incubé à 25°C dans l’obscurité. 

Dans ces conditions, les formes sanguines de trypanosomes se transforment en formes 

procycliques. Un échantillon est prélevé aseptiquement du flacon et examiné deux fois par 

semaine pendant 4 semaines pour mettre en évidence la présence de trypanosomes. Ce kit 

convient au diagnostic de T. b. gambiense et sa sensibilité est très élevée (Truc et coll., 1992; 

MacNamara et coll., 1995 ; Truc et coll., 1994). 

Le diagnostic in vivo se fait sur souris de laboratoire après inoculation par voie intra-

péritonéale de 300 µL de sang prélevé sur tube hépariné. On surveille ensuite tous les deux 

jours la survenue d’une parasitémie chez la souris par observation entre lame et lamelle 

(microscope 10X40) d’une goutte de sang prélevée au bout de la queue. La multiplication de 

T. b. rhodesiense chez la souris se fait facilement et les parasites apparaissent en grande 

quantité dans le sang dès le 3ème jour post-inoculation. Pour certaines souches de T. b. 

gambiense, les parasitémies faibles et transitoires imposent d’avoir recours à un traitement 

immunosuppresseur chez la souris avant inoculation. 

 

Tests immunologiques 

Des tests ELISA ont été développés et reposent soit sur la détection d’antigènes soit sur 

celle des anticorps produits par l’hôte (Liu et coll, 1989; Olako-Mukani, 1994 ; Nantulya 

1992). Cependant, ils nécessitent du matériel spécialisé et les résultats obtenus sont 

contradictoires et peu reproductibles.  

Le diagnostic immunologique par fluorescence est possible à partir de lames 

recouvertes d’antigènes de trypanosomes. Le sérum à tester est déposé sur la lame, incubé 

avec un anticorps anti-IgG humain couplé au fluorochrome isothiocyanate de fluorescéine 
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(FITC). Après 20 à 30 minutes, les lames peuvent être lues grâce à un microscope à épi-

fluorescence (10X40). Les antigènes utilisés sont préparés à partir de T. brucei cultivés sur 

rats ou souris. On utilise les antigènes variants les plus fréquents chez T. b. gambiense mais 

leur diversité diminue la sensibilité du test. Il conviendrait de mettre au point un test à base 

d’antigènes invariants retrouvés à la fois chez T. b. gambiense et T. b. rhodesiense (Vervoot et 

coll., 1983 ; Magnus et coll., 1978). 

 

Détection des acides nucléiques 

La détection d’acide nucléique est une technique moléculaire sensible et spécifique en 

théorie. La réaction de polymérisation en chaîne (PCR) a montré son intérêt dans le diagnostic 

de la maladie du sommeil (Penchenier et coll., 1996) mais la difficulté d’identifier les sous-

espèces réside dans leur similitude moléculaire. Cependant, des amorces ont été mises au 

point récemment pour mettre en évidence à partir de sang total humain ou animal la présence 

de T. b. gambiense de façon relativement spécifique et sensible. Cette amorce reconnaît une 

séquence codant pour une glycoprotéine spécifique de T. b. gambiense (Radwanska et coll., 

2002).  

Récemment, le gène conférant à T. b. rhodesiense la résistance au sérum humain a été 

recherché chez des parasites présents chez l’homme, les animaux et les vecteurs. Ce gène a 

été mis en évidence uniquement chez les espèces de parasites infectantes pour l’homme et 

permettrait alors de différencier T. b. rhodesiense et T. b. brucei (Njiru et coll., 2004). 

2.2.3.2. Critères de diagnostic du stade de la maladie 

Ces critères diagnostiques sont déterminants pour le choix du traitement. Ils permettent 

d’adapter le traitement le plus efficace et le moins toxique possible en accord avec l’état 

d’avancement de la maladie. Actuellement, les critères appliqués sur le terrain sont ceux 

préconisés par l’OMS (présence de trypanosomes dans le système lymphatico-sanguin et 

cytorachie > 5 cellules/µL ou protéinorachie > 450 mg/L). Ils sont peu spécifiques et 

fortement controversés car la cytorachie seuil par exemple correspond également au seuil de 

détection des chambres de lecture utilisées. Certains cas discordants et notamment au début de 

l’invasion nerveuse ne trouvent ainsi pas leur place dans l’arbre décisionnel actuel et le choix 
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du traitement n’est probablement pas adapté. Il est primordial de trouver des critères plus 

adaptés notamment pour ces cas discordants. 

Lorsqu’un patient s’est révélé être positif au test CATT à la dilution 1/8 ème (qui est la 

dilution réalisée en pratique), avec mise en évidence des parasites dans le sang, une ponction 

lombaire est systématiquement pratiquée afin de préciser le stade de la maladie. Pour cela, les 

marqueurs recherchés sont la cytorachie, la protéinorachie et la présence de trypanosomes 

dans le LCR. Si le parasite est observé, le patient est systématiquement classé en stade II. 

Cette découverte étant cependant aléatoire, il est recommandé de se baser sur la cytorachie et 

la protéinorachie en cas de résultat parasitologique négatif. Une cytorachie supérieure à 5 

cellules/µL ou une protéinorachie supérieure à 450 mg/L augmentent les suspicions d’atteinte 

nerveuse mais ces critères portent à discussion. Ce sont cependant les seuls disponibles de nos 

jours pour déterminer le choix thérapeutique. La tendance actuelle est de porter le seuil à 10 

cellules/µL dans les campagnes de dépistage (Simarro et coll, 2004, sous presse). 

Préconisé par Mattern et coll. en 1980, le dosage des IgM, a été récemment proposé à 

nouveau dans la détermination du stade et un test d’agglutination au latex est actuellement 

disponible pour le terrain, bien que le seuil de positivité reste à être déterminé par des études 

multicentriques (Lejon et coll., 1998 ; Bisser et coll., 1997). On considère une atteinte 

nerveuse si le taux d’IgM dépasse 100 mg/L de LCR ou s’il représente plus de 10 % de la 

protéinorachie (Greenwood et coll, 1973 ; Oudard et coll., 1976 ; Itazi, 1983). 

2.2.4. Le traitement 

Les traitements utilisés de nos jours n’ont pas évolué depuis plusieurs décennies 

(Bouteille et coll., 2003). Leur emploi n’est pas facile car il s’agit de traitements de longue 

durée qui nécessitent une surveillance continue du patient. De plus, ils ne sont pas dénués de 

toxicité qui donne lieu à des effets secondaires de gravité diverse. Ainsi, la mise sous 

traitement spécifique d’un patient atteint de trypanosomose nécessite d’effectuer un bilan afin 

de s’assurer qu’il supportera le traitement, de lui apporter un support nutritionnel et 

vitaminique ainsi qu’une surveillance précise afin de rechercher tout signe de complication. 

Le traitement ne peut s’effectuer qu’en milieu hospitalier en présence de personnel compétent 

disposant de l’équipement approprié. On dispose de plusieurs molécules thérapeutiques dont 

le choix se fait selon l’état d’avancement de la maladie qui est déterminé par le résultat des 
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examens cliniques et biologiques. En effet, les molécules actives sur les trypanosomes sont 

classées en deux groupes selon leur capacité à atteindre le système nerveux central par 

passage de la barrière hémato-méningée. Il est donc facile de comprendre que le traitement 

actuel de la maladie du sommeil dépend entièrement des critères diagnostiques disponibles 

(tableau 1 page 50). 

2.2.4.1. Traitement de la phase hémo-lymphatique (stade I) 

Au stade I de la maladie, la suramine et la pentamidine sont les principaux produits 

utilisés. On peut également les utiliser en stade II en association avec les molécules 

spécifiques de la phase nerveuse.  

La pentamidine, commercialisée sous le nom de Pentacarinat (Rhône-Poulenc, 

France), est une diamidine aromatique commercialisée depuis 1937, qui inhibe la synthèse des 

polyamines. Le mode d’action trypanocide de la pentamidine est encore mal élucidé. 

La posologie est de 4 mg/kg/jour soit en injection intra-musculaire profonde après 

dilution du produit, soit par voie intra-veineuse, en perfusion lente dans du sérum glucosé ou 

physiologique. L’administration se fait tous les deux jours. La cure complète est de 10 

injections.  

La concentration plasmatique maximale se fait en 1 heure. L’élimination est très lente 

en raison d’une grande affinité de la molécule pour les tissus. De plus, 70 % à 80 % des 

molécules s’attachent aux protéines plasmatiques. L’élimination peut aller de 7 à 48 jours 

après une injection intra-veineuse et 11 % du produit sont évacués par voir rénale. 

La pentamidine ne passe pas la barrière hémato-méningée et est donc réservée à la 

phase I de la maladie. Cependant, une étude a montré son efficacité chez des patients en stade 

II et certaines équipes ont proposé d’instaurer ce traitement pour les stades précoces de la 

phase nerveuse (Doua F et coll., 1996). Toutefois, ces résultats ont été controversés et restent 

à être réévalués plus précisément sur le terrain (Lejon et coll., 2003a). 

Outre son caractère douloureux lors de l’injection intra-musculaire, la pentamidine 

possède de nombreux effets secondaires: généralement, on observe une hypotension, des 

douleurs abdominales et/ou thoraciques, une hypersalivation, des vertiges et des nausées. La 
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pentamidine occasionne une néphrotoxicité modérée et réversible, une hypoglycémie et plus 

rarement, une hyperglycémie voire un diabète quelques mois après le traitement. En général, 

les effets secondaires s’arrêtent une semaine après la fin du traitement mais peuvent être 

atténués par l’emploi d’un traitement symptomatique concomitant. 

La suramine, sous forme sodique (Germanin, commercialisée par Bayer) est la 

deuxième molécule de choix pour la phase lymphatico-sanguine de la maladie du sommeil. 

Elle agit sur la glycolyse des trypanosomes, qui est indispensable à la survie des parasites. 

Cependant, des effets secondaires peuvent apparaître rapidement après la première 

administration qui doit être suivie d’une surveillance accrue afin de déceler éventuellement 

des nausées, vomissements, urticaires, choc et troubles de la conscience. Ainsi, le traitement 

démarre toujours par une dose d’essai de 5 mg/kg le premier jour, suivie d’injections de 20 

mg/kg les jours 5, 11, 23 et 30. Des effets secondaires tardifs peuvent se manifester en cours 

de traitement (vomissements, prurit, urticaire, hyperesthésie, paresthésie, photophobie, 

larmoiement, atrophie optique) ou bien après le traitement (troubles rénaux, stomatites, 

dermatoses, agranulocytose, anémie hémolytique avec ictère). La suramine étant un 

macrofilaricide, elle est surtout prescrite dans le stade I des infections à T. b. rhodesiense, en 

raison du risque de choc dans les zones d’endémie à T. b. gambiense où sévit également 

Onchocerca volvulus. 

2.2.4.2. Le traitement de la phase méningo-encéphalique (stade II) 

Le mélarsoprol ou MelB contenu dans l’Arsobal (Aventis, France) a été introduit dans 

la thérapie de la maladie du sommeil en 1947 par Friedheim et demeure encore actuellement 

le traitement de référence de la phase nerveuse. Il s’agit d’un dérivé arsenical qui agit en fin 

de synthèse des polyamines du parasite, sur la trypanothione réductase. Cette enzyme joue un 

rôle important dans les défenses anti-oxydatives et dans le maintien de l’environnement 

réducteur. Les molécules oxydatives sont en effet fatales pour les trypanosomes. Il agit 

également sur la glycolyse en inhibant la pyruvate kinase. Cette molécule est capable de 

traverser la barrière hémato-méningée. 

Le protocole thérapeutique s’effectue par séries de 3 à 4 injections selon le nombre de 

cellules présentes dans le LCR. La posologie maximale est de 3,6 mg/kg/jour à atteindre de 

manière progressive en trois jours, sans dépasser la dose totale de 180 mg/jour. La durée du 



  48 

traitement varie de 20 à 40 jours selon le stade de la maladie et l’état clinique du patient. Elle 

peut atteindre 45 à 60 jours pour les cas de rechute ou les grabataires. 

La concentration plasmatique du mélarsoprol atteint 2 à 4 mg/mL 24h après l’injection 

et se trouve encore à plus de 0,1 mg/mL au bout de 120 h. Dans le LCR sa concentration varie 

d’un individu à l’autre avec un maximum à 260 ng/mL et un minimum en dessous du seuil de 

détection. Le mélarsoprol est peu éliminé par les urines (environ 20 % de la dose injectée) et 

les matières fécales. Six jours après la dernière injection, seulement 85 % du mélarsoprol est 

éliminé. Aussi pour prévenir cette accumulation dans le corps, les cures ne doivent pas 

excéder trois ou quatre injections et une dose maximale admissible a été déterminée.  

Actuellement, l’OMS préconise un nouveau protocole basé sur les résultats d’un modèle 

pharmacocinétique à raison de 2,2 mg/kg/jour durant dix jours (Burri et coll., 2000). Ce 

schéma a l’avantage de réduire la durée d’hospitalisation, le coût et le dosage du traitement 

cependant la toxicité innérente du produit n’est pas modifiée (Schmid et coll., 2004). 

En effet, le mélarsoprol est pourvu d’une grande toxicité qui se manifeste sous sa forme 

la plus grave par une encéphalopathie qui survient chez 5 à 10 % des malades traités et se 

révèle mortelle dans 10 à 50 % de ces cas. L’intérêt de l’adjonction d’une corticothérapie est 

discuté. D’autres effets secondaires peuvent survenir sous forme de fièvres isolées, de 

phlébites au point d’injection lié à la toxicité directe du solvant de ce produit (le propylène 

glycol).  

A part la toxicité innérente à ce produit, des résistances se développent dans plusieurs 

régions d’Afrique Centrale allant jusqu’à des taux de 25 -30 % dans certaines régions en 

Angola. 

Nous ne disposons actuellement que d’une alternative thérapeutique, le DFMO. Le 

maintien actuel de ce médicament a été possible grâce à un don d’Aventis pour les années 

2001-2006. Le DFMO ou 2 – (difluorométhyl) - DL - ornithine monochlorhydrate est 

commercialisé sous le nom d’Ornidyl par Aventis Pharma (France) et son utilisation initiale 

était indiquée pour les affections néoplasiques. Le DFMO est un inhibiteur irréversible de 

l’ornithine décarboxylase, enzyme clé de la biosynthèse des polyamines nécessaires à la 

croissance des cellules. Il agit donc comme cytostatique, c’est-à-dire en bloquant les enzymes 

essentielles à la prolifération des trypanosomes. Le DFMO entraîne une forte baisse de la 
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synthèse de macromolécules, y compris celles des antigènes variants de surface. Rendus 

incapables de synthétiser de nouveaux variants antigéniques, les trypanosomes sont détruits. 

De plus, le DFMO favoriserait l’action du mélarsoprol et pourrait donc être utilisé en synergie 

avec celui-ci. 

Il ne s’utilise que sous forme injectable à la posologie de 400 mg/kg/24heures à répartir 

toutes les 6 heures, pendant 14 jours. Chez l’enfant, le produit s’élimine plus rapidement et la 

dose est alors calculée en fonction de la surface corporelle sur la base de 4 g/m2. Le produit 

s’administre par perfusion lente d’au minimum 45 minutes. En cas de troubles rénaux, il 

convient d’ajuster les doses pour compenser la diminution de l’excrétion rénale.  

Des effets secondaires peuvent apparaître sous forme de diarrhées, anémies ou troubles 

neurologiques. 

Après administration intra-veineuse, l’élimination du DFMO est très rapide, dont 80 % 

sous forme inchangée dans les urines. La demi-vie d’élimination plasmatique est de 3 heures. 

Des résistances au DFMO sont récemment apparues chez T. b. gambiense et T. b. 

rhodesiense présente une résistance innée à ce produit (Iten et coll., 1995). 

Dans quelques rares cas réfractaires au mélarsoprol, l’emploi du nifurtimox (Lampit, 

Bayer) s’est révélé efficace bien que toxique (Van Nieuwenhowe et coll., 1992 ; Pépin et 

coll., 1992). Cette molécule utilisée dans le traitement de la maladie de Chagas ne dispose pas 

de l’AMM pour le traitement des trypanosomoses africaines. Il s’agit d’un nitruforane qui se 

prend par voie orale. Il agirait en créant un stress oxidatif chez les parasites, par production 

d’anion superoxide et de radicaux libres. Les conséquences de ce stress entraîneraient de 

graves dommages sur les membranes lipidiques, les protéines et les acides nucléiques. Les 

posologies varient selon les centres de traitement de 15 à 20 mg/kg en 3 doses pendant 30 à 

60 jours. Il est à l’origine d’hémolyses médicamenteuses chez les personnes atteintes de 

drépanocytose et/ou déficientes en glucose 6-phosphate déshydrogénase. Le médicament 

présente également des effets toxiques sous forme d’anorexie, de vomissements et de troubles 

neurologiques. 
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Tableau 1 : Les traitements de la THA 

 

 

 

Produit Dénomination 
commerciale 

Classe 
moléculaire 

Indication Mécanismes 
d’action 

Posologies Effets secondaires 
Toxicité 

 
Suramine 

 
Germanin 

 
Naphtylamine 
polysulphonate 

 
Phase I 
T.b. gambiense 
T.b. rhodesiense 

 
Inhibition des 
enzymes de la 
glycolyse 

5mg/lg jour 1 
10mg/kg jour 3 
20mg/kg jours 5, 
11, 23, 30 
IV lente 

Nausées, vomissements, 
choc, paresthésie, troubles 
rénaux, modifications 
hématologiques 

 
Pentamidine 

 
Pentacarinat 
Aventis 

 
Diamidine 
aromatique 

 
Phase I 
T.b. gambiense 

 
Inhibition de la 
synthèse des 
polyamines 

4mg/kg/jour, IM 
profonde ou IV, 
tous les 2 jours, 
20 jours 

Douleurs abdominales, 
vertiges, nausées 

 
Mélarsoprol 

 
Arsobal 
Sedapharm 

 
Dérivé 
arsenical 

 
Phase II 
T.b. gambiense 
T.b. rhodesiense 

 
Inhibition 
trypanothione 
reductase et 
pyruvate kinase 

3,6mg/kg/j maxi, 
en 3-4 séries de 
3-4 injections 
séparées par 10 
jours de repos 
IV lente 

Encéphalopathie mortelle, 
Fièvres isolées, phlébite, 
réaction cutanée 

 
DFMO (2 – 
(difluorométhyl) - 
DL - ornithine 
monohydrochloride 
monohydrate) 

 
Ornidyl 
Aventis 

 
Analogue de 
l’ornithine 

 
Phase II 
Rechutes 
T.b. gambiense 

 
Inhibition de 
l’ornithine 
décarboxylase 

400mg/kg/24 
heures, 14 jours 
IV lente 
4g/m2 chez 
l’enfant 
 

Diarrhées, anémies, 
troubles neurologiques 

 
Nifurtimox 

 
Lampit 
Bayer 

 
Nitrofurane 

 
Phase II 
Rechutes 
T.b. gambiense 
T.b. rhodesiense? 

Production de stress 
oxidatif chez le 
parasite par ion 
superoxide (O2

-) et 
radicaux libres 

15 à 20mg/kg 
14 jours 
voie orale 

Anorexie, vomissements, 
troubles neurologiques 
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2.2.4.3. Molécules en développement 

Actuellement, deux molécules sont en cours d’investigations afin de développer leurs 

propriétés trypanocides sur le marché médicamenteux, humain ou vétérinaire. 

Le DB 289, un dérivé diaminé, est en cours de développement dans le traitement des 

infections à Pneumocystis carinii. Il s’agit d’une prodrogue d’un métabolite actif qui peut 

s’administrer oralement. Une bonne activité sur les trypanosomes africains a été mise en 

évidence à la fois in vitro et sur différents modèles animaux en stade I de la maladie. Les 

essais cliniques de phase I se sont achevés récemment et n’ont montré aucun effet secondaire. 

Les essais de phase II ont démarré en Angola et en République Démocratique du Congo. Des 

composés dérivés de la même famille sont en cours d’étude dans le traitement de la phase 

nerveuse (Sturk et coll., 2004). 

Le mégazol est un nitro-imidazolé synthétisé en 1968 et dont l’efficacité a été étudiée 

sur T. cruzi (Filardi et Brener, 1982). Puis, son action trypanocide a été prouvée d’abord in 

vitro sur différentes souches de trypanosomes puis in vivo, chez la souris et le singe (Bouteille 

et coll., 1995 ; Enanga et coll., 2000).  Son administration combinée à la suramine a permis 

une guérison dans un modèle murin d’infection chronique en stade nerveux de la maladie 

(Enanga et coll., 1998). Sa capacité à traverser la barrière hémato-encéphalique et sa bonne 

tolérance chez l’animal en a fait un composé prometteur dans la recherche de trypanocides et 

nous a amené à étudier plus profondément ses propriétés thérapeutiques et pharmacologiques 

(Enanga et coll., 2000). Malheureusement, l’étude de sa toxicité a révélé un pouvoir mutagène 

(test d’Ames positif et test des micronuclei) qui a bloqué son développement (Poli et coll., 

2002 ; Nesslany et coll., 2004) en thérapeutique humaine. Il reste un candidat potentiel en 

médecine vétérinaire. 

Ainsi, un traitement trypanocide idéal doit répondre à plusieurs exigences simultanées: 

être actif en phase nerveuse, peu toxique, facile d’utilisation sur une courte durée et de faible 

coût. Comme il est difficile de mettre rapidement sur le marché une nouvelle molécule alliant 

ces caractéristiques, les stratégies actuelles visent à rationaliser les traitements pour les rendre 

plus efficaces et moins toxiques en faisant varier la durée, les doses et les modes 

d’administration. Les combinaisons de trypanocides existant déjà sur le marché répondraient 

également aux critères d’efficacité et d’innocuité recherchés actuellement.  
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2.2.4.4. Coût des traitements 

Actuellement, il est difficile d’apprécier le coût des traitements spécifiques contre la 

maladie du sommeil depuis que la fondation Aventis s’est engagée à une donation de 

Pentamidine, Arsobal et Eflornithine pour 5 ans (2001 à 2006). Grâce à cette donation, le 

DFMO est maintenant souvent utilisé en première intention dans les centres de soin ou chez 

les personnes venant d’une zone géographique où des résistances au mélarsoprol ont été 

décrites. Auparavant, le DFMO était rarement employé, étant donné que le traitement complet 

d’un homme de 60 kg nécessite 34 flacons et s’élevait alors à 2040 US dollars. 
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3. La maladie chez l’animal 

3.1. Epidémiologie  

3.1.1. Importance de la maladie 

3.1.1.1. Importance économique 

Les trypanosomoses animales existent sur tous les continents. En Afrique 

subsaharienne, elles représentent la première maladie à transmission vectorielle chez le bétail 

et constituent encore de nos jours un obstacle majeur au développement de l'élevage dans 

cette région. L’Afrique compte plus de 200 millions de bovins dont environ un quart se situe 

dans les régions infestées de glossines (FAO, 1997). Le déficit annuel de productivité 

représente 1 million de tonnes de viande et 1,6 million de tonnes de lait. En l'absence de 

glossines, le cheptel bovin pourrait être accru de 33 millions de têtes. Les pertes directes par 

mortalité sont aggravées par les pertes indirectes dues à l’amaigrissement, la morbidité et les 

problèmes de reproduction souvent difficiles à quantifier (avortement, stérilité, augmentation 

de l’intervalle entre deux vêlages). Selon la Banque Mondiale, les pertes de revenus en 

agriculture varient entre 800 et 1600 millions de dollars US en fonction du degré d'impact des 

trypanosomoses. D’autre part, ces pertes sous-entendent une réduction des protéines alimentaires 

disponibles pour l'homme et la diminution de l'indépendance économique pour les Etats 

concernés. 

3.1.1.2. Importance zoonotique 

Les différentes espèces de trypanosomes ont en général une spécificité d’hôtes. Ainsi, 

les espèces infectantes pour les animaux ne sont pas sensées être pathogènes pour l’homme. 

Or, le concept de réservoir et de porteurs sains parmi les animaux est bien connu pour cette 

maladie. Il s’agit d’animaux capables d’héberger les trypanosomes pathogènes de l’homme 

(T. b. gambiense et T. b. rhodesiense) sans développer cliniquement la maladie. Ils constituent 

ainsi une source de contamination pour les tsé-tsé et s’intègrent dans le cycle de transmission 
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de l’homme. Ils sont d’autant plus dangereux qu’ils ne présentent aucun signe apparent de la 

maladie et ne sont donc ni diagnostiqués ni traités. 

D’autre part, il a été mis en évidence des phénotypes de T .congolense résistants au 

sérum humain normal (Joshua, 1989). De plus, une infection mixte à T. brucei spp et à T. 

congolense a été identifiée chez un patient de Côte d’Ivoire (Truc et coll., 1998). Ainsi, selon 

une étude récente  le groupe de T. congolense a été classé en trois phénotypes selon le degré 

de résistance au sérum humain : un groupe complètement résistant comme T. brucei 

gambiense et les souches résistantes de T. b. rhodesiense, un groupe relativement sensible 

comme les souches sensibles de T. b. rhodesiense et un groupe sensible au sérum humain 

normal comme T. vivax ou T. evansi. Ainsi, certaines sous-espèces de T. congolense 

pourraient provoquer une infection chez l’homme ou au moins être responsables d’une 

surinfection opportuniste lors d’une infection mixte à T. brucei spp (Van Xong et coll., 2002). 

Ceci explique pourquoi les trypanosomoses africaines ont été classées parmi les 

affections zoonotiques. Cependant, peu d’études sont faites pour déterminer la part des 

infections humaines contractées à partir des animaux et les données disponibles sont rares et 

parcellaires (Coker et coll., 2000). Le cycle parasitaire serait favorisé par les animaux 

domestiques vivant au contact des habitations et des biotopes des tsé-tsé (Kalu et coll., 1996 ; 

Molyneux, 1998). 

3.1.2. Les espèces de trypanosomes de l’animal 

Chez l’animal, on distingue classiquement plusieurs espèces de trypanosomes. 

Les trypanosomoses africaines, regroupées sous le terme de Nagana affectent diverses 

espèces de mammifères. Elles sont dues à T. brucei, T. vivax, T. congolense (pour lequel 

existent trois sous-types : savannah, forest et kilifi) , T. uniforme, T. simiae et T. godfreyi. 

Trypanosoma suis est désormais considéré comme un sous-groupe de T. simiae (Gibson et 

coll., 2001).  

Le surra, trypanosomose des camélidés et des équidés est du à T. evansi.  

Trypanosoma equiperdum est responsable de la dourine ou trypanosomose équine 

contagieuse. Elle est décrite également sur le continent européen. 
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La répartition géographique des trypanosomes diffère selon la sous-espèce. Ainsi, T. 

congolense et T. brucei ssp sont limités à l’Afrique sub-saharienne, zone de distribution des 

glossines. 

Trypanosoma theileri se retrouve dans différentes régions du monde entier, 

essentiellement en Afrique de l’Est et au Moyen-Orient, mais aussi en Europe et dans le sud 

des Etats-Unis. 

Trypanosoma evansi sévit en Afrique Noire, en Afrique du Nord, au Proche Orient, au 

Moyen Orient, en Asie Centrale, en Asie Orientale jusqu'aux Philippines, en Amérique du 

Sud. 

Trypanosoma vivax sévit en Afrique dans et hors des zones à glossines, en Amérique 

Centrale et en Amérique du Sud. 

3.1.3. Les espèces-hôtes 

De nombreuses espèces de vertébrés sont concernées par les trypanosomes. Les 

ruminants (bovins, ovins, caprins, camelins) domestiques et sauvages sont réceptifs à T. vivax, 

T. congolense, T. brucei brucei, T. evansi. Les porcins en revanche, sont peu sensibles à T. 

brucei, T. vivax et T. congolense alors que T. simiae en Afrique tropicale et T. suis en Afrique 

orientale sont très pathogènes. Les carnivores sont quant à eux sensibles à T. brucei et T. 

congolense. Trypanosoma theileri infecte principalement le bétail, pour lequel il n’est pas 

pathogène, et plus particulièrement les bovins. 

En principe, les espèces affectant les animaux ne sont pas capables de provoquer une 

maladie chez l’homme et certains primates non-humains. Ainsi, le singe, tout comme 

l’homme, se trouve être réfractaire à T. brucei brucei, T. vivax et à la plupart des sous-espèces 

de T. congolense. Certains primates sont sensibles à T. brucei gambiense (Afrique 

occidentale) et T. brucei rhodesiense (Afrique orientale) (tableau 2). 
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Espèces de 
trypanosomes 

Espèces hôtes Répartition géographique 

T. congolense Bovins, ovins, caprins, camelins, 
carnivores 

Afrique sub-saharienne 

T. vivax Bovins, ovins, caprins, camelins Afrique, Amérique centrale, Amérique du sud 
T. brucei brucei Bovins, ovins, caprins, camelins, 

carnivores 
Afrique sub-saharienne 

T. evansi Bovins, ovins, caprins, camelins Afrique noire, Afrique du nord, Proche orient, 
Moyent orient, Asie centrale, Asie orientale, 
Amérique du sud 

T. equiperdum Equins Afrique, Europe 
T. simiae Porcins Afrique 
T. theileri Bovins Afrique de l’est, Moyent-orient, Europe, sud 

des Etats-Unis 
 

Tableau 2 : Répartition géographique des espèces de trypanosomes des animaux. 

3.1.4. Modalités de transmission 

Les parasites sont transmis par divers insectes hématophages. Il s’agit souvent de 

vecteurs biologiques et le parasite effectue dans ce cas un cycle évolutif plus ou moins 

complexe dans l'insecte avant d'être transmis. La transmission peut se faire de façon 

mécanique: la transmission est alors passive au cours de repas sanguins multiples et 

rapprochés, le parasite étant transporté sur les pièces buccales souillées de l'insecte.  

De multiples insectes hématophages peuvent jouer le rôle d’hôtes vicariants. Les plus 

importants sont les tabanidés et les stomoxes. Ainsi, il a été mis en évidence 

expérimentalement que T. vivax et  T. congolense peuvent être tous deux transmis 

mécaniquement par des tabanidés africains, Atylotus fuscipes et Atylotus agrotus 

respectivement (Desquennes et coll., 2004). Trypanosoma evansi est quant à lui transmis de 

façon exclusivement mécanique par des tabanidés ou des stomoxes (Gardiner, 1989). 

Trypanosoma theileri se transmet également par les glossines et par des tabanidés tels que 

Haematopota pluvialis, Haematopota italica, Hybomitra micans et Tabanus bromius. 

Seules les glossines (ou mouches tsé-tsé) sont des vecteurs biologiques. Les 

trypanosomes se multiplient et connaissent des phases de maturation à l'intérieur de différents 

organes de l'insecte. Les cycles diffèrent selon les espèces de trypanomoses. T. b. brucei et T. 

suis suivent le même parcours que T. b. gambiense et T. b. rhodesiense : jabot, œsophage, 

intestin où ils deviennent procycliques, puis glandes salivaires où ils redeviennent 
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métacycliques infectants. Trypanosoma vivax s'attache à l'intérieur de la cavité du proboscis, 

entre labre et labium, où il se multiplie; les formes infectantes pourront aussi se retrouver dans 

l'hypopharynx. Trypanosoma congolense et T. simiae se développent dans l’intestin moyen 

puis migrent vers le proventricule et l’œsophage en direction du probocis. Ils se fixent à la 

paroi et s’y multiplient et les formes infectantes métacycliques migreront vers l’hypopharynx. 

La durée totale du cycle chez la glossine est de 5 à 10 jours pour T. vivax, 18 jours pour T. 

congolense et 30 jours pour T. b. brucei (Itard, 1980). 

D’autres voies de transmission sont possibles : par morsure de chiroptères pour T. 

evansi, par voie oro-digestive en ce qui concerne T. evansi et T. brucei et par voie sexuelle 

uniquement pour T. equiperdum. 

Tout comme chez l’homme, les animaux domestiques et sauvages s’infectent dans les 

lieux de vie des tsé-tsé, ombragés et humides. Il s’agit principalement des cours d’eau lors de 

l’abreuvement et dans les galeries forestières aux moments les plus ensoleillés de la journée. 

La transmission se fait toute l’année surtout quand les animaux vivent en troupeau au contact 

de l’homme et entretiennent ainsi le cycle de transmission. Une étude récente a démontré un 

fait souvent observé sur le terrain : les mouches tsé-tsé se nourrissent préférentiellement sur le 

bétail infecté par T. congolense et moins sur le bétail infecté par T. vivax ou non infecté. Ce 

phénomène reste encore inexpliqué bien que les effets de l’infection sur la vasodilatation 

cutanée soit suspectée (Moloo, 2000). Les mouches sont capables de transmettre des 

infections mixtes à T. congolense / T. b. brucei après s’être nourries sur animal doublement 

infecté. Leur capacité à véhiculer les deux espèces de parasites dépend surtout de leur 

susceptibilité aux trypanosomes, étant donné qu’une mouche réfractaire à T. congolense est 

également réfractaire à T. b. brucei (Van Den Bossche, 2004).  

3.2. Le tableau clinique 

Les symptômes apparaissent après une incubation variable d'une à quelques semaines. 

La trypanosomose se manifeste en deux temps : la première phase se caractérise par des 

poussées fébriles séparées par des périodes d'apyrexie, des altérations sanguines avec 

notamment une anémie, de la splénomégalie, des polyadénites inguinale, préscapulaire et 

précrurale. L’anémie apparaît dans les 2 à 3 semaines suivant la piqûre infectante ; elle est 

reflétée par la chute du taux d’hémoglobine en même temps que celle du nombre de globules 
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rouges et de l’hématocrite. Dans la seconde phase de la maladie, lorsque le parasite peut être 

détecté dans le LCR, la maladie évolue vers un tableau d'encéphalomyélite, avec des troubles 

nerveux de type parésie des membres postérieurs, pica, hyperesthésie, somnolence, coma. Les 

animaux meurent dans un tableau de cachexie terminale.  

La maladie évolue sous forme de crises, correspondant aux phases de parasitémie. Elle 

revêt différentes formes : suraiguë avec issue fatale en mois d'une semaine, aiguë se 

manifestant par des accès de 3 à 6 jours, des périodes de rémissions de 6 à 8 jours et une issue 

fatale en 2 mois, et chronique sous forme d’accès légers suivis de longues périodes de 

rémission et une issue fatale en plusieurs mois. Dans les formes chroniques, les troubles 

endocriniens influent sur les caractères de la reproduction et l’atteinte cardiaque, sous forme 

d’une myocardite dégénérative, est une cause de mortalité (Abebe et Eley, 1992). 

Dans les conditions d’élevage en Afrique, les animaux chroniquement infectés 

succombent souvent suite à un stress nutritionnel (saison sèche), pathologique (surinfection 

bactérienne ou parasitaire) ou physiologique (parturition, sevrage, lactation, transhumance) 

(Abebe et Eley, 1992).   

Les manifestations cliniques diffèrent selon l’espèce et la souche de parasite en cause. 

Une infection par T. congolense type savannah, chez le zébu entraîne une parasitémie plus 

forte, un hématocrite plus faible et une leucopénie plus marquée qu’avec les types forest et 

kilifi. Les symptômes sont plus marqués avec le type savannah et la mort apparaît en 29 à 54 

jours, tandis que les animaux en conditions expérimentales semblent capables de se 

débarrasser de leur infection due aux types forest et kilifi (Bengaly et coll., 2002). T. b. 

rhodesiense est capable de provoquer une infection chez les bovins, de gravité variant de 

l’infection inapparente au stade méningoencéphalique (Wellde, 1989a ; Wellde, 1989b).  

Trypanosoma equiperdum, agent d’une infection sexuellement transmissible équine, se 

manifeste sous la forme d’une inflammation et d’un oedème des organes génitaux et peut 

provoquer des avortements. Certains étalons peuvent être porteurs asymptomatiques.  

Cependant, la présence de trypanosomes chez un hôte réceptif ne se traduit pas 

nécessairement par une expression clinique. De nombreux facteurs d'ordre génétique (races 

trypanotolérantes), individuel (état nutritionnel, antécédents pathologiques) influent sur la 

multiplication des parasites et la réceptivité des hôtes.  



  59 

3.3. Physiopathologie 

3.3.1. Anatomie pathologique 

Les lésions observées sont inconstantes, peu spécifiques et sans signes 

pathognomoniques. Elles sont essentiellement liées aux perturbations du compartiment 

sanguin. L’anémie des trypanosomoses animales s’établit selon deux phases. Elle 

accompagne la parasitémie de la première phase et résulte d’une hémolyse extra-vasculaire. 

Les globules rouges sont détruits par le système phagocytaire dans la rate, le foie et la moëlle 

osseuse. Il s’agit d’une anémie normochrome normocytaire qui cesse d’être régénérative au 

cours de la phase chronique et devient normocytaire ou microcytaire et normochrome ou 

hypochrome. Elle traduit alors un dysfonctionnement de la moelle osseuse. Les lésions 

vasculaires s’observent dans les artérioles sous forme de foyers de nécrose. Chez le chien et le 

cheval, des oedèmes déclives sont parfois décrits. Trypanosoma congolense et T. vivax sont 

exclusivement vasculaires et provoquent une maladie de type lymphoproliférative. 

Trypanosoma brucei spp peut en revanche envahir les tissus et accéder au LCR par passage 

dans les plexus choroïdes.  

Au début de l’infection, on observe une hypertrophie ganglionnaire, splénique et 

hépatique, tandis que les animaux infectés chroniquement présentent plutôt une hypoplasie 

des organes lymphoïdes. On suppose que des lésions hypophysaires pourraient être à l’origine 

des troubles endocriniens observés (Abebe et Eley, 1992). Les lésions cardiaques sont des 

myocardites congestives en plage, associées parfois à de l’hydro-péricardite. Parfois, il s’agit 

de myocardites dégénératives avec des foyers de nécrose. Les atteintes dermatologiques 

surviennent par défaut de vascularisation et se traduisent par des pertes de poils ou un pelage 

altéré. Lors d’infection chronique du derme, des papules et des pétéchies des muqueuses 

apparaissent.  

Des lésions oculaires sont possibles avec opacification de la cornée essentiellement chez 

le chien et le cheval ou sous forme de kératites interstitielles, d’uvéites et parfois de 

conjonctivites purulentes pouvant conduire à la cécité. 
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3.3.3. Immunologie et trypanotolérance 

La maladie chez les bovins provoque des modifications immunologiques différentes 

selon l’espèce et la souche de trypanosomes en cause. Dans l’infection à T. congolense, les 

réponses prolifératives lymphocytaires spécifiques des lymphocytes T sont restreintes aux 

ganglions. Elles sont transitoires, génératrices d’IFN-γ mais pas d’IL-2. 

L’immunosuppression est moins marquée mais toujours liée aux macrophages. Les 

principaux médiateurs de l’infection, le TNF-α, l’IFN-γ et le NO ne sont pas produits de façon 

massive. Il semblerait que les macrophages soient désactivés et ceci, sous l’influence de l’IL-

10 produit au cours de l’infection (Taylor, 1998). 

Les zébus constituent une grande partie du bétail africain et sont très sensibles à la 

maladie (Duvallet et coll., 1988 ; Paling et coll., 1991a et b). En revanche, l’élevage de bovins 

africains dits trypanotolérants serait un bon moyen de limiter les pertes causées par 

trypanosomose parmi le bétail. Ils sont capables de contrôler la prolifération parasitaire et de 

maintenir un hématocrite et un poids relativement stable par rapport aux bovins 

trypanosensibles. La race de bovidés N’Dama (Bos taurus)  est la plus connue pour sa 

capacité à supporter l’infection à trypanosomes (Stewart, 1937; Murray et coll, 1981). Ce 

caractère lui est conféré de façon héréditaire par la présence de plusieurs gènes localisés sur 

des chromosomes différents qui contribuent aux trois principaux indicateurs de tolérance qui 

sont l’anémie, le poids corporel et le contrôle de la parasitémie (Hanotte et coll., 2003). De 

plus, les bovins N’Dama atteignent des niveaux de production comparables à ceux des autres 

races de bovins africains (ex : Bos indicus) et sont capables de maintenir leur productivité 

même en conditions naturelles difficiles (Murray et coll., 1981 ; Starkey et coll., 1984). Le 

caractère trypanotolérant n’est pas seulement constaté chez les bovins mais aussi chez les 

ovins et les caprins et plus rarement chez quelques races de poney comme le Kotokoli de Côte 

d’Ivoire (Chabeuf, 1983). 

Le mécanisme de tolérance en cause est mal connu mais une étude récente a comparé la 

réponse immunitaire chez une race sensible (Bora) et une race trypanotolérante (N’Dama). 

Une différence significative a été observée dans la production d’IFN-γ suite à l’infection 

expérimentale à T. congolense. Les taux produits dans les nœuds lymphatiques sont plus 

élevés chez les bovins Bora que chez les N’Dama. Or, il est connu que l’IFN-γ intervient dans 

la réponse immunitaire au niveau de la stimulation des macrophages et des lymphocytes B et 
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pourrait alors affecter l’expression isotypique des anticorps produits au cours de la 

trypanosomose. De même, il a été montré chez la souris que l’IFN-γ inhibe les précurseurs 

hématopoïétiques et pourrait alors être en partie responsable de l’anémie sévère observée chez 

les races trypanosensibles. En revanche, la prolifération des lymphocytes T CD4 et CD8 ne 

semble pas jouer un rôle dans le caractère de tolérance à la maladie (Lutje et coll., 1996). 

3.4. Diagnostic 

Le diagnostic clinique est quasiment impossible à poser avec certitude en raison de 

l’absence de signe pathognomonique. Le diagnostic différentiel est délicat à faire parmi les 

pathologies induisant un tableau clinique de mauvais état général avec œdèmes déclives, 

conjonctivite et/ou kératite et hypertrophie ganglionnaire. Cependant, en l’absence de matériel 

de laboratoire, il est possible pour un vétérinaire de se baser sur l’état clinique de l’animal 

pour traiter la trypanosomose étant donné que, selon les souches de trypanosomes, 30 à 87 % 

des animaux présentent les symptômes cliniques et les modifications hématologiques les plus 

fréquemment observées lors de la maladie (Magona et coll., 2003).  

Le diagnostic parasitologique se fait par examen microscopique direct (sang frais, frottis 

sanguins ou gouttes épaisses) ou après concentration par centrifugation en microtubes à 

hématocrite hépariné. Les modifications de l’hémogramme telles que l’anémie et un 

hématocrite inférieur à 25 % renforcent les suspicions de trypanosomose.  

Le diagnostic séro-immunologique par recherche d'anticorps (immunofluorescence, 

ELISA, agglutination) peut se faire par plusieurs méthodes. Le Card Agglutination Test 

(CATT) peut être utilisé pour détecter les infections à T. evansi chez le dromadaire. Le test a 

récemment été évalué chez des buffles infectés expérimentalement et naturellement par T. 

evansi et a permis de détecter des anticorps 8 jours après l’infection expérimentale. Chez les 

animaux prélevés sur le terrain, le CATT a permis de dépister des animaux négatifs à la 

recherche parasitologique classique dans le sang (Hilali et coll., 2004). Les autres méthodes 

sérologiques reposent essentiellement sur la détection d’anticorps dirigés contre des antigènes 

internes préparés à partir d’extraits parasitaires bruts. Cependant, la méthode d’obtention des 

antigènes n’est pas standardisable pour toutes les espèces de parasites et la présence 

d’anticorps chez l’animal ne signe pas une infection active étant donné qu’on retrouve des 

anticorps longtemps après traitement dans les zones de forte prévalence. Un kit ELISA a déjà 
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été réalisé à partir d’un antigène standardisé de T. congolense et T. vivax (Rebeski et coll., 

1998). Récemment, une protéine parasitaire invariante, que l’on retrouve chez T. congolense, 

T. vivax et T. brucei à tous les stades parasitaires, a été identifiée et clonée. Elle permet de 

disposer d’un antigène spécifique de façon reproductible par recombinaison antigénique. Un 

test ELISA a été élaboré à partir de cette protéine : bien que la sensibilité soit à améliorer, cet 

antigène permet de différencier les infections actives des traces sérologiques d’infections 

passées chez des bovins (Boulangé et coll., 2002). Des méthodes ELISA indirectes existent 

aussi pour le diagnostic de T. congolense, T. vivax et T. evansi chez les caprins et les équidés 

(Lejon et coll., 2003b ; Magona et coll., 2002 ; Wernery et coll., 2001). Elles sont cependant 

moins sensibles que la recherche par concentration dans les tubes à hématocrite.  

Les tests immunoenzymatiques visant à détecter les antigènes circulant dans le plasma 

au cours de l’infection n’ont pas donné de résultats efficaces pour le diagnostic des 

trypanosomoses bovines (Eisler et coll., 1998).  

Les techniques PCR ont été mises au point pour T. congolense, T. b. brucei, T. simiae et 

T. vivax. Ces techniques reposent sur l’extraction préalable de l’ADN parasitaire à partir de 

prélèvements biologiques chez l’animal infecté (Moser et coll., 1989 ; Desquesnes et coll., 

2001). Ces méthodes sont indispensables à la compréhension de l’épidémiologie et pour 

l’identification des infections chez le vecteur (Kukla et coll., 1987). Il est également possible 

de différencier les espèces de trypanosomes infectant l’animal des souches de T. b. gambiense 

groupe 1 pathogène pour l’homme (Biteau et coll., 2000). Récemment, l’utilisation de 

fragments de restriction de l’ADN a permis la mise au point d’un diagnostic des affections 

mixtes (Delespaux et coll., 2003). Combinées à l’hybridation moléculaire, les PCR sont très 

utiles à la détection de caractères résistants chez les parasites pour évaluer l’efficacité des 

trypanocides dans une région donnée (Clausen et coll., 1999). 

 

3.5. Le traitement 

Les traitements disponibles en médecine vétérinaire reposent sur différentes molécules 

dont l’espèce cible et le spectre d’action diffèrent. Actuellement, deux molécules dominent le 

marché des traitements chez les bovins : l’acéturate de diminazène (curatif) et le chlorure 
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d’isométamidium (préventif). On réserve les sels de quinapyramine, la suramine et les dérivés 

arsenicaux pour traiter les infections à T. evansi chez le dromadaire (voir tableaux 3 et 4). De 

nombreuses autres préparations médicinales à partir de dérivés trypanocides sont disponibles 

sur le marché africain, avec cependant des degrés d’efficacité et des coûts très variés. 

D’autre part, les sels d’homidium sont connus pour leur pouvoir mutagène et doivent 

être utilisés avec précaution, en respectant les délais de consommation des productions 

animales. 

La stratégie thérapeutique curative est en général recommandée dans les zones de faible 

endémie. Les animaux sont alors traités lorsque la maladie se déclare cliniquement avec 

modification de l’hémogramme, avec ou sans confirmation parasitologique. Les animaux 

nouvellement introduits dans un troupeau sont suivis régulièrement et traités dès la moindre 

suspicion car ils risquent d’une part d’apporter de nouvelles souches de parasites et d’autre 

part, d’être plus sensibles aux souches qui sévissent dans leur nouvelle aire de vie. 

La chimioprophylaxie est instaurée dans les régions où le bétail est constamment 

soumis à des pressions parasitaires fortes. Le risque d’infections répétées justifie l’utilisation 

d’un traitement préventif toute l’année, d’autant plus que les molécules curatives ont un temps 

d’efficacité limité et engendreraient un coût élevé lors d’une utilisation répétée à large échelle 

(Connor et coll., 1989). Le traitement prophylactique s’effectue selon les périodes à risque et 

le pourcentage d’animaux dépistés infectés au sein du cheptel. Les infections individuelles en 

dehors des périodes de prophylaxie peuvent être traitées isolément par un traitement curatif 

(Maloo et coll., 1988 ; Trail et coll., 1985). La stratégie préventive requiert moins de main 

d’œuvre car moins de surveillance individuelle étant donné que les animaux ne sont pas 

traités au cas par cas. Ainsi, le choix de la stratégie s’effectue aussi selon les conditions 

d’élevage et la qualité de gestion des troupeaux (Gu et coll., 1999). 

Aucune nouvelle molécule trypanocide n’a été développée depuis les trente dernières 

années. Chaque année, environ 25 millions de doses de trypanocides sont vendues et 

échappent à toute réglementation ce qui favorise les mauvaises utilisations et l’apparition de 

résistances (Holmes, 1997). Pourtant, il est clairement établi que les trypanocides, quand ils 

sont utilisés à bon escient, jouent un rôle important dans le contrôle économique des 

trypanosomoses animales. Cependant, le manque de vétérinaires et d’information mène à des 
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utilisations thérapeutiques inadaptées. Les conséquences s’en ressentent à la fois au niveau 

individuel, chez les éleveurs qui investissent beaucoup dans les thérapeutiques trypanocides 

sans résultat, et au niveau économique, par une baisse de la productivité animale. De même, 

lors de l’apparition de résistances, il est indispensable qu’une personne qualifiée puisse 

identifier et corriger les erreurs de stratégie.  
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Tableau 3 : Trypanocides vétérinaires (d’après Centre de coopération Internationale en 

Recherche Agronomique pour le Développement, CIRAD) 

Produit Dénomination 
commerciale 

Trypanosomes 
sensibles 

Espèces 
cibles 

Posologies 

Suramine Suramine 
Naganol 
Naganine 

T. brucei sp 
T. evansi 

Canidés 
Camélidés 
Equidés 

10 mg/kg/j 
IV ou IM 

Mélarsomine Cymelarsan T. brucei sp 
T. evansi 

Canidés 
Camélidés 
Equidés 

0,25 mg/kg 
SC ou IM 

Homidium 
(bromure) 

Ethidium T. vivax 
T. congolense 

Bovidés 
Petits 
ruminants 
Equidés 

1 mg/kg 
IM 

Homidium 
(chlorure) 

Novidium T. vivax 
T. congolense 

Bovidés 
Petits 
ruminants 

1 mg/kg 
IM 

Isometamidium Trypamidium 
Samorin 
Veridium 

T. vivax 
T. congolense 
T. b. brucei 
T. evansi 

Bovidés 
Petits 
ruminants 
Equidés 
Canidés 
Camélidés 

0,25 à 1 
mg/kg 
IM ou IV 

T. congolense 
T. vivax 

Bovidés 
Petits 
ruminants 

3,5 mg/kg 
SC ou IM 

T. b. brucei Equidés 
Bovidés 

7 mg/kg 
IM 

Diminazène Veriben 
Trypazène 
Berenil 
Ganaseg 
Trypan T. evansi Camélidés 3,5 mg/kg 

IM 
T. vivax 
T. congolense 
T. b. brucei 
T. simiae 

Canidés 
Camélidés 

5 mg/kg 
SC 

Quinapyramine 
(Sulfate) 

Antrycide  (sulfate) 
Trypacide (sulfate) 

T. evansi 
T. b. brucei 
T. evansi 

Equidés 
Camélidés 

3 mg/kg 
SC 
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Tableau 4 : Trypanopréventifs vétérinaires (d’après Centre de coopération Internationale 

en Recherche Agronomique pour le Développement, CIRAD) 

Produit Dénomination 
commerciale 

Trypanosomes 
sensibles 

Espèces 
cibles 

Posologies Durée de 
protection 

Isometamidium Trypamidium 
Samorin 
Veridium 

T. vivax 
T. congolense 
T. b. brucei 
T. evansi 

Bovidés 
Petits 
ruminants 
Equidés 
Canidés 
Camélidés 

0,25 à 1 
mg/kg 
IM ou IV 

2 à 4 mois 

Homidium Ethidium T. vivax 
T. congolense 

Camélidés 
Equidés 

1 mg/kg 
IM 

 

Quinapyramine 
(Sulfate + 
chlorure) 

Antrycide prosalt 
Trypacide 

prosalt 
 

T. vivax 
T. congolense 
T. b. brucei 
T. evansi 

Equidés 
Camélidés 

50 
mg/10kg 
SC 

2 à 3 mois 
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4. Résistances thérapeutiques 

Des cas de résistances aux trypanocides ont été décrits à la fois en thérapeutique 

humaine et vétérinaire. Elles sévissent souvent par région et sont liées à la souche de parasites 

qui s’y est développé. Dans certains foyers, les résistances posent un réel problème médical 

en raison du peu d’alternative thérapeutique disponible pour traiter des patients de stade II.  

Afin de contourner les capacités de résistance des parasites, il est indispensable d’en 

étudier les mécanismes. Ils varient selon la classe chimique des trypanocides et n’ont pas 

encore été entièrement élucidés.  

4.1. Les mécanismes de résistance 

4.1.1. Diminution de l’accumulation de molécule dans le parasite 

Les premières démonstrations de résistance des trypanosomes ont été obtenues par Paul 

Ehrlich (Guttman et Ehrlich, 1908). L’utilisation de colorants vitaux tels que l’acridine lui a 

permis de montrer un défaut de l’accumulation de la molécule chez les souches résistantes. 

Depuis, de nombreuses études ont confirmé ce phénomène au moyen de 

l’immunofluorescence et de la radioactivité sur plusieurs souches de parasites (Hawking et 

Smiles, 1941 ; Fulton et Grant, 1955 ; Carter et coll., 1995). Ce mécanisme entre en jeu dans 

la résistance à la pentamidine chez T. b. brucei et à l’isométamidium chez T. congolense. Les 

formes procycliques de T. b. brucei résistantes accumulent moins de DFMO que les souches 

sensibles. Une diminution de l’accumulation de drogue chez une souche résistante peut avoir 

pour origine une diminution de la capture ou une augmentation de l’efflux cellulaire. Dans les 

deux cas, des mutations dans les gènes codant les systèmes de transport transmembranaire 

sont en cause étant donné que la plupart des trypanocides ne diffusent pas librement dans les 

cellules. Les mutations pourraient s’exprimer sous la forme d’une augmentation d’un 

transporteur d’efflux, de la diminution d’un transporteur d’influx ou de la perte de spécificité 

d’un transporteur pour son substrat. Actuellement, on a identifié les transporteurs d’influx 

comme étant des perméases transporteurs de purines et les transporteurs d’efflux comme des 
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protéines de la famille des ABC (ATP Binding Cassettes) transporteurs. Des études restent à 

faire pour identifier d’autres transporteurs et surtout détecter une éventuelle mutation pour ce 

transporteur chez les souches résistantes.  

4.1.2. Diminution du transport d’influx 

Les transporteurs de purines ont été mis en évidence dans le phénomène de capture du 

mélarsoprol par diminution de l’absorption parasitaire du mélarsoprol en présence d’adénine 

et d’adénosine in vitro (Carter et Fairlamb, 1993). Ce transporteur a été dénommé P2 puis un 

autre transporteur de purine a été identifié sous le nom de transporteur P1 (Carter et Fairlamb, 

1993). Depuis, on a démontré la présence de nombreux autres transporteurs de purines chez 

les trypanosomes (De Koning et Jarvis, 1997 ; 1999 ; De Koning et coll., 1998 ; Wallace et 

coll., 2002) et certains d’entre eux ont été clonés (Sanchez et coll., 1999, 2002 ; Burchmore et 

coll., 2003 ; Henriques et coll., 2003) mais aucun n’est impliqué dans le transport des 

trypanocides. En revanche, on a montré chez une souche de T. b. brucei sélectionnée pour son 

caractère résistant au melarsen cysteamine chez la souris, une perte des transporteurs P1 et P2 

(Carter et Fairlamb, 1993). Le transporteur P2 est également impliqué dans le transport de la 

pentamidine ce qui explique les résistances croisées entre les dérivés arsenicaux et les 

diamidines (Carter et coll., 1995 ; De Koning et coll., 2001). Des résistances croisées ont été 

observées chez T. equiperdum et T. evansi et dans les deux cas, la perte des transporteurs des 

purines a été démontrée (Barrett et coll., 1995 ; Ross et coll., 1996). Le groupe amidine est 

présent à la fois dans les diamidines, le mélarsorpol et l’adénine. Il a été confirmé in vitro que 

ce groupe constitue le substrat reconnu spécifiquement par le transporteur des purines (De 

Koning et coll., 1999).  

Le gène TbAT1 a été identifié dans l’expression du transporteur P2 et son absence chez 

des souches mutantes de trypanosomes délétés a montré qu’il n’était pas essentiel à la survie 

des parasites (Matovu et coll., 2003). Dans le cas du DFMO, il est nécessaire que deux 

mutations se produisent dans le génome parasitaire pour que la résistance soit effective 

(Phillips et Wang, 1987). 
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4.1.3. Augmentation du transport d’efflux 

Les transporteurs de la famille des ABC protéines ont été mis en cause dans le système 

d’élimination des xénobiotiques chez les trypanosomes. Ces protéines de transport sont 

largement représentées chez les eucaryotes et les procaryotes et ont un très grand éventail de 

substrats. Elles fonctionnent par une activité ATPasique qui permet un transport actif à 

l’encontre du gradient de concentration. Elles agissent comme des pompes d’efflux et sont à 

l’origine de nombreuses résistances médicamenteuses, essentiellement dans le domaine de la 

chimiothérapie anti-cancéreuse. Parmi elles, les P-glycoprotéines ont été les plus étudiées et le 

plus impliquées dans les phénomènes de résistance (Riordan et coll., 1985 ; Krishnamachary 

et Center, 1993). Dans les formes sanguines de T. b. brucei, le gène TbMRPA code pour un 

transporteur ABC qui, lorsqu’il est surexprimé 10 fois, confère une résistance au mélarsoprol 

(Shahi et coll., 2002). Actuellement, on ne sait cependant pas si la surexpression du gène 

TbMRPA est à l’origine des rechutes chez les patients traités au mélarsoprol étant donné que 

l’isolement et le transport des souches isolées sur le terrain est souvent impossible en raison 

des difficultés politiques ou des mauvaises conditions d’accès aux foyers où sévissent les 

résistances.  

Cas particulier de T. b. rhodesiense et DFMO 

La résistance innée de T. b. rhodesiense au DFMO a été évoquée dans les années 80 lors 

d’un essai clinique chez des patients d’Afrique de l’Est pour lesquels un taux de guérison de 

30% seulement a été obtenu. Une étude chez le rat a confirmé que seuls 35% de rats infectés 

par T. b. rhodesiense pouvaient être guéris par une cure de DFMO (Bales et coll., 1989 ; 

Bacchi et coll., 1990, 1993). Pourtant, les phénomènes de capture et d’efflux de la molécule 

par le parasite ne semblent pas modifiés par rapport à ce qu’on observe chez T. b. gambiense. 

Dans ce cas, il s’agit d’une modification dans la cible du DFMO. Le DFMO agit comme 

inhibiteur de l’ornithine décarboxylase, une enzyme-clé dans la biosynthèse du parasite. Chez 

T. b. rhodesiense, la durée de vie de l’enzyme est plus courte, ce qui permet un turn-over 

important. De plus, l’ARN messager codant pour cette enzyme a été retrouvée en quantité 10 

fois plus importante que chez T. b. gambiense (Iten et coll., 1997). Ainsi, la production 

enzymatique pourrait se faire dans des proportions qui dépassent les capacités inhibitrices du 

DFMO. 
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4.2. Origine des résistances 

En thérapeutique humaine, les principales résistances rapportées concernent le 

mélarsoprol. Elles sont décrites au Soudan, en Angola, en République Démocratique du 

Congo (RDC) et en Ouganda. En Ouganda, les taux de rechutes atteignent 30 %, pour des 

patients chez qui une deuxième cure de mélarsoprol se révèle tout aussi inefficace. Le 

problème est d’autant plus grave que le mélarsorpol est actuellement le traitement de 

référence de la phase nerveuse. 

L’apparition de résistance chez un microorganisme se fait naturellement après 

exposition de l’agent pathogène à une molécule donnée. Il existe également des résistances 

innées avant même contact entre le microorganisme et la drogue. Les résistances peuvent 

apparaître à quatre niveaux différents : l’hôte, le vecteur, la molécule, le parasite. Dans le cas 

du DFMO, le système immunitaire de l’hôte joue un rôle majeur dans la réussite du traitement 

(De Gee et coll., 1983). En cas d’immunodépression chez l’hôte, les parasites se retrouvent 

exposés au DFMO pendant un temps suffisamment long pour effectuer la sélection des clones 

résistants ou provoquer des mutations chez des clones sensibles. 

Chez le vecteur, on a montré des échanges génétiques entre les parasites de l’espèce T. 

brucei (Jenni et coll., 1986 ; Degen et coll., 1995). Or, le caractère de résistance est conféré 

par un gène qui peut ensuite se transmettre de façon clonale aux générations suivantes. 

La nature des molécules trypanocides est un facteur potentiel de sélection de souches 

résistantes. La résistance à l’éthidium peut être en partie attribuée au fait qu’il contient un 

agent mutagène susceptible de provoquer des variants génétiques chez les trypanosomes et 

ainsi favoriser l’apparition de facteurs de résistance. 

Chez l’animal, les conditions d’administration d’un produit sont autant de risques de 

provoquer l’émergence de souches résistantes. Le sous-dosage rend le traitement inefficace 

tout en permettant une exposition sanguine prolongée des parasites au médicament. De plus, 

les traitements de masse dans les grands troupeaux des aires endémiques sont responsables 

d’une pression de sélection élevée, d’autant plus que les traitements prophylactiques sont 

conduits sur une grande partie de l’année. 
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L’utilisation des traitements vétérinaires pourrait influer sur l’apparition des résistances 

observées chez l’homme. En effet, les mécanismes de résistance au mélarsoprol ne sont pas 

connus et chez l’homme les dosages sont généralement respectés excluant un mécanisme 

d’échappement lié aux traitements insuffisants. De même, les patients sont généralement 

traités en dehors des zones de transmission des glossines excluant une propagation des 

résistances au moment de l’administration des traitements. Cependant, bien que les 

traitements vétérinaires diffèrent de ceux prescrits chez l’homme, des résistances croisées ont 

été démontrées entre le diminazène et le mélarsoprol car les deux molécules sont prises en 

charge par le transporteur P2 aminopurine (Barrett et coll., 1999). Le lien entre les traitements 

massifs et inadaptés du bétail et l’apparition de résistance chez T. b. gambiense est encore 

incertain étant donné que les parasites ont en général une spécificité d’espèces. En revanche, 

on sait que 20% des parasites retrouvés chez le bétail en Afrique de l’Est peuvent être 

pathogènes pour l’homme (Hide, 1999). De plus, l’existence d’un réservoir animal n’exclue 

pas l’hypothèse que les souches de T. b. gambiense résistantes proviennent d’une sélection 

chez les animaux traités au diminazène. 

Pour cette raison, il est préconisé de traiter les animaux avant tout transport vers une 

nouvelle aire de vie afin d’éliminer le risque de véhiculer des parasites pathogènes pour 

l’homme, et de choisir préférentiellement l’isométamidium ou l’homidium. Bien que le risque 

d’apparition de résistance chez l’animal soit plus élevé avec ces deux molécules qu’avec le 

diminazène, cette stratégie thérapeutique serait préférable en terme de santé publique humaine 

(Geerts et Holmes, 1998). Cependant, le pouvoir mutagène de ces deux molécules rende leur 

utilisation délicate car les délais de consommation des productions animales doivent être 

ensuite scrupuleusement respectés. 
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5. Modèles d’études expérimentaux de la maladie du 

sommeil 

5.1. Modèles in vitro 

Les formes sanguines de trypanosomes se cultivent aisément in vitro, quelles que soient 

l’espèce et la souche. Pour cela, des milieux ont été mis au point et semblent convenir à la 

culture de T. brucei spp aussi bien qu’aux espèces pathogènes de l’animal. Il s’agit d’un 

milieu, enrichi par du 2-mercaptoethanol (Baltz et coll., 1985) ou de la L-cystéine (Duszenko 

et coll., 1985).  

L’utilisation de cultures de trypanosomes permet, entre autre, l’étude biomoléculaire de 

leur génome et trouve son application dans l’étude des résistances et de leurs mécanismes. 

5.2. Modèles in vivo  

5.2.1. Les rongeurs 

Le modèle souris 

Les modèles d’étude de la maladie du sommeil ont d’abord été mis au point pour T. 

brucei spp. chez la souris. L’étude des lésions cérébrales est possible avec certaines souches 

de T. b. gambiense et T. b. rhodesiense connues pour provoquer des parasitémies d’apparition 

lente chez les rongeurs et permettre ainsi un mode d’évolution chronique de la maladie 

(Poltera et coll., 1982). En revanche, après infection des souris par T. b. brucei, les 

parasitémies apparaissent sous un mode aigu, entraînant le décès des animaux avant que les 

lésions nerveuses ne se mettent en place (Poltera et coll., 1980). Ceci est surtout vrai pour la 

souche de T. b. brucei AnTat1.9. qui évolue vers une issue fatale en 3 à 5 jours. 

Pour l’étude de la phase nerveuse après infection par T. b. brucei, des modèles murins 

d’infection chronique ont été mis au point par traitement au diminazène ou à la suramine qui 
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ne franchissent pas la barrière hémato-encéphalique et ne peuvent éliminer les parasites qui 

ont déjà gagné le système nerveux central (Jennings et Gray, 1983a ; Poltera et coll., 1985 ; 

Keita et coll., 1997). Pour cela, on utilise les souches de T. b. brucei GVR 35 ou AnTat1.1E 

par exemple, qui permettent une survie de 30 jours environ après l’infection. Ces modèles 

évoluent sous forme de rechutes après traitement et l’histopathologie permet de mettre en 

évidence des lésions de méningo-encéphalite aiguë.  

Le modèle murin est également utilisé pour l’étude des infections à T. congolense. 

Le modèle murin de trypanosomose est utilisé dans les études histopathologiques (Keita 

et coll., 1997), physiopathologiques (Amole et coll., 1989 ; Poltera et coll., 1982), 

biomoléculaires, thérapeutiques et pharmacocinétiques (Nok et coll., 2003 ; Shi et coll., 

2003 ; Enanga et coll., 1998, 1999). 

Le modèle rat 

Des modèles d’études ont été développés chez le rat pour T. congolense (Ojok et coll., 

2002, T. evansi (Biswas et coll., 2001), T. b. brucei (Mulenga, 2001), T. b. rhodesiense  

(Bafort et Schmidt, 1983, modèle chez Microtus montanus), T. b. gambiense (Van Marck et 

coll., 1981). Récemment, un modèle d’étude des caractéristiques cliniques et 

comportementales de la maladie chez le rat a été mis au point avec la souche AnTat 1.1E 

(Darsaud et coll., 2003). Son application a permis l’étude des troubles du sommeil qui sont 

caractéristiques lors de l’atteinte nerveuse chez l’homme (Darsaud et coll., 2004). Plusieurs 

espèces de rats (Mastomys coucha, Bandicota bengalensis, Microtus montanus, Cricetomys 

gambianus) ont été utilisés pour étudier la physiopathologie et l’histopathologie de T. 

congolense (Ojok et coll., 2002 ; Bengaly et coll., 2002 ; Biswas et coll., 2001). 

5.2.2. Le modèle mouton 

Le mouton s’infecte facilement par T. b. brucei (Losos et Ikede, 1972). De plus, parmi 

les ruminants, c’est une espèce facile à élever, qui demande un minimum de locaux et 

d’entretien et chez laquelle les prélèvements peuvent se faire sans problème, à la fois pour le 

sang et le liquide céphalo-rachidien (Ndo et coll., 1991). L’infection par T. b. brucei AnTat 

1.9 se fait par voie sous-cutanée et évolue entre 34 et 172 jours. Les symptômes cliniques 

apparents sont de l’hyperthermie, une anémie, de l’anorexie et de l’apathie. La parasitémie 
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apparaît en moyenne au 9ème jour post-infection et persiste à des taux plus ou moins élevé tout 

au long de la maladie. L’augmentation de la cytorachie et l’apparition de parasites dans le 

LCR sont observables entre le 27ème et le 71ème jour (Bouteille et coll., 1988a). Les protéines 

du LCR sont modérément augmentées mais les IgM en revanche atteignent plus de 10 % des 

protéines totales. L’analyse histopathologique révèle une atteinte de tous les organes sauf les 

reins et les poumons. Les lésions cérébrales montrent entre autres des infiltrations 

lymphoplasmocytaires et péri-vasculaires typiques de la maladie chez l’homme (Bouteille et 

coll., 1988b).  

Ainsi, le modèle mouton a permis de mettre en évidence les auto-auticorps produits lors 

de l’atteinte nerveuse (Jauberteau et coll., 1991; Amevigbe et coll., 1992 ; Jauberteau et coll., 

1994).  

 

5.2.3. Le modèle primate non-humain 

Les singes sont susceptibles d’être infectés par des trypanosomes et les premières 

infections expérimentales ont été obtenues avec T. b. rhodesiense et T. b. gambiense (Losos et 

Ikede, 1972). En revanche, certaines espèces sont plus résistantes à T. b. gambiense comme 

les babouins (Papio sp) qui possèdent un facteur sérique trypanolytique qui est absent chez les 

Cercopithèques (Cercopithecus sp),  les Patas (Erythrocebus patas), les colobes (Colobus sp) 

et les macaques (Macaca sp), ce qui laisse supposer une réceptivité de ces espèces aux 

trypanosomes (Seed et coll., 1990). 

Communément, on utilise le modèle singe vert ou vervet (Cercopithecus aethiops) pour 

reproduire les infections à T. b. rhodesiense (Poltera et coll., 1981; Schmidt et Sayer, 1982a; 

Poltera et Sayer, 1983; Rudin et coll., 1983; Poltera et coll., 1985b; Sayer et coll., 1987). Ce 

modèle reproduit la clinique observée chez l’homme mais aussi les lésions du système 

nerveux central. La durée de vie est de 65 jours en moyenne et on détecte les parasites dans le 

LCR entre les 19ème et 41ème jours après infection. A ce moment là, un traitement par le 

diminazène ou la suramine permet de prolonger la durée de vie sans éliminer totalement les 

parasites du système nerveux central ce qui permet d’observer des signes de méningo-

encéphalite et de lésions cérébrales plus sévères (Schmidt et Sayer, 1982b; Poltera et coll., 
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1985a). L’utilisation du singe infecté par T. b. rhodesiense a été très utile dans l’étude de 

molécules thérapeutiques (mélarsoprol, DFMO) et de leurs combinaisons (Sayer et coll., 

1985, 1987; Burudi et coll., 1994), en immunologie (Pearson et coll., 1986), physio- et 

immunopathologie (Poltera et Sayer, 1983 ; Poltera et coll., 1985a). 

 

Ce modèle est malgré tout délicat à réaliser en raison de la survie très courte autorisée 

par T. b. rhodesiense. C’est pourquoi le modèle d’infection chronique a été mis au point par 

infection du singe vert par T. b. gambiense. La maladie évolue sous forme de parasitémies 

fluctuantes accompagnées de fièvre, d’anémie, d’adénopathies et d’un état général plus ou 

moins altéré (perte de poids, dysorexie, apathie). L’atteinte cérébrale a lieu plus tardivement, 

vers le 170è jour post-infection, et on observe alors une augmentation de la cytorachie et 

apparition de trypanosomes dans le LCR. Ce modèle a été utilisé une première fois pour un 

essai thérapeutique et pour la pharmacocinétique d’un nouveau trypanocide, le mégazol 

(Enanga et coll., 2000). Ces travaux ont été poursuivis au cours de notre travail.  

 

 

 

 



  76 

 

 

 

 

 

 

 

 

Travaux personnels 
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1. Patients, animaux et méthodes 

1.1. Les parasites 

1.1.1. Origine 

Les souches T. b. brucei AnTat 1.9 et T. b. gambiense MBA ont été gracieusement 

données par l’Institut de Médecine Tropicale Prince Léopold (Anvers, Belgique). Elles ont été 

fournies sous forme de cryostabilat dans l’azote liquide. 

 

1.1.2. Culture in vitro 

Pour les études in vitro, les stabilats ont été rapidement décongelés au bain-marie à 

37°C puis remis en culture dans des plaques de 24 puits dans le milieu minimum essentiel 

avec sels d’Earles (Gibco). Ce milieu avait été au préalable supplémenté par de la L-

glutamine à 2 mM (Gibco), du tampon HEPES (Gibco) à 25 mM, du glucose (Sigma) à 0,2 

%, du pyruvate de sodium (Gibco) à 2 mM, de la pénicilline à (Gibco) 150 UI/L, de la 

thymidine à 0,01 mM (Sigma), et de l’hypoxanthine à 0,1 mM (Sigma). Au moment de son 

utilisation, le milieu minimum essentiel supplémenté a été complété par de la bathocuproïne 

sulfate à 0,05 mM (Sigma), de la L-cystéine à 1,5 mM (Sigma), du 2-mercaptoéthanol à 0,12 

mM (Sigma), et du sérum de cheval à 20% (v/v) (Gibco). Avant leur utilisation in vitro, les 

parasites ont été cultivés dans une étuve à 37°C, avec 5% de CO2 durant une période 

d’adaptation de 14 jours. 

 

1.1.3. Détermination de la concentration inhibitrice de 50% (IC50) de la 

croissance parasitaire in vitro 

(cf article 2 infra pp 106-124). 

En résumé, les souches de trypanosomes ont été incubées durant 48 heures avec la 

molécule testée à différentes concentrations. Deux puits contrôles n’ont reçu que du sérum 

physiologique. Passé le délai d’incubation, les trypanosomes ont été dénombrés dans chaque 
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puits et le pourcentage de survie a été calculé en fonction du nombre de parasites dans les 

puits contrôle. L’IC50 a été obtenue grâce au logiciel GraphPad prism. 

1.2. Les patients 

Le sang et le LCR de patients ont été utilisés dans une étude préalable afin de mettre au 

point la technique de cytométrie en flux au cours de la THA dans des conditions de terrain. Le 

typage lymphocytaire a été réalisé sur des prélèvements sanguins provenant de 2 patients en 

stade 1, 6 patients en stade intermédiaire et 9 patients en stade 2. Parmi ces patients, le LCR 

d’un des patients en stade 1, de 3 des 6 patients en stade intermédiaire et de 8 des 9 patients en 

stade 2 ont également été analysés. Des consentements éclairés ont été signés avant la 

réalisation des prélèvements nécessaires à l’étude (voir annexe 1). Les patients étaient 

dépistés par le test CATT sur le sang et la présence de trypanosomes était recherchée par la 

technique de Woo (Woo, 1970). La détermination du stade s’est faite d’après les analyses 

systématiques parasitologiques et biologiques du sang et du LCR, selon les critères suivants: 

Patient en stade 1 : cytorachie inférieure à 5 cellules/µL, pas de trypanosomes dans le 

LCR ni de synthèse intra-thécale d’IgM.  

Patient en stade intermédiaire : cytorachie comprise entre 5 et 20 cellules/µL, et/ou 

synthèse intra-thécale d’IgM et absence de trypanosomes dans le LCR. 

Patient en stade 2 : cytorachie supérieure à 20 cellules/µL, et/ou présence de 

trypanosomes dans le LCR, et/ou synthèse intra-thécale d’IgM. 

Les patients ont été dépistés au Gabon et en Angola, à la faveur des campagnes 

nationales de dépistage de la trypanosomose. Au Gabon, la prospection s’est faite dans le 

foyer de Coco Beach. En Angola, les patients ont été dépistés passivement au centre de soins 

des trypanosomoses de Viana, situé à une vingtaine de kilomètres de Luanda, ou activement 

au cours des prospections dans le foyer de Bengo.  

Les paramètres biologiques des individus variant au cours de la journée, nous nous 

sommes attachés à réaliser tous les prélèvements le matin entre 8 heures et 11 heures, afin 

d’obtenir des résultats de cytométrie reproductibles et comparables. 
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1.3. Origine des animaux utilisés en expérimentation 

1.3.1. Les souris 

Des souris Swiss femelles, de 20 à 25g, provenant du centre de primatologie du Centre 

International de Recherches Médicales de Franceville (CIRMF, Gabon), ont été utilisées pour 

l’essai thérapeutique du DFMO associé au nifurtimox et des modifications immunologiques 

chez le singe vert infecté par T. b. gambiense. Après une période d’adaptation de 7 jours 

suivant leur arrivée, elles ont été utilisées dans le protocole expérimental. Les animaux 

recevaient une alimentation équilibrée et de l’eau à volonté. 

D’autres souris Swiss de 20 à 25 g ont été utilisées dans l’étude du bleu de méthylène 

chez la souris infectée par T. b. brucei, dans l’étude du mégazol chez le mouton infecté par T. 

b. brucei et dans l’étude du mégazol chez le singe infecté par T. b. gambiense. (voir infra les 

articles 1, 2 et 3 correspondants, pp90-108, pp109-127, pp128-147). 

1.3.2. Les primates non humains 

Huit Vervets (Cercopithecus aethiops) mâles et femelles subadultes, de 3 à 7 kg, 

infectés par T. b. gambiense ont été utilisés au cours de l’essai thérapeutique concernant le 

DFMO associé au nifurtimox. Cinq d’entre eux provenaient du centre de primatologie du 

Centre International de Recherche Médicale de Franceville (CIRMF, Gabon), trois 

provenaient du Centre de Recherche Médicale et Sanitaire de Niamey (CERMES, Niger). 

Leur âge a été estimé entre 3 et 9 ans. Les animaux ont préalablement été mis en quarantaine 

au cours de laquelle ils ont été dépistés pour les virus SIV, STLV, hépatite C et pour la 

tuberculose. Une coprologie a permis d’adapter le traitement adéquat si besoin. Une 

autorisation pour l’utilisation des primates non-humains dans le cadre de la recherche 

biomédicale a été accordée par le comité d’éthique du CIRMF, selon la déclaration d’Helsinki 

concernant l’utilisation et les soins à apporter aux animaux de laboratoire, promulguée par 

l’institut national pour la santé (USA).  

Dix autres vervets, fournis par le CIRMF et le CERMES, ont été utilisés dans l’étude de 

l’efficacité du mégazol chez le singe vert infecté par T. b. gambiense (voir article 3, pp128-

147). 
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1.3.3. Les moutons 

Les moutons, adultes femelles de 45 à 55 kg, provenaient d’un élevage indemme de 

pathologie infectieuse. Ils ont été maintenus en stabulation au laboratoire départemental 

d’analyses et de recherche vétérinaires durant un mois avant expérimentation au cours duquel 

ils ont été vaccinés contre la pasteurellose et vermifugés d’après les résultats de la coprologie 

réalisée. (Voir article 1, pp90-108). 

1.4. Infection des animaux 

1.4.1. Infection des souris 

Les cryostabilats contenant les souches T. b. gambiense MBA et T. b. brucei AnTat 1.9 

ont été décongelés rapidement au bain-marie à 37°C. La mobilité  des trypanosomes a été 

vérifiée par observation microscopique. Les parasites ont été dilués dans du milieu essentiel 

minimum (MEM) avec sels d’Earles, complémenté comme décrit précédemment. Les souris 

ont été infectées par injection intra-péritonéale de 200 µL de milieu contenant les 

trypanosomes. La parasitémie a ensuite été vérifiée tous les deux jours par prélèvement de 

sang au bout de la queue et observation microscopique. Deux souris ont été infectées pour un 

premier passage de la souche. Après obtention d’une parasitémie, le sang d’une souris a été 

prélevé et dilué dans du MEM dans le but d’infecter deux autres souris pour un deuxième 

passage. Le décès des premières souris infectées a permis de s’assurer de la pathogénicité de 

la souche. 

 

1.4.2. Infection des moutons 

Les moutons ont été inoculés par T. b. brucei AnTat 1.9 à raison de 104 parasites par 

voie sous-cutanée (article 1, pp90-108). 

1.4.3. Infection des primates non humains 

Le sang d’une souris parasitée a été prélevé stérilement par ponction cardiaque, puis 

dilué dans du MEM de façon à obtenir une concentration de 5.103 parasites/mL. L’infection a 

été réalisée par injection intra-veineuse de la suspension (2 mL) de 104 parasites, après pose 

d’un cathéter dans la veine saphène. Une souris a été infectée avec la même suspension et sa 
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parasitémie contrôlée 3 jours plus tard afin de s’assurer de la pathogénicité des parasites en fin 

de protocole. 

 

1.4.4. Suivi de l’infection 

Des prélèvements de sang (recueillis sur tube à EDTA) et de liquide céphalo-rachidien 

(LCR) ont été réalisés chez les primates non-humains tous les quinze jours. Les parasites 

étaient recherchés après concentration en tube à hématocrite selon la technique de Woo 

(1970).  

Le LCR a été prélevé, sous anesthésie générale (cf infra page 78) par ponction lombaire 

entre L4 et L5 après tonte et désinfection soigneuse du site de prélèvement. Deux cents µL à 2 

mL pouvaient être récupérés selon les cas. Les LCR visiblement hémorragiques étaient 

systématiquement écartés. 

Les paramètres biologiques des individus variant au cours de la journée, nous nous 

sommes attachés à réaliser tous les prélèvements le matin entre 8 heures et 11 heures, afin 

d’obtenir des résultats de cytométrie reproductibles et comparables. 

L’observation des LCR à la cellule de Kova a permis de déterminer la présence de 

parasites, la cytorachie et le nombre de globules rouges. Etant donné les difficultés du 

prélèvement chez le singe vert, nous n’avons utilisé pour interprétation que les LCR contenant 

moins de 500 hématies /µL. 

Les suivis parasitologiques des souris, des moutons et des autres vervets infectés et 

traités au mégazol sont décrits dans les articles correspondants (voir les articles 1, 2 et 3 

correspondants, pp90-108, pp109-127, pp128-147). 

1.5. Protocoles pour l’expérimentation animale 

1.5.1. Les molécules utilisées 

Le DFMO, Ornidyl® (Aventis), se présente sous la forme d’un soluté aqueux pour 

injection parentérale à 200 mg/mL. Les flacons ont été gracieusement fournis par le 

Programme National de Lutte contre la Trypanosomose d’Angola, Luanda, Angola.  

Le nifurtimox (Lampit, Bayer) a été obtenu par un don de l’Organisation Mondiale de 

la Santé (OMS). Il s’agit de comprimés sécables à 120 mg de nifurtimox.  
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Le mélarsoprol (Arsobal, Aventis Pharma) a été obtenu par un don de l’OMS. Il s’agit 

d’ampoules pour injection intra-veineuse contenant 180 mg de principe actif dans 5 mL. 

D’autres molécules ont été étudiées telles que le mégazol, le bleu de méthylène, la 

suramine et la pentamidine dont le protocole est rapporté dans les articles 1, 2 et 3 (pp90-108, 

pp109-127, pp128-147). 

 

1.5.2. Administration des traitements 

Lors de l’étude du DFMO associé au nifurtimox chez le singe vert infecté par T. b. 

gambiense, le traitement n’a été entrepris qu’après confirmation du stade nerveux. Les critères 

décisionnels du stade étaient les suivants : 

- observation de parasites à l’inspection du LCR dans la cellule de Kova, 

- cytorachie supérieure à 100 cellules/µL dans deux prélèvements consécutifs, en 

l’absence de globules rouges, 

- mauvais état général avec signes nerveux marqués (abattement, cachexie, 

prostration, parésie, état de somnolence, crises convulsives). 

Le DFMO a été administré à 200 mg/kg/jour et le nifurtimox à 10 mg/kg/jour, répartis 

en deux prises quotidiennes, pendant 8 jours pour le 1er groupe (quart de la dose totale 

habituellement prescrite chez l’homme) et pendant 15 jours pour le 2ème groupe (demi-dose 

totale habituellement prescrite chez l’homme). Les deux produits ont été donnés 

simultanément par voie orale dans l’alimentation. Les comprimés de nifurtimox ont été 

fractionnés selon le poids de chaque singe et réduits en poudre avant administration. En cas de 

mauvaises prise (ration alimentaire non-ingérée dans sa totalité), la dose a été doublée dans la 

ration suivante. 

Les cas de rechute ont été traités par de l’Arsobal ou du mégazol en fonction  de l’état 

clinique du singe (possibilité ou non de prise per os). Pour le mélarsoprol, le schéma 

thérapeutique était de 3 injections par semaine de 3,6 mg/kg, suivi d’une période de repos de 

7 jours. Trois séries d’injections ont ainsi été pratiquées. Pour le mégazol, 100 mg/kg/j ont été 

administré per os pendant 3 jours consécutifs. 

 

Les traitements administrés aux souris, aux moutons et aux singes traités par le mégazol 

sont décrits dans les articles correspondants (voir les articles 1, 2 et 3, pp90-108, pp109-127, 

pp128-147) 
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1.5.3. Anesthésie des primates non-humains 

Les vervets ont toujours été manipulés et examinés sous anesthésie générale. À jeun 

depuis 12 heures, ils recevaient une injection intra-musculaire de kétamine (Kétamine 1000, 

Mérial, France) de 8 à 10 mg/kg qui permet d’obtenir en 5 à 10 minutes une sédation plus ou 

moins profonde durant environ 30 minutes. En cas d’hypersécrétion, une injection sous-

cutanée d’atropine était pratiquée à raison de 0,05 mg/kg. L’anesthésie était contrôlée par les 

paramètres cliniques suivants : température rectale, couleurs des muqueuses, fréquences 

cardiaque et respiratoire. Les animaux étaient remis dans leur cage en fin d’expérimentation 

où ils étaient surveillés jusqu’au réveil et ne recevaient ni eau ni nourriture avant une reprise 

totale de la conscience. 

1.5.4. Suivis biologique et clinique 

Les examens cliniques et biologiques ont été réalisés tous les quinze jours puis tous les 

mois après traitement. L’examen clinique comprend : 

- prise de la température rectale, 

- examen des muqueuses, 

- pesée, 

- palpation des nœuds lymphatiques superficiels, 

- mesure de la fréquence respiratoire, 

- électrocardiogramme. 

Du sang sur tube sec était prélevé pour les analyses biochimiques qui englobent le 

dosage des enzymes hépatiques (ALAT, ASAT), de l’urée et de la créatinine, des protéines 

totales et de leur électrophorèse. 

La numération et la formule sanguines ont été réalisées à partir de sang prélevé sur tube 

EDTA.  

 

1.5.5. Suivi pharmacocinétique 

Une étude pharmacocinétique a été réalisée pour le mégazol chez le mouton sain et pour 

la combinaison DFMO-Nifurtimox chez le vervet. Les détails concernant les temps et la 

nature des prélèvements, les techniques de dosage du mégazol et le traitement des résultats 

sont détaillés dans les articles correspondants. (article 1, pp90-108). La pharmacocinétique de 

la combinaison est en cours de réalisation. 
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1.6. Cytométrie en flux pour le typage lymphocytaire 

1.6.1. Marquage des lymphocytes du sang total 

Les lymphocytes du sang sont marqués à partir du sang total en vue d’être analysés par 

cytométrie en flux. Pour chaque patient, deux combinaisons de trois anticorps permettent le 

marquage (tableau 4). Pour chaque singe, on réalise 4 combinaisons d’anticorps en triple ou 

quadruple marquage (tableau 5). Le sang est prélevé sur tube EDTA chez les patients et les 

singes. Le sang des patients est dilué au demi dans un milieu de conservation (Cytocheck, 

Dako). Le sang des singes est analysé extemporanément. Au moment du marquage, le sang 

est réparti dans des microtubes à raison de 50 µL par combinaison. Les anticorps couplés à 

des fluorochromes (isothiocyanate de fluorescéine (FITC), Phycoérythrine (PE), 

Phycocyanine 5 (PC5), Allophycocyanine (APC)) sont ajoutés dans chaque tube selon la 

combinaison voulue (tableaux 5 et 6). Le contenu des tubes est légèrement agité puis incubé à 

température ambiante durant 15 à 20 minutes à l’abri de la lumière. Ensuite 1 mL de tampon 

de lyse des globules rouges (NH4CO3H 0,9mM, NH4Cl 131mM) est ajouté dans chaque tube. 

Après ajout du tampon de lyse, les cellules sont incubées durant 15 minutes à température 

ambiante à l’abri de la lumière, puis centrifugées. Le culot est ensuite lavé deux fois en PBS. 

En cas de mauvaise lyse (coloration rouge persistante), une deuxième lyse a été pratiquée 

selon le même protocole. Le culot de lymphocytes est ensuite fixé en présence de 250 µL de 

PBS à 4% de Cellfix (BD, France). Tous les anticorps ont été fournis par BD (France) à 

l’exception du CD25 clone 1HT44H3 qui a servi à marquer les lymphocytes des vervets, et 

qui a été fournis par Beckman Coulter (France). 

Les échantillons étaient ensuite analysés au cytomètre (Facs Calibur, BD, France) dans 

un délai de 24 heures. 

1.6.2. Marquage des lymphocytes du LCR 

Immédiatement après prélèvement et lecture de la cytorachie, les lymphocytes du LCR 

étaient marqués en vue des analyses cytométriques. Pour cela, des anticorps couplés à des 

fluorochromes sont ajoutés à 100 µL de LCR (voir tableaux 4 et 5) et incubés 15 minutes à 

+4°C. Les échantillons ont été fixés par du CellFix (BD) à 10 %. La lecture pouvait alors 

s’effectuer dans les 5 jours suivants. Une série de contrôles isotypiques adaptés a été réalisée 

par jour de prélèvement (tableaux 7 et 8). 
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 FITC PE PC5 

1 CD19 (clone n° J4.119) CD56 (clone n° N901) CD3 (clone n° UCHT1) 

2 CD4 (clone n° 13B8.2) CD25 (clone n° B1.49.9) CD8 (clone n° B9.11) 

 

Tableau 5 : Combinaisons 1 et 2 d’anticorps utilisés pour le marquage des lymphocytes du 

sang et du LCR chez les patients infectés 

CD19 : marqueur des lymphocytes B ; CD3 : marqueur des lymphocytes T ; CD4, CD8 : marqueurs des 

sous-types de lymphocytes T ; CD56 : marqueur des cellules natural killer (NK) ; CD25 : marqueur d’activation 

des lymphocytes T ; FITC : isothiocyanate de fluorescéine, PE : Phycoérythrine, PC5 : Phycocyanine 

 

 

 FITC PE PerCP APC 

1 CD3 clone FN18 CD56 clone MY31 CD20 clone L27 HLA-DR clone L243 

2 CD45RA clone Leu-18 CD4 clone SK3 CD8 clone SK1  

3 CD3 clone FN18 CD28 clone L293 CD8 clone SK1  

4 CD3 clone FN18 CD25 clone 1HT44H3 CD8 clone SK1 HLA-DR clone L243 

 

Tableau 6 : Combinaisons 1, 2, 3,4 d’anticorps utilisés pour le marquage des lymphocytes 

du sang et du LCR chez les singes verts infectés 

CD20 : marqueur des lymphocytes B ; CD3 : marqueur des lymphocytes T ; CD4, CD8 : marqueurs des 

sous-types de lymphocytes T ; CD56 : marqueur des cellules natural killer (NK) ; HLA-DR : marqueur des 

lymphocytes B et des lymphocytes T activés ; CD45RA : marqueur des lymphocytes T naïfs ; CD28, CD25 : 

marqueurs d’activation des lymphocytes T ; FITC : isothiocyanate de fluorescéine, PE : Phycoérythrine, PerCP : 

péridin-chlorophylle-a-protéine, APC : Allophycocyanine 

 

1.6.4. Réalisation de contrôles isotypiques 

Les contrôles isotypiques ont été réalisés à chaque série de marquage (sang, 

lymphocytes isolés, LCR). Ils consistent à marquer les lymphocytes étudiés avec des 

anticorps dirigés contre des lymphocytes de souris de façon à apprécier le taux de fixation non 

spécifique. Pour cela, une série de combinaison est utilisée en fonction des marquages à 

réaliser. Les contrôles isotypiques permettent également d’effectuer les réglages individuels 

pour chaque fluorochrome. 
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 FITC PE PerCP 

1 

2 

3 

4 

IgG1 souris 

CD19 (clone n° J4.119) 

IgG1 souris 

IgG1 souris 

IgG1 souris 

IgG1 souris 

CD4 clone SK3 

IgG1 souris 

IgG1 souris 

IgG1 souris 

IgG1 souris 

CD8 clone SK1 

 

Tableau 7 : Séries de contrôles isotypiques utilisés lors des marquages des lymphocytes du sang 

et du LCR de patients infectés. 

FITC : isothiocyanate de fluorescéine, PE : Phycoérythrine, PerCP : péridin-chlorophylle-a-protéine 

 

 

 FITC PE PerCP APC 

1 IgG1 souris IgG1 souris IgG1 
souris 

IgG2 souris 

2 CD3 clone FN18 IgG1 souris IgG1 souris IgG2 souris 

3 IgG1 souris CD4 clone SK3 IgG1 souris IgG2 souris 

4 IgG1 souris IgG1 souris CD8 clone SK1 IgG2 souris 

5 IgG1 souris IgG1 souris IgG1 souris HLA-DR clone L243 

6 IgG1 souris IgG2A souris IgG1 souris IgG2 souris 

7 CD3 clone FN18 IgG2A souris IgG1 souris IgG2 souris 

8 IgG1 souris CD25 clone 1HT44H3 IgG1 souris IgG2 souris 

9 IgG1 souris IgG2A souris CD8 clone SK1 IgG2 souris 

10 IgG1 souris IgG2A souris IgG1 souris HLA-DR clone L243 

 

Tableau 8: Série de contrôles isotypiques utilisés pour les marquages des lymphocytes du sang et 

du LCR des singes verts infectés. 

FITC : isothiocyanate de fluorescéine, PE : Phycoérythrine, PerCP : péridin-chlorophylle-a-protéine, 

APC : Allophycocyanine 

 

 

1.6.5. Lecture des échantillons : passage au cytomètre en flux 

 

Les lymphocytes isolés du sang et du LCR marqués comme décrits précédemment ont 

été lus au cytométre en flux (FacsCalibur, BD) en adaptant les réglages selon les contrôles 
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isotypiques. En résumé, un premier graphe taille/structure des lymphocytes (SSC (side 

scatter) = f (FSC (forward scatter)) a été réalisé afin de placer la fenêtre d’analyse 

exclusivement sur les lymphocytes. Puis la lecture des contrôles isotypiques a permis 

d’effectuer les réglages des ampérages de chaque fluorochrome ainsi que les compensations à 

ajuster en fonction des quatre couleurs utilisées. D’une manière générale, les réglages suivants 

ont été appliqués à la lecture des échantillons (tableaux 9a et 9b) : 

 

      

 

                    a 

 

 

Tableaux 9a et 9b : Réglage de l’ampérage de chaque fluorochrome (a) et des 

compensations entre les quatre couleurs (b) d’après les contrôles isotypiques avant lecture au 

cytomètre en flux. 

FL1 = fluorochrome 1 (FITC), FL2 = fluorochrome 2 (PE), FL3 = fluorochrome 3 (PerCP, PC5), FL4 =  

fluorochrome 4 (APC) 

 

 

 

 

 

Fluorochrome Ampérages 

FITC 620 à 650 A 

PerCP 600 à 635 A 

PC5 550 à 580 A 

APC 480 à 520 A 

          % FL1 - %FL2 0,1 à 0,5 % 

% FL2 - %FL1 25 à 28 % 

% FL2 - %FL3 2,4 à 2,8 % 

% FL3 - %FL2 12 à 15% 

% FL3 - %FL4 5 à 7 % 

% FL4 - %FL3 7 à 9% 

b 
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1.6.6. Analyses des résultats de cytométrie en flux 

Après lecture, les résultats ont été analysés grâce au logiciel CellQuest Pro (BD, 

France). Plusieurs graphes ont été créés : 

SSC = f(FSC) afin de placer la fenêtre sur les lymphocytes (fenêtre R) 

FL2 = f(FL1) 

FL3 = f(FL2) 

FL3 = f(FL1) 

FL1 = f(FL4) 

FL2 = f(FL4) 

FL3 = f(FL4) 

Tous les graphes ont ensuite été centrés sur R. La barre de statistiques a été positionnée 

sur les graphes en fonction des contrôles isotypiques afin de déterminer les populations 

négatives, simplement et doublement positives. A partir de là, les pourcentages de populations 

lymphocytaires positives pour un type de marquage ont été définis dans les cadrans 

statistiques (figure 9 page 89). 

 

1.7. Analyses statistiques 

 

 Les analyses statistiques ont été réalisées en collaboration avec le Professeur Boutros-

Toni, unité de biostatistiques, Faculté de Médecine de Limoges. 

Chez l’homme, les différentes populations lymphocytaires du sang et du LCR ont été 

étudiées statistiquement selon les stades de la maladie : stade 1, stade intermédiaire et stade 2. 

Pour cela, un test de Mann-Withney a été utilisé pour chacun des sous-types lymphocytaires 

et a été considéré comme significatif pour p < 0,05. 

L’évolution des populations lymphocytaires du sang et du LCR des singes verts a été 

étudiée en fonction du temps et de la cytorachie. Un test de régression simple a été effectué 

pour chaque sous-type lymphocytaire en fonction des jours après infection et de la cytorachie. 

Lorsque p était inférieur à 0,05 entre deux paramètres, un test de Spearmann a alors été 

pratiqué pour confirmer les résultats qui ont alors été considérés significatifs si ce test 

apportait à nouveau un p < 0,05. Toutes les analyses ont été réalisées à l’aide du logiciel 

StatView (SAS Institute INC., USA). 
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Figure 9 : (a) Fenêtre d’identification des lymphocytes lors de l’analyse des résultats de 

cytométrie. (b) exemple de résultats obtenus après marquage des lymphocytes dans le LCR d’un 

vervet infecté par T. b. gambiense et lecture au cytomètre en flux. 

 

Fenêtre centrée sur les lymphocytes déterminés par 

leur taille (SSC) et leur structure (FSC) 

Barres de statistiques qui déterminent les cadrans supérieurs 

gauche et droit (UL et UR) et inférieurs gauche et droit (LL et 

LR 

1. Populations lymphocytaires positives pour le marquage dans 

le cadran supérieur gauche donc pour le CD20 

2. Populations lymphocytaires positives pour le marquage dans le 

cadran inférieur droit donc pour le CD3 

 

Statistiques indiquant le pourcentage de cellules dans chaque cadran par 

rapport à la population toale comptabilisée dans R 

1 

2 

a 

b 
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2. Résultats 

2.1. Plasma kinetics and efficacy of oral megazol treatment in infected 

sheep with Trypanosoma brucei brucei (article 1) (voir annexe 2).  

(Vet Parasitol, envoyé le 21/08/03, accepté le 09/02/04. 2004 May 26; 121 (3-4): 213-223). 

Caroline BODA, Bertin ENANGA, Hélène DUMET, Gérard CHAUVIERE, François 

LABROUSSE, Claude COUQUET, Sylvie SAIVIN, Georges HOUIN, Jacques PERIE, Michel 

DUMAS, Bernard BOUTEILLE 

 

RESUME 
 

Un modèle de mouton infecté expérimentalement par T. b. brucei avait été validé 

précédemment. Nous avons utilisé ce modèle pour tester l’efficacité du mégazol sur onze 

moutons infectés. Dès l’apparition de la parasitémie, 11 jours après infection, le mégazol a été 

administré par voie orale en cure unique de 40 mg/kg ou 80 mg/kg. Après une période de 

guérison transitoire, tous les animaux ont rechuté dès le 2ème jour post-traitement, à 

l’exception de deux d’entre eux qui ont été considérés comme guéris 150 jours après 

traitement et n’ont présenté aucun signe de rechute après une période de suivi de 270 jours. 

Afin de comprendre l’échec du mégazol à traiter tous les moutons infectés en phase 

lymphatico-sanguine, une étude pharmacocinétique du mégazol a été conduite. Les 

concentrations plasmatiques, mesurées par chromatographie liquide 8 heures après le 

traitement chez les moutons infectés, se sont révélées très faibles, sauf chez les animaux 

guéris, suggérant une mauvaise absorption orale du mégazol. Le profil plasmatique du 

mégazol mesuré chez des moutons sains traités par une le dose unique de 80 mg/kg confirme 

une absorption rapide et faible du mégazol associée à une demi-vie courte. De plus, les 

propriétés pharmacocinétiques du mégazol sont l’objet d’une grande variation individuelle. 

Ces données suggèrent que l’échec thérapeutique du mégazol est relatif à la faible 

biodisponibilité orale du produit chez le mouton. Ainsi, le mégazol est un bon traitement pour 

guérir l’infection à T. b. brucei chez le mouton mais la voie orale n’est pas toujours efficace 

chez cette espèce. 
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Abstract 

 

Experimentally infected sheep have been previously developed as an animal model of 

trypanosomiasis. We used this model to test the efficacy of megazol on eleven Trypanosoma 

brucei brucei-infected sheep. When parasites were found in blood on day-11 post-infection, 

megazol was orally administered at a single dose of 40 mg/kg or 80 mg/kg. After a transient 

aparasitaemic period, all animals except two relapsed starting at day-2 post-treatment, which 

were considerated as cured on day-150 post-treatment and showed no relapse after a follow-

up period of 270 days. In order to understand the high failure of megazol treatment to cure 

animals, a kinetic study was carried out. Plasma concentrations of megazol determined, by 

reverse-phase high-performance liquid chromatography at 8 h post-treatment in these animals, 

were lowered, suggesting slow megazol absorption, except in cured animals. However, 

megazol plasma profiles in uninfected sheep after a single oral dose of megazol showed a fast 

and megazol lowered absorption associated with a short plasma half-life of drug. Inter-

individual variation of megazol pharmacokinetic properties was also observed. These findings 

suggested that the high failure rates of megazol treatment were related to poor drug 

availability after oral administration in sheep. In conclusion, megazol could cure sheep with 

T. b. brucei infection but oral administration was not an effective route. 

 

Keywords: sheep, Trypanosoma brucei brucei, megazol, kinetics, plasma, milk, 

cerebrospinal fluid. 
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2.2. Methylene blue: evidence for in vitro efficiency and in vivo 

failure in trypanocidal activity (article 2)  

(soumis à “Chemotherapy” le 01 octobre 2004) 

Caroline Boda, Bertin Enanga, Bertrand Courtioux, Christian Breton, Bernard Bouteille 

RESUME 

La trypanosomose humaine africaine représente toujours un problème de santé majeur 

public en raison du peu de molécules thérapeutiques disponibles et de leur potentielle toxicité. 

Cette maladie, qui concerne également les animaux, est responsable de pertes économiques 

importantes et son caractère zoonotique complique le contrôle des foyers. Il est urgent de 

développer de nouveaux trypanocides peu toxiques et faciles d’emploi. Le bleu de méthylène, 

utilisé en thérapie humaine et vétérinaire, remplit ces conditions. De plus, son pouvoir anti-

protozoaire a été mis en évidence dans l’inhibition enzymatique chez le Plasmodium. Dans ce 

travail, nous avons testé l’activité trypanocide du bleu de méthylène in vitro qui donne des 

IC50 encourageantes sur T.b.gambiense MBA et T.b.brucei AnTat 1.9. Malheureusement, le 

bleu de méthylène ne permet pas la guérison de souris infectées et traitées par deux 

administrations séparées de 24H, soit par voie orale à 300mg/kg/jour soit par voie intra-

péritonéale à 200mg/kg/jour. Toutes les souris traitées ont rechuté et sont décédées dans la 

semaine suivant le traitement. Des hypothèses sont émises afin d’expliquer une telle 

différence d’efficacité entre les essais in vitro et in vivo. Cependant, le mécanisme d’action 

trypanocide et le métabolisme in vivo du bleu de méthylène méritent d’être étudiés plus 

profondément afin d’améliorer son pouvoir trypanocide in vivo. 
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ABSTRACT 

Human African Trypanosomiasis remains a health problem difficult to treat because of the 

few molecules available nowadays and their toxicity. The disease also concerns animals and 

is responsible for economic difficulties and zoonotic risks. There is an urgent need to develop 

new drugs for treatment of African trypanosomiasis. Methylene blue is a safe and easy-to-use 

drug, employed in human therapies. It is also known to act as an enzymatic inhibitor on 

Plasmodium since Ehrlich studied its anti-malarial activity. In this work, methylene blue 

trypanocidal activity was found in vitro but failed to cure trypanosomal infection in mice 

when administrated at 300 mg/kg per os and at 200 mg/kg intra-peritoneally. Mice from both 

groups relapsed and died within one week after treatment. Differences between in vitro and in 

vivo activities are discussed. However, trypanocidal mechanism of action of methylene blue 

deserves to be deeply studied in order to improve its efficiency in vivo. 
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Trypanosoma brucei brucei, Trypanosoma brucei gambiense, methylene blue, IC50, mice. 
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2.3. Effectiveness of megazol and megazol-suramin combination on 

Trypanosoma brucei gambiense infection in vervet monkeys (article 

3, en préparation) 

 

 

RESUME 

 

Les traitements actuels contre la trypanosomose humaine africaine sont peu 

satisfaisants en raison des effets toxiques qu’ils provoquent et de l’émergence de résistances. 

Il est indispensable de développer de nouvelles molécules thérapeutiques, telle que le mégazol 

qui possède des effets prometteurs in vitro et chez la souris. Dans cette étude, nous avons testé 

la posologie efficace pour le traitement de primates non-humains, les vervets (Cercopithecus 

aethiops), infectés par Trypanosoma brucei gambiense. Les animaux en phase lymphatico-

sanguine ont reçu 100mg/kg/jour de mégazol par voie orale, en une prise ou 3 jours de suite. 

En phase nerveuse, un animal a été traité par une dose de 100mg/kg de mégazol suivie 15 

minutes plus tard par une dose de 20mg/kg de suramine en intra-veineuse 

Chez tous les animaux traités, la parasitémie a disparu rapidement et la cytorachie est 

redevenue normale, de même que les paramètres biologiques et cliniques sont retournés dans 

les normes. Tous les singes ont été considérés guéris après un suivi de deux ans sans rechute.  

Ces résultats montrent qu’une dose unique de mégazol est suffisante pour traiter une infection 

lymphatico-sanguine à T.b.gambiense. Dans le cas d’une atteinte nerveuse, l’association du 

mégazol administré par voie orale 15 minutes avant l’administration de la suramine permet 

d’obtenir une guérison complète. Ces données sont encourageantes pour poursuivre le 

développement du mégazol seul ou en association. 

 

 

 

 

 

 

 



 148 

 

 

ABSTRACT 

 

Current chemotherapy for human African trypanosomiasis (HAT), or sleeping sickness, is 

unreliable, because of resistance and toxic adverse side-effects. There is an urgent need to 

find out new trypanocidal drugs. Megazol is among the most promising compounds identified 

to cure trypanosomiasis.  

In this study, we tested the efficacy of megazol on Trypanosoma brucei gambiense infection 

in vervet monkeys, Cercopithecus aethiops pygerethrus. Infected monkeys in the 

hemolymphatic phase were treated with a single dose or with three repeated doses of megazol 

(100 mg/kg, per os) and in the meningoencephalitic phase with one dose of megazol followed 

15 minutes later by a single dose of suramin (20 mg/kg, intravenously). 

In all treated animals, trypanosomes were quickly cleared from blood as well as from the 

cerebrospinal fluid (CSF), biological and clinical disorders disappeared the first week post-

treatment. All treated monkeys were considered to be cured and were alive without any signs 

of relapse.  

These results suggest that a single dose of megazol is effective on the first stage of T. b. 

gambiense infection in vervet monkeys and when the central nervous system (CNS) is 

involved, the chemotherapy regimen of megazol combined with suramin is efficient. Further 

studies using megazol alone when CNS is involved will be useful. 

 

 

Keywords: Megazol, suramin, human African trypanosomiasis (HAT), Trypanosoma brucei 

gambiense, Cercopithecus aethiops pygerethrus 
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2.4. Essai thérapeutique de la combinaison DFMO-Nifurtimox chez le 

singe vert infecté par T. b. gambiense en phase nerveuse 

2.4.1. Protocole 

Nous avons réalisé cette étude à partir de huit vervets, sept mâles et une femelle. Cinq 

des animaux appartenaient au CIRMF (Gabon) et les trois autres provenaient du CERMES 

(Niamey, Niger). 

Les animaux ont été infectés par Trypanosoma brucei gambiense MBA à raison de 104 

parasites par voie intra-veineuse, puis nous avons effectué des prélèvements de sang et de 

LCR toutes les deux semaines afin de procéder aux analyses parasitologiques. La phase 

nerveuse était confirmée par au minimum l’un des critères suivants :  

- observation de parasites dans le LCR à l’aide de la cellule de Kova 

- cytorachie supérieure à 100 cellules/µL dans deux prélèvements consécutifs, en 

l’absence de globules rouges 

- mauvais état général avec signes nerveux marqués (abattement, cachexie, prostration, 

parésie, état de somnolence, crises convulsives) 

Une fois le stade nerveux confirmé, les animaux ont été traités et les suivis clinique, 

parasitologique et biochimique ont été poursuivis toutes les deux semaines.  

Le tableau 10 page 149 récapitule les animaux ayant participé à l’étude ainsi que les modalités 

des différents traitements. 

 

2.4.2. Résultats 

Le modèle du singe vert pour l’étude de la trypanosomose humaine africaine avait 

précédemment été validé et nous l’avons reproduit dans cette étude afin de compléter les 

données précédemmment obtenues, mais surtout de l’utliser dans l’essai thérapeutique de la 

combinaison DFMO-nifurtimox.  



 150 

Après infection, la parasitémie est apparue dans les 10 premiers jours. Selon les 

animaux, elle s’est ensuite maintenue durant plusieurs semaines successives ou est apparue de 

façon fluctuante.  

Une anémie (hémoglobine < 12 g/dL) accompagnée d’une chute de l’hématocrite (< 

40%) est apparue chez les animaux V13, V18, V19, VCA4, V1452 et V1421F à partir du 
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Identification des singes 

Sexe 

V12 

Mâle 

V13 

Mâle 

V16 

Mâle 

V18 

Mâle 

V19 

Mâle 

V1421F 

Mâle 

VCA4 

Mâle 

V1452 

femelle 

Poids avant traitement (kg) 5,1 4,3 5,5 3 2,6 2,9 6,8 2,6 

DFMO 100 mg/kg 2X/j 

+ 

nifurtimox 5 mg/kg  

2X/j 

8 jours (traitement 1) 

 

 

 

NT 

 

 

 

+ 

 

 

 

+ 

 

 

 

NT 

 

 

 

+ 

 

 

 

+ 

DFMO 100 mg/kg 2X/j 

+ 

nifurtimox 5 mg/kg 2X/j 

15 jours 

(traitement 2) 

 

 

 

NT 

 

 

 

+ 

 

 

 

+ 

 

 

 

 

 

  

 

 

NT 

  

 

 

 

 

Traitement 

reçu 

Administration (jours 

après infection) 

 175 159 87 157  77 98 

Cytorachie (cellules/µL)  170 78 330 134  1150 44 LCR  

10 jours 

avant 

traitement 

Présence de 

trypanosomes 

 non oui non oui  Oui oui 

Rechute Jours après la fin du 

traitement 

 - 1 - -  25 17 

Arsobal, 3X 3 injections 

de 3,3mg/kg, IV 

(traitement 1*) 

       

+ 

 

+ 

2ème 

traitement 

mégazol, 100mg/kg/jour, 

3 jours po (traitement 2*) 

  +      

Décès Jours après infection  - - - -  - 130 

Survie Mois après traitement  3 3 6 3,5 2 5 0 

 

Tableau 10: Récapitulatif de l’évolution de l’infection à T. b. gambiense et des traitements 

administrés chez les vervets. 

NT : non traités 
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11ème jour après infection, les autres animaux (V12 et V16) ayant conservé un taux 

d’hémoglobine supérieur à 13 g/dL. 

La température corporelle s’est révélée supérieure à 38°C tout au long de l’infection, 

sans différence avec la température avant infection.  

Une faible variation transitoire de poids a été notée chez les animaux V12 et V18. Les 

autres animaux ont conservé un poids stable durant l’infection. 

Une adénopathie, localisée au niveau des nœuds lymphatiques inguinaux et/ou 

axillaires, a pu être mise en évidence à partir de la 6ème semaine post-infection chez tous les 

animaux. 

Aucune modification des rythmes cardiaque et respiratoire n’a pu être observée. Les 

électrocardiogrammes pratiqués n’ont révélé aucune anomalie du rythme cardiaque. 

La cytorachie était comprise entre 0 et 5 cellules/µL durant les 6 premières semaines de 

l’infection chez tous les animaux. Des fluctuations importantes de la cytorachie (> à 6 

cellules/µL de LCR puis à nouveau < à 6 cellules/µL de LCR) sont apparues chez les animaux 

V12, V13, V19, V1421F et V16 avant que la phase nerveuse ne soit confirmée. L’apparition 

de trypanosomes dans le LCR et/ou d’une cytorachie supérieure à 100 cellules/µL a été 

observée la première fois à partir du 53ème jour post-infection chez un animal (VCA4), puis à 

68, 81, 151, 151 et 167 jours post-infection chez les animaux V18, V1452, V16, V19 et V13 

respectivement. Les animaux VCA4 et V18 sont donc entrés en phase nerveuse très 

rapidement (confirmée par les analyses biologiqes) alors que V1452, V16, V19 et V13 sont 

d’abord passé par un stade intermédiaire avec augmentation légère de la cytorachie en 

l’absence de trypanosomes. 

 

Après traitement, la cytorachie des animaux V13, V16, V18 et V19 a diminué par 

rapport au début du traitement alors que la cytorachie du VCA4 a augmenté. En raison de 

difficultés de prélèvements, la cytorachie du singe V1452 n’a pu être vérifiée en fin de 

traitement. Huit mois après infection, deux singes (V12 et V1421F) ont une cytorachie à 

nouveau inférieure à 5 cellules/µL, sans trypanosome, après être passé par une phase 

intermédiaire, et sont considérés en phase lymphatico-sanguine (figures 10 et 11). 
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Figure 10 : Evolution de la cytorachie chez les singes verts infectés par T. b. gambiense avant et 

après traitement.  

Les traits en pointillés indiquent le jour du début du traitement. Traitement 1 : 100 mg/kg de DFMO + 5 mg/kg 

de nifurtimox, voie orale, matin et soir, 8 jours. Traitement 2 : 100 mg/kg de DFMO + 5 mg/kg de nifurtimox, 

voie orale, matin et soir, 15 jours. Traitement 1* : Administré suite à une rechute. 3,3 mg/kg de mélarsoprol, voie 

intra-veineuse, 3 jours. 3 séries de 3 séparées par dix jours de repos. Traitement 2* : Administré suite à une 

rechute. 100 mg/kg de mégazol/jour, voie orale, 3 jours. 
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Figure 11 : Evolution de la cytorachie des deux singes infectés par T. b. gambiense non traités  

 

La prise de traitement dans l’alimentation n’a posé aucun problème et a été surveillée pour 

chaque singe et à chaque prise alimentaire. 

Le DFMO donné à 200 mg/kg/jour et le nifurtimox donné à 10 mg/kg/jour, fractionnés en 

deux prises journalières pendant 8 jours, ont permis la guérison de deux animaux (V18 et 

V19) qui n’ont pas présenté de rechute 5 mois après la fin du traitement. La parasitémie avait 

disparu au quatrième jour du traitement et la cytorachie est redevenue normale 2 mois après la 

fin du traitement. Les deux autres singes traités par ce même protocole (VCA4 et V1452) ont 

rechuté 26 et 39 jours respectivement après la fin du traitement. Les manifestations cliniques 

ont montré des signes d’atteinte nerveuse avec apathie, épisodes de somnolence et parésie 

flasque ascendante. Le VCA4 présentait une cytorachie de 433 cellules/µL en l’absence de 

trypanosomes dans le LCR. La ponction lombaire n’a pu être réalisée pour le V1452. 

Les deux animaux ont alors été traités par l’Arsobal, ce qui a permis une guérison du singe 

VCA4 et une baisse de la cytorachie, alors que le singe V1452 est décédé avant la troisième 

série d’injections d’Arsobal. 

A 171 et 159 jours après infection, deux animaux ont été traités par le DFMO à 200 

mg/kg/jour et le nifurtimox à 10 mg/kg/jour fractionnés en deux prises journalières, pendant 

15 jours. Le V13 n’a présenté aucune rechute clinique, 6 semaines après la fin du traitement, 

sans aucune parasitémie ni trypanosomes dans le LCR en fin de traitement. En revanche, des 

trypanosomes ont été détectés dans le sang et le LCR du singe V16 le dernier jour du 

traitement. Sa cytorachie était de 48 cellules/µL. Le singe V16 a alors été retraité par le 

mégazol, à 100 mg/kg/jour par voie orale durant trois jours. A la fin du traitement au mégazol, 
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les trypanosomes étaient absents du sang et du LCR et le V16 n’a présenté aucune rechute 

clinique 3 mois après traitement par le mégazol (tableau 10).  
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2.5. Etudes des modifications immunologiques dans le sang et le LCR 

de patients infectés par T. b. gambiense 

2.5.1. Protocole 

La méthode de cytométrie en flux n’ayant jamais été utilisée chez des patients atteints 

de THA, nous avons réalisé cette étude préalable afin de nous assurer de sa faisabilité sur le 

terrain. Ce travail a également permis d’observer les variations intéressantes qui se produisent 

dans les sous-types lymphocytaires du sang et du LCR au cours de la maladie.  

L’objectif est d’utiliser par la suite la cytométrie en flux chez un modèle animal de 

THA afin de mieux comprendre la physiopathologie de la maladie et de tenter de mettre en 

évidence un critère diagnostique spécifique et précoce. Il était donc nécessaire, d’une part, 

d’évaluer la faisabilité de la technique sur le terrain, en vue d’une application future au cours 

des prospections, et d’autre part de se rendre compte de l’intérêt de cette technique dans 

l’étude des THA.  

Pour cela, les patients des prospections ont été inclus dans l’étude, après avoir signé un 

consentement éclairé, et classés en stade selon les critères précédemment décrits. Ainsi, nous 

avons pu disposer du sang de 2 patients en stade 1, 6 patients en stade intermédiaire et 9 

patients en stade 2. Pour le marquage des LCR, nous avons pu obtenir le LCR d’un des 2 

patients en stade 1, de 3 des 6 patients en stade intermédiaire et de 8 des 9 patients en stade 2. 

Les analyses ont été réalisées au Centre de Recherche Médicale de Franceville à l’aide d’un 

cytométre en flux (FacsCalibur, BD, France). 

Etant donné qu’aucun typage lymphocytaire n’avait été effectué précédemment pour 

cette pathologie, nous avons choisi des marqueurs lymphocytaires qui représentent les 

principales populations de lymphocytes: les lymphocytes B (CD19), les lymphocytes T (CD3) 

et leurs sous-types (CD4, CD8), les marqueurs d’activation (CD25) et les cellules Natural 

Killer (CD56) afin de suivre leur évolution au cours de l’infection. 

Ces marquages ont été réalisés d’une part sur des LCR contenant très peu de 

lymphocytes (1 cellule/µL) et d’autre part dans des conditions de travail et de conservation 

sur le terrain en Afrique, qui sont  très éloignées de celles dont on dispose dans un laboratoire. 
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Nous avons pu obtenir des données exploitables qui sont présentées ci-dessous. Bien que le 

nombre de patients soit encore insuffisant, nous avons malgré tout choisi une représentation 

des résultats sous forme d’histogrammes afin d’en faciliter la compréhension et de représenter 

visuellement les valeurs obtenues dans chaque groupe étudié. 

2.5.2. Typage lymphocytaire dans le sang 

 

Les différents sous-types lymphocytaires (lymphocytes B, lymphocytes T CD4+ et 

CD8+ et leur état d’activation marqué par la présence du CD25, cellules natural killer NK) 

n’ont pas permis de mettre des différences en évidence en fonction des stades de la maladie. 

Parmi les lymphocytes T, la sous population de CD4+ représente 30,7 ± 2,1 % et la sous-

population de CD8+ 28,1 ± 9,1 %, tous stades confondus. Une augmentation des CD8 est 

observée dans le stade intermédiaire (figure 12).  

 

 

 

 

Figure 12: Proportions des lymphocytes B et T et des cellules natural killer dans le sang de 

patients atteints de trypanosomose africaine à différents stades 

Le typage lymphocytaire a été réalisé par cytométrie en flux d’après le sang de patients en 

stade 1 (n = 2), stade intermédiaire (n = 6) et stade 2 (n = 9). L’effectif n est inscrit sur chaque 

histogramme. Chaque histogramme représente la moyenne du groupe ou les valeurs individuelles 

lorsque n est inférieur à 3. Les écart-types sont représentés par les barres supérieures. 
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2.5.3. Typage lymphocytaire dans le LCR 

 

Les analyses lymphocytaires du LCR des patients infectés ont permis de mettre en 

évidence une augmentation significative des lymphocytes B entre le stade intermédiaire et le 

stade 2 (p= 0,02). 

Les autres marqueurs de sous-types lymphocytaires (lymphocytes T CD3+, CD4+ et CD8+, 

cellules natural killer) n’ont présenté aucune différence entre les trois stades (voir figure 13). 

Dans tous les stades, les lymphocytes T CD4+ sont majoritaires (58,8 ± 19,2 %) par rapport 

aux CD8+ (10,3 ± 4,5 %) (figure 11). Aucune activation n’a pu être mise en évidence sur les 

lymphocytes T dans les 3 stades. 

 

   

Figure 13 : Proportions de lymphocytes B et T dans le LCR de patients atteints de 

trypanosomose africaine à différents stades. 

Les différences significatives entre les stades sont indiquées par des astérisques. Le typage des 

lymphocytes a été réalisé par cytométrie en flux d’après le LCR d’un patient en stade 1, et de 

patients en stade intermédiaire (n = 3) et stade 2 (n = 8). L’effectif n est inscrit sur chaque 

histogramme. Chaque histogramme représente la moyenne du groupe ou les valeurs individuelles 

lorsque n est inférieur à 3. Les écart-types sont représentés par les barres supérieures. 
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 2.5.4. Différences entre les types lymphocytaires du sang et du LCR chez les 

patients atteints de trypanosomose africaine 

Dans le sang, aucune différence significative des types lymphocytaires n’a pu être mise en 

évidence selon le stade de la maladie. Dans le LCR, on note une augmentation des 

lymphocytes B significative entre le stade 2 et le stade intermédiaire. L’état d’activation des 

lymphocytes T recherché par les marqueurs CD25 et CD28 n’a pas montré de différence entre 

les trois stades de la maladie ni dans le sang ni dans le LCR. Quel que soit le stade de 

l’infection, le rapport CD4/CD8 ne change pas dans le LCR alors qu’il est inversé dans le 

sang des patients en stade intermédiaire. 

 

2.6. Etudes des modifications immunologiques dans le sang et le LCR 

de singes infectés par T. b. gambiense 

2.6.1. Protocole 

L’utlisation du vervet pour les études anatomopathologiques et thérapeutiques a déjà 

montré l’intérêt de ce modèle. Nous avons donc choisi d’approfondir l’étude de la THA chez 

le vervet d’un point de vue immunologique en réalisant les typages des lymphocytes du sang 

et du LCR au cours d’une infection expérimentale. Les mises au point techniques de la 

cytométrie en flux et les résultats précédemment obtenus chez l’homme nous ont donné de 

bonnes indications pour réaliser ce travail. 

L’analyse cytométrique a été réalisée sur le LCR pour tous les singes ayant été infectés 

au cours de l’essai thérapeutique de l’association DFMO-nifurtimox, lorsque le prélèvement 

était possible. En effet, il est très difficile de réaliser des ponctions lombaires chez le singe 

vert. Ainsi, les LCR visiblement hémorragiques ou contenant plus de 500 hématies/µL étaient 

systématiquement écartés du protocole. De plus, les quantités de LCR prélevées étaient 

parfois très faibles et insuffisantes pour une analyse de cytométrie en flux. Ceci explique qu’à 

un temps donné, les analyses de cytométrie n’étaient pas réalisées sur tous les singes mais 

seulement chez ceux dont la ponction lombaire avait été possible et avait permis d’obtenir un 

LCR satisfaisant en qualité et en quantité (tableau 11 page 159). Les analyses ont eu lieu dans 
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le sang avant infection et avant traitement et dans le LCR mais n’ont pu être poursuivies après 

traitement pour des raisons techniques liées au cytomètre. 

Le choix des marqueurs lymphocytaires n’a pu être décidé librement mais a été 

imposé par le peu d’anticorps disponibles pour les analyses de cytométrie chez le vervet. En 

effet, les anticorps utilisés reconnaissent les marqueurs humains et croisent avec ceux des 

lymphocytes de vervets d’après la littérature. Nous avons cependant essayé de reproduire chez 

le singe les analyses effectuées chez l’homme. 
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Tableau 11 : Récapitulatif des prélèvements de LCR et des résultats principaux de l’analyse 

cytométrique effectuée dans le LCR des vervets au cours de l’infection. 

H = prélèvement hémorragique inexploitable ; - =absence ou prélèvement en quantité insuffisante 

 

 

 V12 V13 V16 V18 V19 V1421F VCA4 V1452 

Cytorachie 

(cellules/µL) 

5 3 10 

LB (%) 0,9 0 

J11 

CD8-CD45RA (%) 2,3 3,7 

- H H H 

H 

H 

Cytorachie 

(cellules/µL) 

5 6 2 9 

LB (%) 0,8 

J25 

CD8-CD45RA (%) 

H 

3,9 

- - - 

H H 

- 

Cytorachie 

(cellules/µL) 

5 0 2 19 11 6 54 

LB (%) 0,8 0,9 1,6 0,6 1,3 

J39 

CD8-CD45RA (%) 4,1 

- H 

5,2 7 

- 

7,4 3,4 

Cytorachie 

(cellules/µL) 

30 3 44 1150 42 

LB (%) 4,7 3,3 1,3 1,9 

J53 

CD8-CD45RA (%) - 

- 

H 

5,1 

- H 

5,5 0,2 

Cytorachie 

(cellules/µL) 

40 43 330 21 61 

LB (%) 4,1 0,6 3,1 1,1 

J67 

CD8-CD45RA (%) 10,9 

- 

7,3 11,9 - 

- 

- 

- 

Cytorachie 

(cellules/µL) 

30 11 21 530 44 

LB (%) 1,8 - - 3,3 

J81 

CD8-CD45RA (%) 

- 

H 

- - 

7,8 - - 4,2 

Cytorachie 

(cellules/µL) 

19 115 60 

LB (%) 7,4  1,3 

J95 

CD8-CD45RA (%) 6,5 

- - 

 6,6 

- - H 

Cytorachie 

(cellules/µL) 

25 5 24 78 3 

LB (%) 0,4  5 

J122 

 

CD8-CD45RA (%) 

- 

H 

13,3  - 

- 

- - 
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2.6.2. Typage lymphocytaire dans le sang 

Au cours du temps, une diminution significative des cellules natural killer (NK) (CD8+-

CD3nég) (p = 0,01) et de lymphocytes CD8+-CD45RA (p = 0,02) ont été mises en évidence. En 

moyenne, avant infection, le taux de CD8+-CD3nég est de 7,9 ± 5,5 % et le taux de CD8+-

CD45RA est de 16 ± 6,9 %. A J53 post-infection, la moyenne des cellules NK est de 2,8 ± 

0,3% et les CD8+-CD45RA représentent 9,9 ± 3,7 %. Les autres marqueurs des lymphocytes 

du sang (lymphocytes B CD20+, lymphocytes T CD3+, CD4+ et CD8+ et les marqueurs 

d’activation CD25+, CD28+) n’ont montré aucune variation significative au cours du temps. 

Avant infection, les lymphocytes T CD4+ sont moins nombreux (32 ± 14,6 %) que les 

lymphocytes T CD8+ (48,7 ± 16,7 %) (figure 14). Le typage lymphocytaire n’a pas été 

poursuivi dans le sang après la huitième semaine post-infection car les premiers résultats 

n’ont pas permis de mettre en évidence un marqueur sanguin du stade. 

 

 

Figure 14 : Evolution des cellules natural killer (CD8+-CD3neg) et des lymphocytes CD8+-CD45RA 

dans le sang de vervets au cours de l’infection à T. b. gambiense. 

 2.6.3. Typage lymphocytaire dans le LCR  

Onze jours après infection, la majorité des lymphocytes du LCR sont des lymphocytes T 

(82,1 ± 6,1 %) et plus particulièrement des lymphocytes T CD8+ (82 ± 6,35 %). Par la suite, 

on note une augmentation significative au cours du temps des lymphocytes B (p = 0,03), mis 

en évidence par le marqueur membranaire CD20+. Cette augmentation est observée chez les 

animaux V12, V18, V19, VCA4 et V1452. Chez les autres animaux, le taux de lymphocytes 
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B est resté inférieur à 1 % au cours de l’infection et n’a pas été considéré comme significatif. 

L’apparition des lymphocytes B dans le LCR se fait  à partir du 39ème jour post-infection 

(V19) puis chez tous les autres animaux à partir du 53ème jour post-infection. Chez tous ces 

animaux, l’augmentation des cellules B est antérieure au diagnostic de stade nerveux posé 

selon nos critères (présence de trypanosomes et /ou cytorachie persistante à plus de 100 

cellules/µL) (figure 15). Aucune corrélation entre le taux de lymphocytes B et la cytorachie 

n’a été mise en évidence. Chez les animaux V12 et V1452, aux jours 95 et 67 après infection 

respectivement,  le taux de lymphocytes B a augmenté alors que la cytorachie a diminué. Le 

typage lymphocytaire n’a pu être réalisé au-delà du 122ème jour post-infection pour des 

difficultés techniques (voir annexe 3). 
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Figure 15 : Evolution des lymphocytes B dans le LCR des vervets au cours de l’infection à T. b. 

gambiense.  

La confirmation du diagnostic de la phase nerveuse est indiquée par un astérisque. 
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Les lymphocytes CD8+-CD45RA augmentent significativement au cours du temps (p = 

0,002) sur l’ensemble des animaux. Cette augmentation est vérifiée uniquement chez les 

animaux V12, V16, V18 et V1452 (figure 16). Aucune activation, mise en évidence par une 

variation des marqueurs CD25 et CD28, n’a pu être observée sur les lymphocytes T.  

 

Figure 16: Evolution des lymphocytes T CD8+ – CD45RA dans le LCR de vervets infectés par T. 

b. gambiense 
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2.6.4. Différence entre les types lymphocytaires dans le sang et le LCR de 

vervets infectés par T. b. gambiense 

Dans le sang comme dans le LCR, les lymphocytes T de singes verts sont majoritairement 

CD8+. Dans le sang, seules une diminution significative au cours du temps des cellules NK 

(CD8+-CD3nég) et des lymphocytes T CD8+-CD45RA est observée en moyenne.  

Dans le LCR, les lymphocytes B sont absents en début d’infection et augmentent 

significativement chez 5 singes au cours de l’infection. Les lymphocytes T CD8+-CD45RA 

augmentent également de façon significative au cours du temps chez 4 animaux. 
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Discussion et perspectives 
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1. Les modèles animaux dans la maladie du sommeil 

Le modèle de la souris, fréquemment utilisé dans les études des trypanosomoses, a été 

reproduit dans notre étude pour l’essai thérapeutique du bleu de méthylène pour le traitement 

des infections à T. b. gambiense. Classiquement, la parasitémie apparaît 3 à 5 jours après 

infection et le décès survient dans le délai de 5 à 7 jours après infection. Dans notre cas, la 

survenue de la parasitémie puis celle de la mort se sont effectuées dans les mêmes délais. La 

souris s’infecte facilement par T. b. gambiense, même en l’absence de traitement 

immunosuppresseur et permet d’effectuer rapidement des études. Elle convient très bien aux 

essais thérapeutiques de la phase lymphaticosanguine. En revanche, l’aspect clinique de la 

maladie est difficile à observer étant donné le mode aigu sur lequel elle évolue chez la souris 

et la phase nerveuse est rarement atteinte (tableau 12). Pour les études anatomopathologiques 

ou les essais de traitements de stade 2, il est donc préférable d’utiliser des souches de 

trypanosomes provoquant une infection d’évolution chronique, par exemple la souche T. b. 

brucei AnTat 1.1E. 

 Le mouton avait précédemment été utilisé dans la mise au point d’un modèle d’étude 

de la maladie du sommeil chez les animaux. Ce modèle, après infection par T. b. brucei 

AnTat 1.9, développe une parasitémie dans les 10 jours suivant l’inoculation. Les signes 

cliniques sont caractéristiques: dysorexie, hyperthermie fluctuante, amaigrissement, anémie et 

chute de l’hématocrite (Bouteille et coll., 1988a). Dans le travail décrit précédemment, nous 

avons confirmé le tableau clinique et les modifications biologiques dues à l’infection à 

trypanosomes chez le mouton, puis nous l’avons utilisé au cours de l’essai thérapeutique du 

mégazol en phase lymphatico-sanguine de la maladie. Le mouton permet facilement de 

réaliser des prélèvements répétés et en quantité suffisante pour des études pharmacocinétiques 

et les prélèvements de LCR sont tout à fait réalisables sous anesthésie. L’évolution vers la 

phase nerveuse de la maladie se fait progressivement en quelques mois et permet d’étudier les 

modifications cliniques puis anatomopathologiques mais aussi l’efficacité de nouveaux 

traitements à traverser la barrière hémato-encéphalique. Le mouton constitue donc un bon 

modèle en recherche médicale humaine et vétérinaire pour l’étude des trypanosomoses des 

animaux de rente, qui restent un frein majeur au développement rural africain. Le tableau 12 
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page 170 résume les avantages et les limites du modèle du mouton dans l’étude des 

trypanosomoses. 

 

Il reste indiscutable qu’un modèle animal proche de l’homme est indispensable pour 

finaliser les essais thérapeutiques pré-cliniques mais aussi pour mieux comprendre la 

physiopathologie de la maladie humaine. Dans notre travail, nous avons choisi un modèle de 

primate non humain, le vervet d’Afrique, pour reproduire l’infection à T. b. gambiense et 

tenté de valider un modèle par rapport aux données cliniques et biologiques observées chez 

l’homme. Cette espèce de singe, qui représente déjà un bon modèle d’étude de l’infection à T. 

b. rhodesiense (Poltera et coll., 1985a; Schmidt et Sayer, 1982a), semble développer les 

signes cliniques et les modifications biologiques qui surviennent chez des personnes infectées. 

Le singe vert a permis précédemment l’étude de la pharmacocinétique du mégazol, administré 

par voie orale après infection (Enanga et coll., 2000). Dans notre étude, les paramètres 

cliniques et biologiques ont été mesurés toutes les deux semaines afin de suivre l’évolution de 

la maladie. Après infection des singes, la parasitémie est apparue dans les 10 jours suivant 

l’inoculation des parasites puis a évolué sous forme de vagues. Le délai d’apparition de la 

parasitémie et son évolution au cours de l’infection semblent être reproductibles chez le 

vervet et sont proches de ce qui est observé chez l’homme. En revanche, l’anémie, la chute de 

l’hématocrite et la perte de poids ne sont pas constantes et sont sujettes à des variations 

individuelles. Les variations de température corporelle sont difficiles à objectiver en raison du 

stress occasionné par l’anesthésie et de l’utilisation de la kétamine qui peut provoquer une 

hypothermie. D’après une étude chez le singe vert, la kétamine et le stress occasionnent des 

variations des valeurs hématologiques. L’anesthésie par un agent dissociatif tel que la 

kétamine entraîne une dépression de la fonction cardiaque qui a pour conséquence une chute 

des leucocytes et une augmentation des érythrocytes. En revanche, l’état de stress est 

responsable d’une leucocytose et d’une diminution des globules rouges. Au final, les effets 

cumulés du stress et de l’anesthésie ne semblent pas affecter de façon significative les valeurs 

hématologiques des vervets alors que les variations individuelles sont beaucoup plus 

marquées (Wall et coll., 1985). Ainsi, les résultats variables dans la formule sanguine des 

vervets de notre étude résultent essentiellement d’un phénomène physiologique chez le 

vervet.  

En revanche, l’apparition d’une cytorachie anormalement élevée (supérieure à 5 

cellules/µL) a été observée chez tous les animaux dans un délai de 6 semaines après infection. 
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Il serait possible que l’apparition de la phase nerveuse chez l’homme se fasse dans les mêmes 

délais. De plus, l’étude que nous avons mené a permis de suivre l’évolution de la cytorachie 

au cours du temps et d’observer ainsi des fluctuations importantes avec des pics à plus de 40 

cellules/µL suivis d’une cytorachie normale (< 5 cellules/µL) 15 jours plus tard. Il est possible 

que ces 2 vervets soient en phase latente avec présence de trypanosomes dans un site caché ou 

alors que les réponses immunitaires initiées dans le LCR (objectivé ici par une augmentation 

des lymphocytes B) ont permis une guérison. Cette observation peut avoir des conséquences 

importantes par rapport à ce qui se passe chez l’homme. Il s’agit de la première observation 

de ce type car nous avons placé notre seuil de diagnostic de phase nerveuse suffisamment haut 

(cytorachie>100cellules/µL et/ou présence de trypanosomes dans le LCR en l’absence 

d’hématies) pour pouvoir observer ces fluctuations et réaliser nos essais en phase nerveuse 

confirmée. Ce phénomène ne peut jamais être mis en évidence chez l’homme car les 

ponstions lombaires ne peuvent être répétées mais remettent encore plus nettement en cause 

l’utilisation de la cytorachie seule comme marqueur de stade. Ce résultat peut également 

remettre en cause la validité des essais thérapeutiques ayant pris des seuils de stade nerveux 

moins stricts.   

Les lésions anatomopathologiques de méningoencéphalite ainsi que les symptômes 

cliniques observés chez les vervets contrôles en phase nerveuse (article 3 pp128-147) 

confirment que le singe vert reproduit les caractéristiques du stade 2 de la maladie observées 

chez l’homme. Lors des rechutes, les signes cliniques d’atteinte nerveuse sont apparus sous 

forme de somnolence, d’anorexie, de parésie puis de paralysie des membres. La cytorachie 

était alors systématiquement élevée mais le trypanosome n’a pu être objectivé qu’une fois sur 

3. Après traitement, nous avons pu observer l’amélioration des signes cliniques et des 

paramètres du LCR. Seul un animal a succombé à la cure de mélarsoprol après rechute.  

Ainsi, le singe vert semble constituer un modèle d’étude valable de la trypanosomose 

humaine africaine pour les essais de traitement de stades 1 et 2 mais aussi pour les études de 

physiopathologie. Le modèle d’étude immunologique, qui n’avait pas encore été validé, a été 

testé dans ce travail et sera développé plus loin. En revanche, l’apparition de signes cliniques 

caractéristiques tels qu’une baisse de forme, une dysorexie et une perte de poids ne semble 

pas constants chez le singe vert infecté et ne doivent pas constituer les éléments de suivi 

principaux de l’infection (tableau 12). Il serait intéressant de tester la réceptivité à la 
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trypanosomose humaine africaine et le caractère pathogène chez d’autres espèces de primates 

non-humains notamment des espèces plus grandes pouvant faciliter la réalisation des 

ponctions lombaires. Le macaque stumptailed (Macaca arctoides) a déjà été utilisé dans un 

essai thérapeutique pour le traitement de la trypanosomose à T. b. rhodesiense (Raether et 

Seidenath, 1976) et pourrait constituer un modèle d’étude pour T. b. gambiense. Le macaque 

rhesus quant à lui (Macaca mulatta) est un modèle validé de la maladie de Chagas (Bonecini-

Almeida Mda et coll., 1990) mais peu de données sont disponibles sur les effets des 

trypanosomoses africaines chez cette espèce.  
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 Modèles 
d’étude pour 

Utilisation Avantages Limites Références 
(liste non exhaustive) 

Culture In vitro Trypanosomes 
de l’homme 
Trypanosomes 
des animaux 

Essais thérapeutiques 
(efficacité et 
résistances des 
souches) 
Etudes 
biomoléculaires 
Etudes biochimiques 
Etudes 
immunologiques 
 

- Culture facile 
- Résultats rapides 
 

- Risque de dégénérescence 
des souches 
 
- Etudes des interactions 
parasites-hôtes impossibles 

Baltz et coll., 1985 
Duszenko et coll., 1985 
Bouteille et coll.,  1988c, 
1988d, 1995 
Girard et coll.,  2003  
Green et coll.,  2003 

Rongeurs 
Mus musculus, 
Rattus 
norvegicus, 
Microtus 
montanus, 
Mastomys 
coucha, 
Bandicota 
bengalis, 
Cricetomus 
gambianus 

T. b. brucei  
T. b. 
gambiense 
T. b. 
rhodesiense 
T. congolense 
T. evansi 

Essais thérapeutiques 
(toxicité, 
pharmacocinétique) 
Etudes 
histopathologiques 
Etudes 
physiopathologiques 
Etudes 
biomoléculaires 
 

- Infection facile 
- Evolution rapide 
de la maladie  
- Etudes de 
l’interaction hôte-
parasite 
- Etudes de 
toxicités des 
molécules testées 
- Etudes des 
lésions 
neurologiques 
- Etudes 
comportementales 

- Prélèvements de LCR 
difficiles 
- Prélèvements de sang limités 
en quantité 
- Nécessité de traiter les 
animaux au diminazène ou à la 
suramine pour observer la 
phase nerveuse 
- Aspect clinique éloigné de 
celui observé chez l’homme 

Poltera et coll., 1980 
Jennings et Urquhart, 
1983b 
Bouteille et coll., 1988c, 
1988d, 1995 
Amole et coll., 1989  
Keita et coll., 1997 
Enanga et coll., 1998 ; 
1999 
Ojok et coll., 2002 
Darsaud et coll., 2003 ; 
2004 
Jennings et coll., 1996 

Moutons 
Ovis aries 

T. b. brucei 
T. evansi 
T. congolense 

Essais thérapeutiques 
Etudes 
immunologiques 
Etudes 
physiopathologiques 

- Infection facile  
- Evolution en 
phase nerveuse sur 
27 à 71 jours 
- Prélèvements de 
sang et de LCR 
faciles 
- Modèle d’étude 
d’une espèce 
polygastrique 
 

- Nécessité de locaux adaptés 
- Données difficilement 
transposables à l’homme 
- Difficultés à se procurer des 
réactifs spécifiques du mouton 
en immunologie  

Bouteille et coll., 1988a ; 
1988b ; 1988e 
Jauberteau et coll., 1991 ; 
1994  
Osaer et coll., 1999 
Onah et coll., 2000 
Boda et coll., 2004 
 

Singes verts 
Cercopithecus 
aethiops 

T. b. 
rhodesiense 
T. b. 
gambiense 

Essais thérapeutiques 
(toxicité, 
pharmacocinétique) 
Etudes 
physiopathologiques 
Etudes 
immunologiques 

- Infection facile 
- Evolution en 
phase nerveuse 
rapide avec T. b. 
rhodesiense 
- Possibilité de 
prélever des 
quantités de sang 
satisfaisantes  
- Modèles 
reproduisant les 
maladies 
observées chez 
l’homme 
- Possibilité de 
suivi longitudinal 
 

- Nécessité de disposer des 
locaux et du matériel adaptés 
- Difficulté à se procurer des 
animaux 
- Anesthésie systématique des 
animaux à chaque 
manipulation 
- Prélèvements de LCR 
délicats à réaliser et souvent 
hémorragiques 
- Difficulté à se procurer des 
réactifs immunologiques 
adaptés au vervet 
- Evolution en phase nerveuse 
de quelques mois à 2 ans avec 
T.b. gambiense 

Losos et Ikede, 1972 
Schmidt et Sayer 1982a ; 
1982b 
Poltera et Sayer 1983 
Poltera et coll., 1985b 
Sayer et coll., 1985 
Burri et coll., 1994 
Enanga et coll., 2000 

 

Tableau 12 : Les différents modèles expérimentaux dans l’étude des trypanosomoses. 
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2. Essais de traitements trypanocides sur différents 

modèles d’études 

2.1. Effets trypanocides du bleu de méthylène 

  

Le bleu de méthylène avait été choisi comme trypanocide potentiel en raison de son 

activité anti-protozoaire observée chez le Plasmodium (Guttman et Ehrlich, 1891; Schirmer et 

coll., 2003; Becker et coll., 2003). Il a donc d’abord été testé in vitro sur T. b. brucei AnTat 

1.9 et sur T. b. gambiense MBA afin d’évaluer sa capacité à détruire ou à inhiber la croissance 

des trypanosomes. Les résultats nous ont paru très concluants étant donné que les IC50 

obtenues chez chacune des souches étaient inférieures à 0,3 µM, ce qui est prometteur d’une 

bonne activité in vivo. Malheureusement, l’administration du bleu de méthylène per os ou par 

voie intra-peritonéale n’a permis aucune guérison chez des souris infectées par T. b. 

gambiense. La connaissance du métabolisme et du mécanisme d’action du bleu de méthylène 

permet de comprendre l’échec de son activité trypanocide in vivo. Le bleu de méthylène est  

très bien absorbé par voie orale et diffuse dans tous les tissus, y compris le système nerveux 

central (Peter et coll., 2000). Il est aussitôt pris en charge par les cellules endothéliales qui 

participent à son passage dans la circulation sanguine, puis par les érythrocytes qui effectuent 

alors une partie de son métabolisme. Le bleu de méthylène est ainsi successivement réduit et 

oxydé par les enzymes présentes dans les hématies (May et coll., 2004). Le mode d’action 

anti-paludique du bleu de méthylène réside dans sa capacité à inhiber des enzymes telles que 

la glutathion réductase et la guanine cyclase. Ces deux enzymes sont indispensables à la 

survie des parasites, en participant respectivement à l’équilibre oxydoréducteur et à la 

différenciation cellulaire du parasite (Mayer et coll., 1993; Shalaby et coll., 2001; Schirmer et 

coll., 2003). Chez les trypanosomes, la glutathion réductase est remplacée par la 

trypanothione réductase, mais les deux enzymes présentent de grandes similitudes avec des 

poids moléculaires très proches. De plus, les quinones et les nitroaromatiques possédant des 

activités trypanocides sont connus pour agir sur la trypanothione réductase parasitaire grâce à 

leur potentiel redox (Cenas et coll., 1994). D’autre part, le potentiel redox du bleu de 
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méthylène a été invoqué dans sa capacité à oxyder de manière non enzymatique le NADPH 

parasitaire (Cenas et coll., 1994; Atamna et coll., 1996; Grellier et coll., 2001). Ainsi, il est 

aisé de comprendre que le métabolisme du bleu de méthylène et les oxydoréductions dont il 

est l’objet puissent altérer son potentiel redox et ses capacités d’inhibition enzymatique. Ces 

hypothèses seraient à confirmer par des études in vitro plus approfondies de son mécanisme 

d’action trypanocide et de son métabolisme chez les mammifères. Afin de contourner les 

effets du métabolisme, il serait intéressant de procéder à des injections intra-cérébro-

ventriculaires chez des animaux en phase nerveuse dans le but de vérifier son action in situ 

sur les trypanosomes. Le rat se prête très bien à ce type d’injection et permettrait de vérifier 

l’hypothèse du métabolisme, d’autant plus qu’un modèle rat a été mis au point pour l’étude 

des trypanosomoses (Darsaud et coll., 2003). Il n’est pas exclu que le manque d’activité 

trypanocide du mégazol in vivo provienne d’un mauvais ajustement de la posologie. Il 

conviendrait de vérifier cette possibilité par un essai sur souris, avec des administrations de 

bleu de méthylène  répétées au cours du temps. 

 

2.2. Activité trypanocide du mégazol chez le mouton et le singe 

Le mégazol, d’abord étudié chez T. cruzi, a été testé pour ses actions trypanocides sur T. 

b. brucei et T. b. gambiense in vitro, puis in vivo chez la souris (Enanga et coll., 1999 ; 

Enanga et coll., 2000). Les résultats encourageants obtenus nous ont amenés à réaliser un 

essai thérapeutique chez le mouton infecté par T. b. brucei. Les objectifs étaient de pouvoir 

développer une molécule qui agirait à la fois chez l’homme et l’animal et de connaître sa 

pharmacocinétique chez les polygastriques, qui représentent la majeure partie du bétail infecté 

en Afrique. 

Les moutons, traités en phase lymphaticosanguine, ont reçu 40 mg/kg (n=6) ou 80 

mg/kg (n=5) de mégazol, en une administration unique par voie orale. Seuls deux animaux, 

traités à 40 mg/kg et 80 mg/kg, n’ont pas présenté de rechute 15 mois après traitement. Chez 

les autres animaux, la parasitémie est réapparue dans la semaine suivant le traitement. Les 

paramètres pharmacocinétiques, mesurés chez des moutons sains traités à 80 mg/kg, ont 

permis de comprendre l’efficacité variable du mégazol chez le mouton infecté. Les 

concentrations plasmatiques retrouvées ont fait preuve d’une grande variation individuelle 

dans l’absorption orale du produit. Le dosage du produit chez les animaux infectés 8 heures 

après traitement a confirmé ce phénomène : les quantités de mégazol plasmatiques étaient très 
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faibles chez tous les animaux sauf chez les deux moutons ayant guéri et qui présentaient des 

quantités de mégazol trypanocides d’après les études in vitro précédemment réalisées 

(Bouteille et coll., 1995). Seul un animal a rechuté malgré une concentration plasmatique de 

mégazol élevée. La différence d’absorption orale du mégazol selon les moutons pourrait 

s’expliquer par l’anatomie digestive particulière chez les polygastriques. En effet, après 

ingestion, le produit se répartit dans les 5 compartiments gastriques où il subit à la fois l’effet 

du métabolisme enzymatique du mouton mais aussi celui de la flore gastrique commensale 

qui diffère totalement de celle des monogastriques. De plus, le pH du rumen, de l’ordre de 

5,5, et son large volume pourraient favoriser l’accumulation des bases faibles telle que le 

mégazol (pKa 8,5) dans le compartiment stomacal (Mayer et coll., 2000). Ce phénomène, 

appelé «trapping» ionique, a déjà été constaté pour d’autres bases faibles dans le tractus 

digestif du mouton (Richez et Ruckebusch, 1979). Le mégazol serait malgré tout un produit 

intéressant à développer sous forme parentérale ou protégée pour le traitement des 

trypanosomoses animales. 

 Le mégazol a également été testé sur un modèle de primate non humain, le vervet, afin 

de juger de son efficacité sur un modèle proche de l’homme et de mettre au point la posologie 

efficace. En phase lymphatico-sanguine, le mégazol administré seul par voie orale permet de 

débarrasser les animaux de leur infection en une seule prise, sans rechute. En phase nerveuse, 

le mégazol n’a pas donné de résultats concluants chez la souris (Enanga et coll., 1998). 

Cependant, il a été montré que le mégazol peut traverser la barrière hémato-encéphalique chez 

le vervet avec des concentrations dans le LCR équivalentes à 5,5 à 10,6 % des concentrations 

plasmatiques (Enanga et coll., 2000). Nous avons donc choisi de tester l’effet trypanocide du 

mégazol par voie orale en phase nerveuse, associé à l’action de la suramine, comme cela avait 

été fait chez la souris (Bouteille et coll., 1995 ; Enanga et coll., 1998). Dans notre étude, la 

suramine est administrée après une absorption unique de mégazol. Les études précédentes 

chez la souris avaient démontré une efficacité du mégazol lorsqu’il était administré quatre 

jours de suite après administration de la suramine. Le mécanisme de l’interaction 

médicamenteuse est encore mal connu mais il avait été suggéré que l’administration de 

suramine antérieure à celle du mégazol était en cause dans l’efficacité de l’association. Dans 

ce cas, la suramine altérerait les mécanismes de transports sélectifs situés au niveau des 

cellules endothéliales et des astrocytes et faciliterait alors le passage cellulaire du mégazol 

(Enanga et coll., 1998). D’après les résultats obtenus dans notre étude, ces hypothèses seraient 

à reconsidérer. Le délai de 24 heures entre l’administration de la suramine et celle du mégazol 
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de même que les quatre doses successives de mégazol ne semblent pas indispensables pour 

guérir une atteinte nerveuse chez le singe vert. Ces premiers résultats seraient bien sûr à 

confirmer sur un plus large effectif de singes infectés et traités d’une part par le mégazol seul, 

d’autre part par l’association mégazol puis suramine.  

Bien qu’aucun effet secondaire n’ait été observé chez le mouton et chez le singe et que les 

analyses anatomopathologiques n’aient pu mettre en évidence une toxicité d’organe 6 mois et 

2 ans après traitement, il a été montré une activité potentiellement mutagène du mégazol par 

des études in vitro et in vivo (Enanga et coll., 2003 ; Nesslany et coll., 2004). Les tests des 

micronuclei sur cellules de rats et de l’analyse des métaphases sur lymphocytes humains ont 

montré une cytotoxicité et des aberrations structurales des chromosomes après exposition de 4 

à 20 heures au mégazol. Chez le rat, on observe une diminution de la multiplication des 

cellules de la moëlle osseuse après traitement par deux administrations orales de 2 g/kg/jour 

de mégazol. Ces découvertes récentes ont pour l’instant interrompu toute possibilité de 

développement de la molécule. Cependant, des dérivés du mégazol, non-mutagènes, ont 

récemment été synthétisés et leur pouvoir trypanocide a été mis en évidence chez T. cruzi 

(Carvalho et coll., 2004). Les plus efficaces d’entre eux ont une IC50 comprise entre 5,4 et 

33,2 µM (IC50 du mégazol = 9,9 µM). Ces dérivés ont été synthétisés à partir d’une 

hybridation entre le mégazol et des dérivés du guanylhydrazone. 

Nous avons alors décidé de choisir le mégazol comme traitement de rechute afin de 

juger de son efficacité dans les cas de phases nerveuses graves et résistants aux trypanocides 

actuels. Trois administrations orales de mégazol ont permis de guérir un singe ayant rechuté 

en phase nerveuse après un traitement d’essai (nifurtimox 10 mg/kg/jour et DFMO 200 

mg/kg/jour en deux prises orales durant 15 jours). La cytorachie est redevenue normale un 

mois après administration du mégazol et aucune rechute clinique ni biologique n’a été 

constatée à ce jour, deux mois après traitement. Cet essai serait à compléter sur un effectif 

plus grand avec un suivi de deux années et des études de mutagénicité in vivo. 

 

2.3. Essai de la combinaison DFMO-nifurtimox dans le traitement 

de la phase nerveuse chez le singe vert infecté par T. b. gambiense 

Afin de faciliter le développement d’une nouvelle thérapeutique, nous avons choisi de 

tester deux molécules possédant déjà une AMM et ayant des propriétés trypanocides connues. 
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D’autre part, l’objectif étant de mettre au point un traitement efficace à tous les stades, nous 

avons choisi deux molécules pouvant passer la barrière hémato-encéphalique. Le but est de 

pouvoir disposer d’un traitement efficace, peu toxique et en limitant les possibilités 

d’apparition de résistances.  

C’est pourquoi nous avons essayé de traiter les vervets en stade nerveux en utilisant le 

DFMO et le nifurtimox d’une part à demi-dose, d’autre part à quart de dose totale de celles 

utilisées chez l’homme. Le traitement a été testé par voie orale afin de disposer d’une 

thérapeutique simple d’utilisation. 

A ce jour, six singes ont été traités et trois d’entre eux ont rechuté. Les rechutes ne 

semblent pas corrélées avec la dose puisque parmi les rechutes, on compte deux des quatre 

animaux traités à quart de dose et un des deux animaux traités à demi-dose. Les deux animaux 

traités à quart de dose ont rechuté dans le mois suivant le traitement alors que le singe traité à 

demi-dose présentait une parasitémie et des parasites dans le LCR à la fin du traitement. Etant 

donné que la bonne prise du traitement et l’absence de vomissement associé ont été vérifiées, 

on peut supposer que les échecs observés proviennent des propriétés pharmacologiques de 

l’association. Les produits utilisés ont de bonnes propriétés d’absorption orale (le nifurtimox 

est une formulation pour prise orale et le DFMO est sous forme injectable mais parfois 

administrée par voie orale aux nourrissons), cependant, il est possible que chez le singe vert, 

le passage digestif se fasse plus difficilement. D’autre part, la demi-vie du DFMO étant très 

courte, le produit nécessite une administration répétée 4 fois par jour. Dans le cas de notre 

étude, afin de respecter les habitudes alimentaires des animaux et d’éviter des perturbations 

digestives, le traitement a été fractionné en deux prises quotidiennes, ce qui représente peut-

être une exposition sanguine trop courte. Les deux cas de rechute tardive ont présenté 

essentiellement des symptômes nerveux prononcés et une cytorachie élevée, en l’absence de 

trypanosome. Cependant, il est naturel de penser que l’état clinique et les modifications du 

LCR étaient dus à la présence du trypanosome dans le système nerveux central et aux 

conséquences de l’activation immunitaire. Ainsi, la persistance des trypanosomes dans le 

système nerveux central pourrait s’expliquer par une mauvaise diffusion tissulaire de 

l’association DFMO-nifurtimox qui parviendrait uniquement à éliminer les parasites sanguins. 

Ce phénomène pourrait être causé par un antagonisme des deux molécules ou encore par une 

pharmacodynamique particulière au vervet. 
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L’ensemble de ces hypothèses serait à vérifier par une étude pharmacocinétique qui 

permettrait d’évaluer le passage digestif et ses paramètres (Cmax, Tmax, demi-vie, temps de 

résidence moyen) ainsi que la concentration de chaque molécule dans le LCR afin de juger du 

passage de la barrière hémato-encéphalique. Cette étude a déjà été envisagée et les 

prélèvements de sang et de LCR ont été réalisés à cet effet mais pour des difficultés 

techniques, les dosages n’ont pas encore pu être réalisés. 

La perspective d’utiliser la combinaison DFMO-nifurtimox à doses réduites reste 

compromise actuellement étant donné l’efficacité aléatoire à traiter les infections en phase 

nerveuse. Les seuls avantages résident dans la limitation des effets toxiques par une posologie 

diminuée et dans la réduction des risques de résistance. Les éléments pharmacocinétiques, qui 

aideront peut-être à comprendre les raisons de l’échec thérapeutique chez le vervet, pourraient 

alors permettre d’adapter la posologie, la formulation ou la durée du traitement pour une 

meilleure efficacité. 
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3. Mise au point de la technique de cytométrie en flux 

dans l’étude des trypanosomoses 

Les critères de stade actuels ne sont pas satsfaisants et ne permettent pas de poser un 

diagnostic pour certains cas discordants. Nous avons donc choisi d’analyser de manière plus 

approfondie les constituants du LCR qui permettraient de mettre en évidence des 

modifications spécifiques et précoces de l’atteinte nerveuse. Le modèle du vervet infecté par 

T. b. gambiense pourrait être envisagé pour réaliser une telle étude ; de plus, il permet de 

suivre les modifications au cours du temps. Les expérimentations chez les primates non 

humains sont délicates à réaliser en raison du coût des animaux et des structures spécialisées 

nécessaires pour leur entretien. Aussi, nous nous sommes attachés à mettre au point la 

technique de cytométrie en flux chez des patients au cours des prospections afin d’évaluer la 

faisabilité et l’intérêt d’utiliser une telle technique par la suite chez le singe. Cette étude a été 

réalisée pour la première fois dans le sang et le LCR de patients atteints de trypanosomose et a 

permis d’obtenir des résultats exploitables qui ont confirmé que cette méthode est réalisable 

dans des conditions de terrain. Cependant, le nombre de patients étudiés est insuffisant et cette 

étude devrait être approfondie sur un effectif plus grand. 

Nos résultats ont montré qu’il est possible d’utiliser la cytométrie en flux pour analyser 

des LCR dès 1 cellule/µL. Ces résultats corroborent les données obtenues par Subira et coll. 

(2002) qui montrent que le typage lymphocytaire est réalisable  pour une cytorachie minimale 

de 1 cellule pour 3 µL de LCR. Cette même étude souligne l’importance de la cytométrie en 

flux pour le diagnostic précis de nombreuses atteintes neurologiques et conforte notre 

intention de l’utiliser à but diagnostic au cours de la THA.  

Dans le cas des analyses que nous avons réalisées, nous avons clairement montré une 

augmentation du taux de lymphocytes B dans le LCR des patients en stade 2 : 

- 6% stade 1 vs 55,4 ± 23,5 % stade 2, p = 0,007 ;  

- 7,9 ± 5,5% stade intermédiaire vs 55,4 ± 23,5 % stade 2, p = 0,02 
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Cette augmentation est considérée comme pathologique d’après les normes des sous-

types lymphocytaires dans les LCR humains (Kivisäkk et coll., 2003) et constitue un élément 

intéressant que nous avons donc choisi d’approfondir chez le vervet par la suite.  

D’autre part, le typage lymphocytaire observé dans le sang des patients diffère 

beaucoup de celui observé dans le LCR. Ce phénomène a déjà été souligné lors d’une étude 

(Svenningsson  et coll., 1995) qui montre que ce phénomène est physiologique et doit être 

pris en compte dans les analyses cytométriques au cours des processus pathologiques. Il sera 

donc certainement indispensable de vérifier si le vervet présente cette particularité afin d’en 

tenir compte lors de l’analyse des résultats obtenus. 

Cette étude préalable réalisée dans le sang et le LCR des patients nous a donc confirmé 

que la cytométrie pourrait être envisagée pour le suivi des vervets infectés et ce, dès le début 

de l’atteinte nerveuse. Elle nous a également donné des indications sur les sous-types 

lymphocytaires à cibler dans nos analyses. 
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4. Evolution des profils lymphocytaires du sang et du 

LCR au cours de l’infection à T. b. gambiense  

En raison de la difficulté à se procurer des primates non-humains en expérimentation 

animale, aucun groupe témoin sain n’a été utilisé mais le sang de chaque animal a été analysé 

avant infection et le LCR avant atteinte nerveuse.  

Dans le sang, aucune modification des différentes populations lymphocytaires n’a pu 

être mise en évidence chez l’homme. Chez le vervet, les populations de cellules NK et de 

lymphocytes T CD8+-CD45RA ont baissé significativement au cours de l’infection sur 

l’ensemble des animaux (NK : 7,9 ± 5,5 % avant infection vs 2,8 ± 0,3 % 53 jours après 

infection, p = 0,01 ; CD8+-CD45RA : 16 ± 6,9 % avant infection vs 9,9 ± 3,7 %, p = 0,02) 

(figure 17). Une étude récente chez le singe vert sain indique que la détection des cellules NK 

du sang se fait de manière plus sensible en dénombrant la population CD8+-CD3nég qu’en 

utilisant le marqueur de surface membranaire CD16+ (Holznagel et coll., 2002). Cette même 

étude montre que les cellules NK représentent de 7 % à 11 % de la population totale 

lymphocytaire du sang chez le singe vert non infecté. Chez les animaux de notre étude ayant 

présenté une chute du taux de NK au cours de l’infection, le pourcentage de cellules CD8+-

CD3nég est de 9,7 % ± 7,2 % au début de l’infection, confirmant les résultats précédemment 

démontrés. Après 53 jours d’infection et en l’absence de traitement, le taux de cellules NK 

chute à 2,8 ± 0,4 %. Les cellules NK produisent de l’IFN- γ et contribuent à la destruction des 

agents pathogènes (Peruzzi et coll., 2000). Ce phénomène a été observé à la fois chez des 

patients infectés par HIV-1 et chez des macaques porteurs du virus SIV et serait associé à une 

immunodépression de l’organisme (De souza et coll., 2000 ; Peruzzi et coll., 2000 ; Vowels et 

coll., 1990). Dans le cas de la trypanosomose, parmi les modifications du système 

immunitaire de l’hôte, une immunodépression apparaît et serait donc compatible avec la 

baisse de cellules NK observées chez les vervets. Chez les patients atteints de THA, nous 

n’avons pas pu mettre en évidence une chute des cellules NK, cependant, l’échantillon de la 

population étudiée n’a peut-être pas été suffisant. D’autre part, il est connu que les cellules T 

naïves (CD45RA) se différencient en cellules mémoires (CD45RO) après une stimulation 
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antigénique. La diminution de la population naïve dans le sang des singes traduirait alors le 

contact chronique des lymphocytes avec les parasites. Le phénomène de variation antigénique 

bien connu chez les trypanosomes stimule constamment les cellules du système immunitaire 

qui essaient alors d’adapter une réponse durable et efficace. 

 

 

 

 

 

jours après infection 

Figure 17 : Diminution des lymphocytes CD8+-CD45RA et CD8+-CD3nég dans le sang de 

singes verts au cours de l’infection à T. b. gambiense 

 

Ainsi, l’analyse du sang permet de témoigner d’une infection de l’organisme et de la 

réponse du système immunitaire mais ne permet pas de poser un diagnostic d’atteinte 

nerveuse lors de trypanosomose. Cette étude confirme donc la nécessité absolue d’analyser le 

LCR afin de poser un diagnostic de stade. 

Nous avons donc choisi de réaliser en parallèle le typage lymphocytaire du LCR chez 

les patients et chez les singes infectés. Le vervet est une espèce relativement difficile à 

prélever en ce qui concerne les ponctions lombaires, en raison de sa petite taille d’une part (de 

2,5 à 7 kg) mais aussi de la riche vascularisation autour des vertèbres lombaires, destinée à 

irriguer les constituants de la queue et qui rend les prélèvements hémorragiques. Pour cette 

raison, de nombreux prélèvements sont manquants et l’analyse des résultats à un temps donné 

se fait souvent sur un nombre restreint d’individus. Cependant, nous avons pu, grâce aux 

prélèvements répétés au cours du temps, mettre en évidence des éléments significatifs. Chez 

le vervet, une augmentation du taux de lymphocytes B (mis en évidence par les marqueurs 

membranaires CD19+ chez l’homme et CD20+ chez le singe) apparaît de façon significative 
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avec l’état d’avancement de l’infection (figure 18). Ce phénomène a été retrouvé chez 

l’homme entre le stade 1 et le stade 2 et entre le stade intermédiaire et le stade 2. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Augmentation des lymphocytes B dans le LCR de singes verts au cours de 

l’infection à T. b. gambiense 

 

Chez les singes de notre étude, la population majoritaire du LCR est constituée de 

lymphocytes T en début d’infection et les lymphocytes B représentent moins de 1 %. Aucune 

étude de cytométrie en flux dans le LCR de singe n’est actuellement disponible pour 

corroborer ces résultats. Par la suite, chez 5 des animaux infectés, les lymphocytes B 

apparaissent de façon significative entre le 39ème et le 53ème jour post-infection (p = 0,03). 

Cette augmentation n’est pas corrélée à la cytorachie qui diminue chez deux animaux alors 

que le taux de lymphocytes B ne cesse d’augmenter. Chez les patients, on note une 

augmentation significative des lymphocytes B entre le stade 2 et le stade 1 et entre le stade 2 

et le stade intermédiaire. Cette lymphocytose B, précédemment décrite dans le sang de 

patients atteints de trypanosomose, pourrait expliquer la présence du taux d’IgM dans le LCR. 

Chez l’homme comme chez le singe, cette augmentation apparaît avant que le diagnostic de 

phase nerveuse ne soit posé, suggérant que la réponse immunitaire dans le LCR interviendrait 

avant que les lésions nerveuses ne soient installées. L’apparition des lymphocytes B dans 

le LCR pourrait constituer un marqueur d’atteinte nerveuse précoce qu’il faudrait approfondir 

par une étude sur une plus large échelle de patients à tous les stades. 
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Le typage lymphocytaire du LCR a été complété par l’étude des sous-types de 

lymphocytes T. Chez le singe, on note une augmentation significative des lymphocytes T 

CD8+-CD45RA au cours du temps qui est vérifiée chez 4 des animaux infectés (figure 19). Les 

cellules CD8+-CD45RA sont des cellules naïves qui se différencient en CD8+-CD45RA--

CD45RO+ au contact d’un antigène et forment les cellules mémoires de l’infection. Or, il a été 

montré récemment que les cellules naïves peuvent aussi se différencier en lymphocytes CD8+-

CD45RA+-CD27- ou en CD8+-CD45RA+-CD28- après stimulation par un antigène et constituent 

alors des cellules effectrices cytotoxiques (Hamann et coll., 1999 ; Hohn et coll., 2003). 

L’augmentation du taux de lymphocytes CD8+-CD45RA+ observé dans le LCR des singes 

infectés pourraient alors provenir d’une différentiation des cellules naïves initiales en réponse 

à la présence du trypanosome. Ce sous-type cellulaire n’a pas été analysé dans les LCR des 

patients mais mériterait d’être étudié afin de confirmer ce phénomène chez l’homme et de 

détecter un éventuel marqueur spécifique et précoce du stade 2 de la maladie. En effet, chez 

les patients comme chez les singes, les marqueurs d’activation des lymphocytes T que nous 

avions choisis (CD25 et CD28) n’avaient pas permis de mettre en évidence une activation au 

cours de l’infection. Chez le singe, la recherche d’une stimulation antigénique des 

lymphocytes T a été approfondie de façon indirecte par le marquage avec le CD45RA qui s’est 

révélé intervenir dans la réponse immunitaire au cours de l’infection à T. b. gambiense.  

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Augmentation des lymphocytes CD8+-CD45RA dans le LCR de singes infectés 

par T. b. gambiense 
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pourraient constituer un élément de diagnostic supplémentaire et précoce. La chemokine 

RANTES intervient dans la chémoattraction des cellules mémoires (CD4+-CD45RO) non 

activées mais aussi des cellules CD4+ et CD8+ activées présentant un phénotype mémoire 

(CD45RO) ou naïf (CD45RA) (Schall et coll., 1990 ; Taub et coll., 1993). D’autres chémokines 

sont produites suite à l’activation des lymphocytes T seulement (IL-8) ou des lymphocytes T 

et B (MIP1-α) (Miller et Krangel, 1992 ; Vaddi et Newton, 1994; Schall et coll., 1994). L’IL-

1β est quant à elle produite, entre autres, par les lymphocytes et les cellules NK (Warner, 

1987). Parmi ces facteurs de la réponse immunitaire, IL-8, MIP1-α et IL-1β sont produits 

également par des cellules du système nerveux central (astrocytes et parfois oligodendrocytes) 

et pourraient donc être retrouvés dans le LCR en cas de pathologie telle que la 

trypanosomose. De même, la cytokine TNF-α (Tumor Necrosis Factor) est produite par les 

lymphocytes T et B activés mais aussi par les cellules NK et les astrocytes (Vilcek et Lee, 

1991 ; Ruddle, 1992). L’interféron gamma (IFN-γ) joue un rôle important dans l’infection à 

trypanosomes en favorisant la prolifération de T. b. brucei et pourrait contribuer à l’absence 

de réponse immune efficace au cours de la THA (Darji et coll., 1993 ; Uzonna et coll., 1998 ; 

Olsson et coll., 1993). Récemment, il a été montré que l’IFN-γ pourrait participer à la 

progression des parasites vers le système nerveux central par passage de la barrière hémato-

encéphalique (Masocha et coll., 2004). On a démontré également que de nombreuses autres 

cytokines telles que l’IL-6 et l’IL-10 interviennent dans la trypanosomose et sont produites 

par les lymphocytes et les cellules du système nerveux central (Lejon et coll., 2002a).  

Ainsi, la présence de lymphocytes T activés dans le LCR des singes infectés est une 

bonne indication pour poursuivre la recherche de critères précoces et spécifiques de 

diagnostic parmi les composants du système immunitaire du LCR. 

Cette étude comparative sang-LCR confirme d’une part que le sang n’est que le témoin 

d’une infection sans caractère spécifique à la trypanosomose et que la variation antigénique 

est sûrement responsable du peu de spécificité de la réponse observée. En revanche, la 

réponse immunitaire décrite dans le LCR est différente de celle du sang avec une stimulation 

des cellules naïves et une hyperlymphocytose B. 
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5. Utilisation du vervet (Cercopithecus aethiops) 

comme modèle d’étude immunologique de la 

trypanosomose humaine africaine 

Le vervet a déjà été validé comme modèle d’étude des modifications biologiques et 

cliniques de la trypanosomose à T. b. rhodesiense (Schmidt et Sayer, 1982a et b). Le modèle à 

T. b. gambiense a été utilisé dans notre travail et semble permettre les études de différentes 

natures telles que les essais thérapeutiques ou les études anatomo-pathologiques de la 

maladie. En revanche, les modifications immunologiques induites par la trypanosomose n’ont 

jamais été étudiées chez le vervet. Afin de les interpréter, il est nécessaire de connaître l’état 

physiologique des profils lymphocytaires du sang et du LCR du vervet et de comparer les 

différences avec les profils humains. La mise au point d’un tel modèle permettrait de mieux 

comprendre les dysfonctionnements immunitaires qui ont été mis en évidence chez l’homme 

et qui pourraient constituer des éléments de diagnostic de stade.  

Nous avons donc choisi d’analyser par cytométrie en flux les types lymphocytaires dans 

le sang et le LCR de singes sains avant infection et de suivre leur évolution après infection. Le 

profil lymphocytaire du sang de vervet infecté est représenté dans la figure 18. Avant 

infection, le taux de lymphocytes moyen est de 2293 ± 1026 lymphocytes/µL. En moyenne, 

les lymphocytes B représentent 7,8 ± 5,4 % (221 ± 194 lymphocytes/µL) et les lymphocytes 

T, 78,8 ± 7,2 % (1653 ± 970 lymphocytes/µL) des lymphocytes totaux du sang. Les 

lymphocytes T sont majoritairement de phénotype CD8+ à 48,7 ± 16,7 % (878 ± 501 

lymphocytes/µL) et les CD4+ représentent 32 ± 14,6 % (814 ± 514 lymphocytes/µL). D’autre 

part, chez le singe vert sain, on retrouve 9,7 ± 7,2 % (174 ± 115 lyphocytes/µL) de cellules 

natural killer (figure 20). Le double phénotype CD4+-CD8+ est présent à moins de 1% (< 17 

lymphocytes/µL). Ces valeurs sont comparables à celles précédemment décrites dans une 

étude par cytométrie en flux sur sang de vervets (Holznagel et coll., 2002). Les valeurs des 

lymphocytes B et T sont similaires aux normes sanguines chez l’homme qui sont, pour un 

total de 2000 lymphocytes/µL, de 10 à 15% de lymphocytes B (200 à 300 lymphocytes/µL) et 
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75 % de lymphocytes T (1500 lymphocytes/µL). En revanche, les proportions des phénotypes 

CD4+ et CD8+ diffèrent : en effet, chez l’homme, le phénotype CD4+ est présent en majorité à 

50 % (1000 lymphocytes/µL) alors que les CD8+ ne représentent que 25 % (500 

lymphocytes/µL) des lymphocytes totaux du sang. Cette différence entre l’homme et le singe 

vert a déjà été rapportée et la fréquence élevée de lymphocytes T CD8+ est décrite comme 

physiologique chez le singe vert (Holznagel et coll., 2002) (tableau 13). On trouve 10 à 15 % 

(200 à 300 lymphocytes/µL) de cellules natural killer.  

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Lymphocytes du sang de singes verts sains. 

Le sang a été analysé par cytométrie en flux chez huit animaux sains. 
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Tableau 13: Proportions des types lymphocytaires, déterminées par cytométrie en flux, 

dans le sang humain et de singe vert sain. 

Les données chez le singe ont été obtenues expérimentalement chez les huit singes verts de 

l’étude des modifications immunologiques au cours de la trypanosomose avant infection par T. b. 

gambiense. Les données chez l’homme sont les normes observées chez les individus sains. 

 

Avant atteinte nerveuse, l’analyse du LCR des singes a permis d’observer les normes 

lymphocytaires chez cette espèce. La cytorachie est en moyenne de 4 cellules/µL. Les 

lymphocytes B sont absents chez tous les animaux et les lymphocytes T sont majoritaires 

(82,1 ± 6,1 % soit 3,3 ± 0,7 cellules/µL). Le phénotype CD4+-CD8- est présent sur 3 ± 1 % 

(0,12 ± 0,0 cellule/µL) des lymphocytes et le phénotype CD8+-CD4- apparaît sur 71,3 ± 5,2 % 

(3 ± 1,3 cellules/µL) des lymphocytes. Le double phénotype CD4+-CD8+ représente 5,7 ± 0,2 

% (0,2 ± 0,1 cellule/µL) des lymphocytes. On retrouve 7,3 ± 0,1 % (0,3 ± 0,0 cellule/µL) de 

cellules NK (figure 21).  

Si l’on compare ces données expérimentales avec les normes lymphocytaires dans le 

LCR humain, on observe que la différence principale réside à nouveau dans la forte 

proportion de lymphocytes T CD8+ dans le LCR de vervets (tableau 14). En effet, le LCR 

d’un homme, pour une cytorachie inférieure à 5 cellules/µL, compte une majorité de 

lymphocytes T dont 83,4 ± 16 % de CD4+. Dans les deux cas, les lymphocytes B sont 

Valeurs expérimentales chez 
le singe vert sain (moyenne ± écart 

type) 

Normes chez l’homme  

% Lymphocytes/µL % Lymphocytes/µL 

Lymphocytes totaux  2293 +/- 1026  2000 

Lymphocytes B 7,8 ± 5,4 221 ± 194 10 à 15 200 à 300 

Lymphocytes T 78,8 ± 7,2 1653 ± 970 75 1500 

Lymphocytes T CD8 48,7 ± 16,7 878 ± 501 25 500 

Lymphocytes T CD4 32 ± 14,6 814 ± 514 50 1000 

Cellules natural 
killer 9,7 ± 7,2 174 ± 115 10 à 15 200 à 300 
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présents à moins de 1 % chez les individus sains et leur apparition traduit un phénomène 

pathologique (Kivisäkk et coll., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Lymphocytes du LCR de singes verts avant atteinte nerveuse. 

Les analyses ont été réalisées par cytomérie en flux chez deux des huit animaux avant atteinte 

nerveuse. 
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Tableau 14: Proportions des types lymphocytaires, déterminées par cytométrie en flux, 

dans le LCR humain et de singe vert sain. 

Les données chez le singe ont été obtenues expérimentalement chez deux des huit singes verts 

de l’étude des modifications immunologiques au cours de la trypanosomose avant atteinte nerveuse. 

Les données chez l’homme ont été obtenues à partir du LCR d’individus sains (Kivisäkk et coll., 

2003). 

Le vervet offre donc des perspectives d’études immunologiques de la maladie du 

sommeil. Cependant, son intérêt est limité par le peu de clones d’anticorps disponibles pour 

réaliser les techniques d’études immunologiques. En effet, étant donné qu’aucun réactif de 

laboratoire dirigé contre les constituants antigéniques du vervet n’est proposé sur le marché, il 

est indispensable d’utiliser les anticorps dirigés contre les antigènes humains qui croisent avec 

ceux du vervet. Cependant, il n’est jamais possible de connaître exactement le degré de 

sensibilité et de spécificité de tels anticorps. C’est pour cette raison que nous avons utilisé 

chez le vervet le CD20 pour le marquage des lymphocytes B car le CD19 que nous avions 

utilisé à cet effet chez l’homme ne permettait pas la reconnaisance des lymphocytes de vervet. 

De plus, les difficultés à obtenir du LCR imposent de disposer d’un effectif de singes 

suffisamment élevé.  

La lymphocytose B, qui est commune à l’homme et au vervet au cours de la 

trypanosomose, pourrait constituer un élément d’étude de la pathologie et un critère de 

diagnostic à approfondir. Il serait envisageable d’utiliser le singe vert dans de telles études et 

 

 

 

 

Valeurs expérimantales chez le 
singe vert sain (moyenne ± écart – 

type) 

 

Normes chez l’homme (d’après 
Kivisäkk et coll., 2003) 

Lymphocytes totaux (cellules/µL) 4 ± 1,4 < 5 

Lymphocytes B (%) < 1 < 1 

Lymphocytes T (%) 82,1 ± 6,1  

Lymphocytes T CD8 (%) 71,3 ± 5,2 11,2 ± 13,8 

Lymphocytes T CD4 (%) 3 ± 1 83,4 ± 16 

        Cellules natural killer (%) 7,3 ± 0,1  
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d’extrapoler à l’homme les données obtenues. Un test diagnostic de terrain pourrait alors être 

mis au point par l’utilisation de billes couplées à des anticorps marquées, dirigées contre le 

marqueur membranaire des lymphocytes B, qui permettrait une analyse rapide du LCR au 

cours des prospections. 
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Conclusion 

Aujourd’hui encore il est difficile de traiter les patients atteints de trypanosomose 

africaine en raison du manque de critères diagnostiques précis mais aussi du peu de molécules 

thérapeutiques disponibles. Le problème peut se résoudre soit en disposant d’un traitement 

efficace à tous les stades et peu toxique, qui permettrait de s’affranchir du diagnostic de stade, 

soit en comprenant mieux la physiopathologie de la phase nerveuse afin de mettre en évidence 

un critère précoce et spécifique qui aboutirait à la réalisation d’un test diagnostique simple et 

utilisable sur le terrain.  

Nos travaux se sont attachés à répondre à cette double problématique de la 

thérapeutique et du diagnostic biologique de la phase nerveuse.  

Nous avons tenté d’évaluer plusieurs molécules thérapeutiques qui faciliteraient le 

traitement des patients avec le moins d’effets secondaires possible. Le mégazol est très 

prometteur car il remplit les conditions idéales pour soigner cette pathologie en Afrique. En 

effet, nos résultats sont en faveur de son utilisation dans le traitement des THA. Il a prouvé 

son efficacité à tous les stades de la maladie chez le vervet infecté, par un traitement court et 

facile d’utilisation. De plus, d’après notre essai thérapeutique mené chez le mouton infecté par 

T. b. brucei AnTat 1.9, le mégazol serait utilisable en médecine vétérinaire, à condition de 

mettre au point une formulation parentérale pour contourner les difficultés d’absorption 

digestive chez les polygastriques. Son utilisation en médecine vétérinaire contribuerait à 

l’élimination des foyers persistants. Malheureusement, son pouvoir mutagène potentiel a 

stoppé son développement et les seuls débouchés de cette molécule seraient une utilisation 

exceptionnelle pour les patients en phase nerveuse avancée ou les cas de rechutes résistant à 

tout traitement. Les dérivés non-mutagènes du mégazol récemment synthétisés ouvrent à 

nouveau des perspectives d’études thérapeutiques sur les trypanosomes africains. 

Le bleu de méthylène, molécule en développement pour le traitement du paludisme non 

compliqué, a montré qu’il possède un effet trypanocide évident in vitro mais ne peut guérir 

l’infection à trypanosome chez la souris. Les résultats du travail que nous avons exposés dans 

ce mémoire mériteraient d’être approfondis par : 
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- une étude du métabolisme in vivo et du mode d’action trypanocide du bleu de 

méthylène afin de comprendre son échec, 

- des injections intra-cérébro-ventriculaires chez une espèce animale infectée en 

phase nerveuse afin de contourner les effets du métabolisme sanguin et d’observer son 

action sur les trypanosomes in situ, 

- un essai thérapeutique chez une espèce animale dont le métabolisme diffère de 

celui de la souris. 

La tendance actuelle étant de rationaliser les traitements actuellement disponibles, nous 

avons tenté l’effet de la combinaison DFMO-nifurtimox à doses réduites chez le primate non-

humain infecté. Cet essai est toujours en cours de réalisation mais les résultats préliminaires 

ne sont pas concluants, en raison des rechutes observées. Seule une étude des paramètres 

pharmacocinétiques permettrait de comprendre les échecs thérapeutiques et d’améliorer  les 

modalités d’administration de cette association. 

Nous avons ensuite cherché à améliorer le diagnostic de phase à l’aide du modèle 

animal vervet, en réalisant un typage des lymphocytes dans le sang et le LCR au cours d’une 

infection expérimentale. Pour cela, des analyses de cytométrie en flux ont été réalisées au 

préalable dans le sang et le LCR de patients infectés afin de s’assurer de l’intérêt et de la 

faisabilité de la technique. Les résultats obtenus chez les patients ont montré l’utilité de la 

cytométrie en flux pour analyser les faibles quantités de lymphocytes présents dans le LCR et 

pour tenter de dégager un critère de stade précoce et précis. C’est pourquoi nous avons réalisé 

le typage des lymphocytes du sang et du LCR chez le modèle vervet qui permet de disposer 

d’un suivi au cours du temps. Nous avons pu mettre en évidence une augmentation des 

lymphocytes B et des lymphocytes CD8+-CD45RA au cours de l’infection. Ces éléments sont à 

approfondir par une étude à plus large échelle, complétée par le dosage des cytokines 

produites par les lymphocytes et pourraient aboutir à la mise au point d’un test diagnostique. 

Ces études sont en cours de réalisation. Pour cela, le vervet semble offrir de bonnes 

perspectives d’études malgré les difficultés techniques rencontrées lors des manipulations 

chez cette espèce.  
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ANNEXE 1 

 
Consentement éclairé signé par les patients angolais de l’étude des populations 

lymphocytaires du sang et du LCR 
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ANNEXE 2 

 
 

 Plasma kinetics and efficacy of oral megazol treatment 

in Trypanosoma brucei brucei-infected sheep 
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ANNEXE 3 

 
Graphiques de cytométrie obtenus par analyse des lymphocytes du LCR des singes verts 

au cours de l’infection à T. b. gambiense. 

 

  

 


