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Si de nombreuses études portent sur la trypanosomose chez les ani-
maux domestiques, peu de recherches ont été effectuées sur la faune
sauvage d’Afrique occidentale. Les résultats préliminaires sur la com-
paraison de trois méthodes de dépistage des trypanosomes : le frottis
de sang, la détection des antigénes circulants par la technique ELISA
et Pisolement in vitro des trypanosomes par le “kit for in vitro isola-
tion” (KIVI), chez les animaux sauvages du parc national de la Comoé,
en Cote d’Ivoire, ont permis de confirmer existence de cette infection
chez ces animaux sans toutefois identifier de facon précise les espéces
de trypanosomes en cause. Des investigations ultérieures permettront
d’affiner I’identification des souches de parasites isolées par KIVI.

Mots-clés : Animal sauvage - Trypanosomose - Prévalence - Diagnostic -
Test ELISA - Prélevement sanguin - KIVI - Antigéne - Cote d’Ivoire.

INTRODUCTION

En Afrique, les trypanosomoses sont une cause importante
de morbidité et de mortalité chez le bétail, dans les zones
infestées de glossines. Si de nombreuses études portent
sur les animaux domestiques, peu de recherches ont été
effectuées sur la faune sauvage, notamment en Afrique
occidentale (2, 8, 12, 14). Il a donc paru intéressant de pro-
fiter du transfert d’'un lot d’'animaux du parc national de la
Comoé, dans une réserve de faune récemment créée, pour
effectuer des prélevements sanguins dans le but de detec-
ter d’éventuelles infections a trypanosomes. Trois
méthodes de dépistage ont été utilisées : le frottis de sang,
la détection des antigénes circulants par la technique
ELISA, et le KiVI, technique d'isolement in vitro des trypa-
nosomes qui a été utilisée avec succés pour le diagnostic
parasitologique des trypanosomoses animales et humaines
a Trypanosoma brucei (1, 19). Les résultats présentés ten-
tent de comparer ces trois méthodes. Cette étude étant tou-
jours en cours de réalisation, les données communiquées,
a ce jour, ne sont que des résultats préliminaires.
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MATERIEL ET METHODES

Région ‘

Le parc national de la Comog se situe entre 9°6 et 8°6 de
latitude nord et entre 4°4 et 3°1 de longitude ouest (carte 1).
{| s'étend entre la vallée de la Comoé a I'ouest et celle du
Mouhoun a I'est. Les frontiéres du Burkina Faso et du
Ghana se situent a quelques dizaines de km de ses limites
nord et est. Il a une superficie de 1 150 000 ha et son alti-
tude moyenne est de 300 m. Il est soumis a un climat tro-
pical subhumide soudanien de transition, mais I'extréme
partie nord-est du parc subit l'influence du climat subaride
(soudanien) sous la forme d’'une nuance climatique plus
séche. Les principales formations végétales sont la forét
claire et la savane, avec quelques flots de forét dense et
séche. La faune du parc se caractérise par une grande
variété d’'espéces, car il se trouve dans une zone de transi-
tion ou s’interpénétrent les aires de répartition d’espéces
animales ouest-africaines de savane et de forét.
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Carte 1 : Parcs nationaux et réserves de Cote d'Ivoire.
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Les prélevements

Faune sauvage

Les prélevements ont été effectués sur 164 animaux sau-
vages du parc national de la Comoé. Ces animaux ont
été captureés par trois méthodes (téléanesthésie, filets et
corrals), puis tranquillisés, soit avec le couple Immobi-
lon/Revivon® (étorphine + acépromazine/diprénorphine),
soit avec de 'Haldol® (halopéridol). Ces captures ont été
réalisées grace au concours des parcs nationaux de Céte
d’lvoire, et de I'équipe du parc national Kruger d’Afrique
du Sud.

On a ainsi prélevé 61 cobes de Buffon (Kobus kob), 19
cobes Defassa (Kobus defassa), 13 hippotragues (Hippo-
tragus equinus), 53 buffles (Syncerus caffer), 9 bubales
(Alcelaphus buselaphus), 6 phacochéres (Phacochoerus
aethiopicus) et 3 éléphants (Loxodonta africana).

Méthodes de prélevement

Les prélevements ont permis d’effectuer 99 frottis de
sang, 160 récoltes de sérum et 96 ensemencements
KIVI. Les frottis ont été réalisés par prélevement a
l'oreille, au moment de la capture. Les sérums ont été
récoltés aprés prélévement de sang sur tube sec a la
veine jugulaire des animaux (Venoject® Terumo®) et cen-
trifugation a 4 000 tours/min pendant 5 min. lls ont été
conservés a -20°C jusqu’a la réalisation des tests. Les
ensemencements KIVI ont été réalisés en prélevant du
sang sur anticoagulant (liquoide 5 p. 100 : polyanéthol-
sulfonate dans une solution saline), et en lintroduisant
dans un flacon de milieu GLSH-DCA (comprenant du glu-
cose, de la lactalbumine, du sérum et de 'hémoglobine)
(1), selon le protocole modifié par TRUC et al. (19).

Les méthodes de diagnostic

Le frottis de sang

Les frottis ont été colorés au laboratoire avec le Giemsa
dilué au 1/10e, aprés fixation dans de I'alcool méthylique.

Le test de détection des antigénes circulants par
ELISA

On a utilisé le test de détection des antigénes circulants
par ELISA, décrit par NANTULYA et LINDQVIST (17).
Les anticorps monoclonaux contre Trypanosoma brucei,
T. congolense et T. vivax, ont été gracieusement fournis
par I'International Laboratory for Research on Animal
Diseases (ILRAD) de Nairobi (Kenya).

Les plaques pour ELISA Maxisorb® (Nunc) sont mises a
incuber une nuit a 4°C avec 100 pl par puits d’'une dilu-
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tion au 1:500 de chacun des anticorps monoclonaux.
Aprés lavage, les sérums & tester sont déposés sur deux
cupules a raison de 100 pl de dilution par puits. Pour T.
brucei, la dilution des sérums est de 1:20 ; pour T. congo-
lense et T. vivax, la dilution est de 1:10. Aprés 15 min
d’incubation a température ambiante, les plaques sont
rincées et lavées une fois. Ensuite, 100 pl du conjugué
approprié, dilué au 1:1000 sont déposes par puits. Aprés
15 min d'incubation a température ambiante, les plaques
sont rincées et lavées 3 fois. La solution de substrat
(ABTS et eau oxygénée) est ajoutée a raison de 100 pl
par puits. Les plaques sont lues, apres 30 min d’incuba-
tion, sur un lecteur Labsystems Multiskan MCC/340, &
une longueur d'onde de 414 nm. A la suite d'essais préli-
minaires, les seuils de positivité retenus correspondent a
une densité optique (DO) de 0,050 pour T. brucei et T.
congolense et une DO de 0,020 pour T. vivax.

Le kit pour I'isolement in vitro de trypanosomes
(KIvl) ‘ ‘

La trousse d’isolement KIVI a été fournie par I'lnstitut de
Médecine tropicale Prince Léopold d'Anvers, enh Bel-
gigue. Elle permet de récolter des souches de trypano-
somes sanguicoles qui se multiplient, apres transforma-
tion, sous forme procyclique (1). Un flacon KIVI est
ensemencé, par animal. Ces flacons sont transportés au
laboratoire et conservés a I'étuve a 27°C. Aprés un délai
minimal de 3 jours, ils sont contrdlés par étalement d’une
goutte de sang/milieu de culture entre lame et lamelle
(Gx400) sur 20 champs. Ces contrbles s’effectuent deux
fois par semaine durant un mois, puis une seule fois
durant le deuxiéme mois. ‘

Dés qu’un flacon est positif, un repiquage est effectué a
raison de:0,1 ml de mélange sang/milieu de culture dans
2 ml de milieu semi-défini (4) supplémenté de 20 p. 100
de sérum de veau foetal et d’antibiotiques (gentamycine
200 pg/ml, pénicilline 5 000 Ul/ml). Des repiquages suc-
cessifs sont effectués en vue d’obtenir une concentration
suffisante de parasites (supérieure ou égale a antilog.
7.8, soit 6 x 107 tryps/ml). La culture de masse s’effectue
en rajoutant progressivement du milieu, jusqu’a obtention
d’'un volume total d’environ 250 ml. Les culots de para-
sites sont réalisés par centrifugation 2 11 000 g, en vue
de l'identification taxonomique des souches (dont les
résultats seront publiés ultérieurement). En cas de
concentration parasitaire inférieure a antilog. 7.8, une
cryocongélation systématique est effectuée afin de pré-
server la souche qui sera cultivée ou identifiée ultérieure-
ment selon d’autres protocoles.

RESULTATS

Les résultats sont exprimés dans les tableaux |, Il et Il
lls permettent la comparaison des trois méthodes de dia-
gnostic et I'évaluation du taux d’infection des différentes
especes animales capturées.
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Résultats combinés des trois méthodes de
diagnostic (tableau 1)

La présence de trypanosomes a été mise en évidence
chez toutes les espéces animales. Bien que les effectifs
d’animaux soient trés variables selon I'espéce, et parfois
trés faibles, les résultats obtenus donnent de forts taux
d’'infection dans I'ensemble, notamment avec les tests
KIVI et ELISA-Ag. Les hippotragues, les buffles et les
cobes Defassa semblent étre les espéces les plus infec-
tées, les pourcentages d’animaux positifs étant élevés
pour les trois techniques.

Résultats comparés des trois méthodes de
diagnostic (tableau )

Les trois méthodes de diagnostic sont comparées en ne
tenant compte que des résultats obtenus sur les mémes
animaux. Sur un effectif total de 82 animaux, des trypa-
nosomes ont été mis en évidence chez 20 p. 100 par la
méthode du frottis de sang, et chez 80 p. 100 par le test
KIVI. L'antigénémie s’est révélée positive sur 50 p. 100
de ces animaux. Les tests KIVI et ELISA-Ag présentent
une bonne correspondance dans leurs résultats, d’une
facon générale, sauf pour les cobes de Buffon.

Résultats comparés du test de détection des
antigénes circulants selon le type d’anticorps
monoclonal (tableau 1)

Chez la plupart des espéces animales étudiées, la pré-
sence d’'antigénes de Trypanosoma brucei, T. congolen-
se et T. vivax a été révélée. Chez le phacochére, aucun
antigéne de trypanosomes n’a été mis en évidence.
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DISCUSSION

Les infections a trypanosomes sur des animaux sau-
vages d’Afrique de 'Ouest ont déja été décrites (2, 8, 14)
et certains points de I'épidémiologie de la transmission
des parasites par les glossines ont été étudiés (9, 11).
L'utilisation, dans le cadre de cette étude, de trois
méthodes de diagnostic de ces infections (le frottis de
sang, la détection des antigénes circulants par ta tech-
nique ELISA et 'isolement in vitro des trypanosomes par
le test KIVI) a confirmé la présence de trypanosomes, a
des taux d’infection différents, chez les sept espéces
d’animaux sauvages capturés dans le parc national de la
Comoé. Ces animaux étaient tous apparemment en
bonne santé, mais le degré de tolérance a la trypanoso-
mose des mammiféres sauvages n’'est pas encore claire-
ment établi. En effet, si certains auteurs admettent que
les mammiféres sauvages infectés et a forte parasitémie
peuvent mourir en trés peu de temps (13), d'autres, a
partir d'infections expérimentales étudiées sur des ongu-
|és sauvages, semblent le contester (5, 10, 16, 18).

L'examen microscopique des frottis de sang a permis de
mettre en évidence, chez 17 p. 100 des animaux exami-
nés, et avec une parasitémie trés faible, des trypano-
somes du type brucei et congolénse. Des formes plus
massives pourraient correspondre|a Trypanosoma vivax,
bien qu'il soit difficile d’étre catégorique a ce sujet du fait
de la qualité des frottis. Les pourcentages obtenus
auraient été bien supérieurs si des contraintes, d’ordre
pratique, n'avaient empéché d’effectuer une recherche
des trypanosomes sanguins par la technique de centrifu-
gation en tube a hématocrite (15, 20). Ces données rejoi-

TABLEAU I Résultats combinés des trois méthodes de diagnostic (frottis, KIVI et ELISA-Ag), selon Uespéce drritnale.

Frottis KIvi ELISA-Ag
Nombre ‘
danimaux | Animaux  Nombre Pourcentage| Animaux  Nombre Pourcentage| Animaux  Nombre Pourcentage
examinés de positifs  de positifs | examinés  de positifs de positifs | examinés  de positifs de positifs
Eléphant 3 Non 3 0 0 3 2 67
Loxodonta africana fait ! ‘
Buifle 53 8 2 25 10 9 9 : 53 39 74
Syncerus caffer
Hippotrague 13 9 5 56 9 6 67 . 13 1 85 |
Hippotragus equinus j
Bubale 9 Non Non 9 3 33
Alcelaphus buselaphus fait i fait ‘ j
Cobe defassa 19 19 5 26 | 18 17 94 19 .15 79
Kobus defassa | ‘
Cobe de buffon 61 57 4 7 53 43 81 60 18 30
Kobus kob : ;
Phacochére 6 6 1 17 | 3 1 33 3 0 0
Phacochoerus aethiopicus |
TOTAL 164 99 17 17 96 76 79 160 88 55
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TABLEAU II Résultats comparés des trois méthodes de diagnostic (frottis, KIVI et ELISA-Ag), selon Uespéce animale.

Frottis KIvi ELISA-Ag
Nombre ‘
d’animaux Nombre de  Pourcentagede| Nombrede Pourcentagede| Nombrede Pourcentage de
positifs positifs positifs positifs positifs positifs

Buffle 3 1 33 3 100 3 100
Syncerus caffer ‘ j

Hippotrague 9 5 56 6 67 7 78
Hippotragus equinus ‘

Cobe defassa 18 5 28 17 94 15 83
Kobus defassa

Cobe de buffon 49 4 8 39 80 16 33
Kobus kob ‘

Phacochére 3 1 33 1 33 0 0
Phacochoerus aethiopicus

TOTAL 82 16 20 66 80 41 50

TABLEAU III Résultats comparés du test de détection des
antigénes circulants, selon le type d’anticorps monoclonal et
selon Uespéce animale.

ELISA-Ag
Nombre o "
danimatx Pourcentage d’animaux positifs
T. brucei | T. congolense | T. vivax

Eléphant 3 33 33 0
Loxodonta africana

Buffle 53 51 60 13
Syncerus caffer

Hippotrague 13 62 77 38
Hippotragus equinus

Bubale 9 22 11 0
Alcelaphus buselaphus

(Cobe defassa 19. 79 79 16
Kobus defassa

Gobe de buffon 61 10 20 7
Kobus kob

Phacocheére 3 0 0 ]
Phacochoerus aethiopicus

gnent cependant celles obtenues au ranch de gibier de
Nazinga, au Burkina Faso, ou 15,3 p. 100 des animaux
sauvages examinés ont été trouvés positifs a la trypano-
somose, et porteurs de trypanosomes des sous-genres
Nannomonas, Duttonella, Trypanozoon et Megatrypanum
(12). De méme, dans la réserve de la biosphére de la
Pendijari, au Bénin, la prévalence parasitologique était de
13,92 p. 100, et Trypanosoma congolense, T. brucei et T.
vivax ont été morphologiquement identifiés (6). En Gam-
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bie, une étude effectuée sur des phacocheéres a révéié la |
présence de trypanosomes de I'espéce T. simiae (3). . ‘

L’isolement in vitro de trypanosomes par le test KIVI a
permis I'observation de formes procycliques. Bien que
ces formes soient morphologiquement indifférenciables
entre les divers groupes, le test a fourni quelques
indices :

- 'adaptation rapide de certaines souches suggere la pré-
sence de Trypanosoma brucei; en effet, 'obtention rapide
des formes gréles en trés grand nombre est, a notre
connaissance, caractéristique de cette espéce ;

- les faibles concentrations de parasites ou les échecs
obtenus pour la culture d’autres souches pourraient
s’expliquer par la présence de Trypanosoma congolense,
de T. vivax, voire de trypanosomes de la section Sterco-

raria, les milieux de repiquage étant assez séiectifs. ‘

Ces hypothéses semblent &tre corroborées par les résul-
tats du test de détection des antigénes circulants. Pour la
plupart des animaux, ce test a reconnu les parasitémies
positives et révélé la présence d’antigénes de Trypano-
soma brucei, T. congolense et T. vivax. Chez le cobe de
Buffon, 65:p. 100 des KIVI positifs correspondent & des
antigénémies négatives. Les faibles concentrations de
parasites et les échecs obtenus pour la culture de cer-
taines de ces souches permettent de penser que les try-
panosomes détectés dans ce cas pourraient étre des |
Trypanosoma ingens (dénommés parfois T. tragelaphi),
appartenant au sous-genre Megatrypanum, des formes
de trés grande taille ayant été également observées, .
aussi bien sur le frottis que dans les primo-cultures. Ces
grands trypanosomes, non ou trés peu pathogénes, ont
été décrits chez divers mammiféres domestiques et sau- -
vages d’Afrique (7, 12).
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Dans I'état actuel de Favancement des travaux, il est dif-
ficile d’identifier, de fagon certaine, les espéces des try-
panosomes mis en évidence. L’électrophorése d’isoen-
zymes en cours permettra d’affiner I'identification
taxonomique. Il est également envisagé, en collaboration
avec d’autres laboratoires, d’utiliser des sondes spéci-
fiques d’ADN kinétoplastique, ainsi que la technique
d’Ampilification en Chaine par Polymérase (ACP). Enfin,
la transformation des formes procycliques, par le procé-
dé KIVI, étant parfois incompléte ou insuffisante en vue
de l'identification des espeéces, un passage cyclique chez
la glossine d'élevage, par exemple Glossina morsitans
submorsitans et G. tachinoides, pourrait étre effectué.
Apres dissection de la glossine, les formes procycliques
du tube digestif sont alors plus facilement cultivables.

Des trois méthodes de diagnostic de la trypanosomose,
le test KIVI apparait comme le plus sensible, beaucoup
plus que le frottis coloré, un des tests le plus habituelle-
ment employé pour le dépistage des trypanosomes. Mais
la notion de valeur diagnostique du KiVI est a prendre
avec beaucoup de prudence. Il s’agit tout au plus d'un
diagnostic parasitologique différé (au méme titre que
Fimmunofluorescence ou la détection des antigénes cir-
culants), dont la technicité et le coOt n’en font pas un test
d’enquéte classique, mais qui offre 'avantage d’isoler la
souche. Cet isolement ouvre de nombreuses perspec-
tives de recherche. On peut, par exemple, par passage
cycligue chez des glossines de laboratoire, obtenir les
métacycliques par dissection des glandes salivaires et du
proboscis, ce qui présente un intérét pour I'étude des
répertoires antigéniques. La technique ELISA de détec-
tion des antigénes circulants est, pour sa part, encore
sous évaluation et reste a étre validée.

CONCLUSION

Cette étude de la prévalence des infections a trypano-
somes chez différentes espéces d’animaux sauvages du
parc national de la Comoé en Cote d'ivoire fournit d’'ores
et déja, malgré son caractére préliminaire, des éléments
intéressants. La présence de trypanosomes a été mise
en évidence chez les 7 espéces de mammiféres sau-
vages. Divers indices font suspecter leur appartenance
aux especes Trypanosoma brucei, T. congolense et T.
vivax ; il est possible que des trypanosomes de la section
Stercoraria soient également présents.

L'utilisation des trois méthodes de diagnostic (le frottis de
sang, la détection des antigénes circulants par 'ELISA et
lisolement in vitro des trypanosomes par le KiVl) n'a pas
permis lidentification fine des trypanosomes en cause, mais
elle ouvre de nombreuses perspectives en matiére de
recherche et montre lintérét des nouvelles techniques de
diagnostic que sont 'ELISA et le KIVI. Des investigations,
en cours actuellement, permettront d'affiner I'identification
taxonomique des souches de trypanosomes isolées.
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A pesar de la gran cantidad de estudios realizados sobre la tripano-
somosis en los animales domésticos, muy pocos estudios se han lleva-
do a cabo sobre la fauna bravia de Africa occidental. Los resultados
preliminares sobre la comparaciéon de tres métodos' diagnosticos de
deteccion de tripanosomas (frotis sanguineo, deteccion de antigenos
circulantes mediante el ELISA y aislamiento in vifro de los tripano-
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animales, sin por eso permitir la identificacién precisa de las especies
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