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■ INTRODUCTION

De nos jours, le diagnostic des trypanosomoses animales afri-
caines (TAA), parasitoses responsables de pertes considérables
dans la production animale en Afrique sub-saharienne, repose sur
trois groupes de techniques : parasitologiques, séro-immunolo-

giques et moléculaires. Le principe des méthodes parasitologiques
est basé sur l’observation directe, au microscope, des trypano-
somes chez leurs différents hôtes. La fiabilité de ces techniques
provient de la mise en évidence des infections actives, leur confé-
rant les avantages d’un diagnostic de certitude. Leur inconvénient
majeur est le manque de sensibilité, car elles ne permettent pas de
déceler chez l’hôte vertébré, dans les meilleures conditions, moins
de 100 trypanosomes/ml de sang pour la technique de double-cen-
trifugation (48).

Les techniques séro-immunologiques les plus utilisées reposent
sur la mise en évidence, par la technique ELISA, d’anticorps sé-
crétés par l’hôte en réponse à l’infection, ou d’antigènes circulantsR
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Résumé

La technique PCR (polymerase chain reaction ) a été utilisée pour
l’identification des trypanosomes chez des glossines et des bovins infectés
provenant de la zone d’aménagement pastoral de Yalé, au sud du Burkina
Faso. Sur les 84 intestins moyens parasitologiquement positifs de Glossina
tachinoides qui ont été analysés, 50 ont pu être identifiés par PCR
(Trypanosoma congolense types « savane » et « forêt », T. simiae et T. vivax).
Chez les bovins, la technique PCR a révélé la prédominance de T. congolense
« savane » et de T. vivax. Le taxon « forêt » de T. congolense n’a pas été
détecté chez le bétail. Certains animaux aparasitémiques mais suspects ont
montré des signaux positifs par PCR avec les amorces spécifiques de
T. congolense « savane ». Ces résultats confirment le haut intérêt de la
technique PCR pour révéler les pauci-infections et les infections mixtes chez
les différents hôtes. A la lueur d’applications comparables publiées
précédemment, cette étude montre l’apport des outils de la biologie
moléculaire pour la mise en évidence des relations complexes d’affinité des
taxons « savane » et « forêt » de T. congolense vis-à-vis de leurs vecteurs, mais
aussi vis-à-vis de leurs hôtes vertébrés, conférant vraisemblablement à ces
marqueurs moléculaires la valeur de marqueurs de pouvoir pathogène. Les
points relatifs à leur valeur diagnostique et leur contribution pour mieux
appréhender les relations parasites-hôtes pour une lutte plus efficace sur le
terrain sont discutés.

Mots-clés

Bovin - Glossina - Trypanosomose -
Trypanosoma congolense - Trypa-
nosoma simiae - Trypanosoma vivax -
Amplification chaîne polymérase -
Sonde moléculaire - Relation hôte
pathogène - Vecteur de la maladie -
Epidémiologie - Burkina Faso.

1. CIRAD-EMVT, Campus international de Baillarguet, BP 5035, 
34032 Montpellier Cedex 1, France

2. CIRDES, 01 BP 454 Bobo-Dioulasso 01, Burkina Faso

3. ORSTOM-LEMV, BP 5045, 34032 Montpellier Cedex 1, France

Retour au menuRetour au menu



consécutifs à la lyse des agents pathogènes par les défenses immu-
nitaires de l’hôte. Le test ELISA de détection des anticorps chez
l’hôte vertébré se montre efficace pour l’analyse de nombreux
échantillons de sérums au cours d’études épidémiologiques de
grande ampleur (4). Un test ELISA de détection des antigènes per-
mettant, à la différence du précédent, de révéler les infections pré-
coces et actives, est en évaluation depuis quelques années (3, 9)
mais pose des problèmes de sensibilité et de spécificité (10, 11).

En complément des nombreuses recherches sur l’amélioration des
techniques parasitologiques et séro-immunologiques pour le dia-
gnostic des trypanosomoses animales, les techniques moléculaires
offrent de très intéressantes perspectives et sont de plus en plus
fréquemment utilisées pour la détection et l’identification des pa-
rasites chez les différents hôtes. Des séquences spécifiques ont été
localisées dans l’ADN génomique des parasites pour différencier
les principaux trypanosomes pathogènes et différentes techniques
ont été développées pour les révéler (28, 29). L’application de
sondes spécifiques par la technique d’hybridation moléculaire
chez les glossines (14, 22, 27, 30) et les bovins (37) a été peu à
peu remplacée par la technique PCR (polymerase chain reaction)
(44), qui consiste à mettre en évidence les mêmes régions dans le
génome des parasites, non pas par hybridation moléculaire, mais
par amplification génique in vitro. Par son principe, cette tech-
nique offre des possibilités inégalables en terme de spécificité et
de sensibilité. Elle est néanmoins encore délicate à maîtriser en
tant qu’outil de diagnostic de routine. Etant donné que la Taq
Polymerase est très sensible à de nombreux facteurs, notamment
les éléments sanguins et leurs dérivés, une purification correcte
des échantillons est primordiale afin de limiter les inhibitions de
l’amplification. Quelques techniques simples de traitement des
échantillons, alternatives à la procédure fastidieuse de l’extraction
d’ADN, ont montré d’excellents résultats (30, 38, 46, 50).

Transférées au CIRDES (Centre international de recherche-déve-
loppement sur l’élevage en zone subhumide) en 1992, ces biotech-
nologies, après une période d’adaptation, ont été utilisées à
plusieurs reprises en conditions naturelles (42, 46, 47). L’étude
présentée ici se situe dans la lignée des travaux entrepris antérieu-
rement sur le terrain au Burkina Faso. Elle a été réalisée dans le
cadre d’un programme de lutte contre les trypanosomoses, engagé
dans la zone d’aménagement pastoral de Yalé, située dans la pro-
vince de la Sissili, au sud du pays. Son intérêt, grâce aux biotech-
nologies, est d’apporter aux connaissances acquises par les
techniques classiques des éléments supplémentaires de compré-
hension sur la nature et la circulation des trypanosomes patho-
gènes dans ce foyer actif de la maladie. Les résultats de ce travail
ont été comparés à d’autres obtenus en conditions naturelles et ex-
périmentales et les implications d’ordre fondamental et appliqué
sont alors discutées. 

■ MATERIEL ET METHODES

Contexte de l’étude

Les échantillons ont été récoltés au cours des missions des équipes
de l’Unité de lutte contre les maladies parasitaires et leurs vecteurs
du CIRDES (2), dans le cadre d’un programme de lutte contre les
trypanosomoses, responsables à l’époque d’une régression alar-
mante du cheptel bovin dans la zone d’aménagement pastoral de
Yalé, située dans la province de la Sissili, au sud du Burkina Faso.

Situation géographique
La province de la Sissili est située dans la zone climatique sud-
soudanienne qui regroupe les régions localisées à l’ouest et à l’est

du Mouhoun. La zone sud-soudanienne est constituée de forêts
claires et de savanes traversées de galeries forestières, véritables
formations hygrophiles plus ou moins denses, plus ou moins
larges, composées d’essences diverses. La végétation est fortement
influencée par les feux de brousse.

Les sites de prospection se situent à proximité du ranch de gibier
de Nazinga qui est localisé aux environ de 11° 9’ de latitude N et
1° 30’ de longitude O. Il abrite l’un des derniers noyaux de faune
sauvage du pays : Sylvicapra grimmia L. (céphalophe de Grimm),
Ourebia ourebi Zimmermann (ourébi), Hippotragus equinus
Desmarest (hippotrague), Loxodonta africana Brummenbach (élé-
phant), Phacocherus aethiopicus Pallas (phacochère), Tragelaphus
scriptus Pallas (guib harnaché), Kobus ellipsiprymnus Ogilby (cob
defassa), des singes, quelques carnivores et de nombreux reptiles
(crocodiles, varans, serpents).

Trois espèces de glossines occupent cette zone. G. tachinoides,
prédominante, G. palpalis gambiensis et G. morsitans submorsi-
tans. L’espèce dominante en effectif, capturée le long des lignes
de drainage dans les zones de contact glossines-troupeaux de bo-
vins, fut G. tachinoides.

Récolte des échantillons de glossines

Les glossines ont été capturées grâce à deux types de piège : le
piège biconique Challier-Laveissière, décrit en 1976 (24), et le
piège monoconique « Vavoua » (25). Les insectes ont été dissé-
qués selon la technique classique (17). Afin d’éviter les contami-
nations, les instruments de dissection ont été soigneusement
nettoyés entre les mouches et entre les organes de chaque mouche,
à raison d’un bain dans de l’eau de Javel et d’un bain dans de l’eau
distillée. Après observation microscopique du proboscis, des
glandes salivaires et de l’intestin moyen pour la recherche des try-
panosomes, les organes des individus positifs ont été repris et sus-
pendus dans 50 µl d’eau stérile. Quatre-vingt-quatre
G. tachinoides ont ainsi été retenues, parmi lesquelles un seul indi-
vidu présentait une infection mature (présence de trypanosomes à
la fois dans l’intestin moyen et le proboscis), les autres mouches
arborant toutes des infections de l’intestin moyen uniquement.

Récolte des échantillons de bovins

Les échantillons de sang de bovins infectés ont été prélevés au
cours du suivi sanitaire des 200 à 300 bovins répartis dans les dif-
férentes unités de la zone d’aménagement pastoral de Yalé. La
centrifugation d’un microtube capillaire rempli du sang de chaque
animal a permis la lecture de l’hématocrite, indice significatif de la
trypanosomose chez les bovins. Ensuite, le buffy coat (49) a été
étalé entre lame et lamelle et examiné à l’état frais au microscope
en contraste de phase pour la recherche des trypanosomes. Un se-
cond tube capillaire a été préparé à partir du sang des animaux pa-
rasitologiquement positifs, et le buffy coat récupéré dans un tube
Eppendorf contenant 50 µl d’eau stérile pour l’analyse par PCR.

Quatre-vingt-douze échantillons ont ainsi été retenus, dont 44
étaient parasitologiquement positifs. Les 48 cas restants ne pré-
sentaient aucun trypanosome à l’observation microscopique du
buffy coat.

Préparation des échantillons

Les suspensions contenant les intestins moyens de glossines et les
buffy coat de bovins ont été purifiés selon une technique basée sur
l’utilisation d’un kit commercial de purification des échantillons
biologiques (Ready Amp™ genomic purification kit, Madison,
WI, USA) (38). 
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Les suspensions contenant les proboscis dans 50 µl d’eau stérile
ont été simplement agitées énergiquement, sans aucun traitement
préalable, dans le but de faciliter la libération des trypanosomes
dans le liquide environnant. 

Deux à 3 µl du surnageant de chaque échantillon après traitement
ont été ensuite ajoutés au tampon réactionnel pour l’identification
des trypanosomes par PCR.

PCR

Le protocole de la technique PCR émane de celui qui fut initiale-
ment mis au point par Masiga et coll., 1992 (33), dans un volume
réactionnel de 25 µl composé des réactifs suivants (concentration
finale) : 10 mM Tris-HCl pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2,
200 µM de dNTPs, 100 ng/µl d’amorces, 1,25 unités de Taq
Polymerase et 2 à 3 µl d’ADN. Les amorces oligonucléotidiques
utilisées au cours de cette étude figurent dans le tableau I. 

Une étape de dénaturation initiale à 92°C pendant 5 min a été sui-
vie de 30 cycles, avec pour chacun trois étapes successives : une
étape de dénaturation à 94°C pendant 1 min, une étape d’hybrida-
tion des amorces à 56°C pendant 1 min et une étape d’élongation à
72°C pendant 1 min. Le programme s’est achevé par une élonga-
tion terminale à 72°C durant 5 min. Un volume de 10 µl de chaque
échantillon a été ensuite révélé par électrophorèse dans un gel à
2 p. 100 d’agarose teinté au bromure d’éthidium, et observé sous
lumière UV. La fiabilité de chaque réaction d’amplification a été
contrôlée par un témoin positif (adjonction au volume réactionnel
de 50 pg d’ADN purifié de la souche clonale de référence) et un
témoin négatif (tampon réactionnel contenant tous les constituants
nécessaires à l’amplification, mais sans ADN cible). 

Les échantillons de glossines ont été analysés par PCR en utilisant
les amorces spécifiques de T. congolense types « savane », « forêt »,
« Kilifi » et « Tsavo », T. simiae, T. brucei sensu lato et T. vivax.

Les échantillons de bovins ont été testés avec les mêmes amorces,
à l’exception de celles reconnaissant T. simiae. Une prospection
plus restreinte, dirigée sur les types « savane » et « forêt » de
T. congolense, T. vivax et T. brucei s. l., a été menée sur les échan-
tillons parasitologiquement négatifs. 

■ RESULTATS

Analyse des échantillons de glossines

Parmi les 84 intestins positifs testés (positifs par les techniques pa-
rasitologiques), 50 (59,5 p. 100) ont pu être identifiés par PCR.
Les taxons mis en évidence sont T. congolense types « savane » et
« forêt », T. simiae et T. vivax. Des infections mixtes associant
T. congolense types « savane » et « forêt », T. congolense type
« savane » et T. simiae, T. simiae et T. vivax, ont également été ré-
vélées (figure 1).

Une amplification spécifique de T. simiae et de T. vivax a été obte-
nue à partir des métacycliques présents dans le seul proboscis
trouvé infecté par l’examen microscopique. La présence de T. simiae
a aussi été révélée dans le contenu intestinal de la même glossine.

Parmi les 34 infections intestinales qui n’ont pu être caractérisées,
certaines ont entraîné des réactions d’amplification atypique avec
les amorces spécifiques de T. brucei s. l. (séquence « ingi »). Ce
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Tableau I

Amorces utilisées et taille des produits d’amplification attendus

Espèce/taxon Séquence oligonucléotidique Taille de Référence
l’amplification

(pb)

T. congolense ILO344 : 5' CGAGCGAGAACGGGCAC 3' 320 Majiwa et Otieno, 1990
« savane » ILO345 : 5'GGGACAAACAAATCCCGC 3' (Mol. Biochem. Parasitol.)

T. congolense TCK1 : 5' GTGCCCAAATTTGAAGTGAT 3' 294 Masiga et coll., 1992
« Kilifi » TCK2 : 5'ACTCAAAATCGTGCACCTCG 3' (Int. J. Parasitol.)

T. congolense TCF1 : 5' GGACACGCCAGAAGGTACTT 3' 350 Masiga et coll., 1992
« forêt » TCF2 : 5' GTTCTCGCACCAAATCCAAC 3' (Int. J. Parasitol.)

T. congolense ILO892 : 5' CGAGCATGCAGGATGGCCG 3' 400 Majiwa et coll., 1993
« Tsavo » ILO893 : 5' GTCCTGCCACCGAGTATGC 3' (Parasitology)

T. simiae TSM1 : 5' CGGTCAAAAACGCATT 3' 437 Majiwa et Otieno, 1990
TSM2 : 5' AGTCGCCCGGAGTCGAT 3' (Mol. Biochem. Parasitol.)

T. brucei ILO342 : 5' GATCCGCAGCCGGGCCTG 3' 1 530 Kimmel et coll., 1987
« ingi » ILO242 : 5' CCGCGGTGGCTCCTTCCC 3' (Mol. Cell. Biol)

T. vivax TVW1 : 5' CTGAGTGCTCCATGTGCCAC 3' 150 Masiga et coll., 1992
Afrique de l’Ouest TVW2 : 5' CCACCAGAACACCAACCTGA 3' (Int. J. Parasitol.)
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Figure 1 : trypanosomes identifiés par PCR dans l’intestin 
moyen de C. tachinoides (n = 84), zone d’aménagement pasto- 
ral de Yalé, Burkina Faso. 

T.c.s. : T. congolense type n savane » ; T.c.f. : T. congolense 
type n forêt u; T.s. :T. simiae; T.v. :T. vivax. 

signal a été constaté sur plusieurs échantillons intestinaux testés 
avec ces amorces, ce qui pourrait témoigner de la présence d’un 
trypanosome « inconnu » commun à plusieurs glossines. 

Parmi les 83 proboscis trouvés indemnes de trypanosomes au mi- 
croscope, 8 ont montré des signaux d’amplification par PCR, dont 
2 à T. congolense type « savane », 2 à T. simiae et 4 à T. vivax. 

Analyse des échantillons de bovins 

Parmi les 44 prélèvements de sang infecté, l’identification parasi- 
tologique des trypanosomes a révélé 26 cas d’infection à T. congo- 
lense, 17 à T. vivax, et 1 infection mixte à T. congolense et 
T. vivm. Aucune infection à T. brucei n’a été observée. 

Sur les 26 infections du type Nannomonas, 22 (84,6 p. 100) ont été 
identifiées par PCR comme appartenant à T. congolense type « sa- 
vane » ; sur les 17 infections du type Duttonella, 7 (41,l p. 100) 
seulement ont pu être confirmées par PCR. Quatorze échantillons 
(4 infectés par T. congolense et 10 par T. vivax) n’ont donc donné 
aucun signal d’amplification avec les amorces utilisées. La pré- 
sence de T. vivax n’a pas été confirmée par PCR dans l’échantillon 
où une infection mixte à T. congolense et T. vivax avait été préala- 
blement observée au microscope. 

Sur les 48 cas parasitologiquement négatifs, 7 ont donné des si- 
gnaux d’amplification avec les amorces spécifiques de T. congo- 
lense type « savane ». Sur ces 7 animaux, 5 présentaient un 
hématocrite inférieur à 25, valeur limite correspondant à un état 
encore physiologiquement satisfaisant, les deux bovins restants 
ayant respectivement un hématocrite de 26 et 27. 

Les techniques parasitologiques n’ont pas révélé T. brucei, ce que 
confirme la technique PCR : aucun signal n’est apparu avec les 
amorces spécifiques du sous-genre Trypanozoon (tableau II). 

n DISCUSSION 

Le faible taux d’infections matures chez G. tachinoides corrobore 
des observations déjà décrites sur le terrain (41), confirmées ré- 
cemment au laboratoire (39,40,41). La majorité des glossines in- 
fectées avaient un âge supérieur à 30 jours. Sachant que la durée 
moyenne du développement cyclique de T. congolense est de 14 
jours environ et celle de T. vivax de 10 jours environ, la majorité 

des infections acquises au moment du premier repas sanguin (la 
réceptivité d’une glossine étant fortement liée à son état ténéral) 
devrait théoriquement avoir atteint le stade infectant. Il est donc 
probable que le fort taux d’infections immatures soit plus associé à 
des incompatibilités physiologiques entre les trypanosomes et les 
glossines étudiées. 

La majorité des infections intestinales identifiées par PCR sont 
causées par des trypanosomes appartenant au sous-genre 
Nannomonas (T. congolense types « savane » et « forêt », T. simiae) 
qui arrivent difficilement à maturité, comme en témoigne le très 
faible pourcentage de proboscis infectés. Parmi les glossines ana- 
lysées par PCR, la seule qui présentait des trypanosomes dans la 
trompe s’est avérée infectée à la fois par T. vivax et par T. simiae. 
La notion selon laquelle les glossines du groupe palpalis sont ré- 
putées être des vecteurs peu efficaces des trypanosomes du sous- 
genre Nannomonas mérite d’être nuancée dans certaines 
situations. Force est de constater qu’un nombre non négligeable 
d’infections à T. simiae ont été détectées, corroborant d’autres ré- 
sultats récents révélant aussi sa présence, en terme d’infections 
matures, dans certaines populations de G. p. gambiensis et de 
G. tachinoides peuplant les bordures du Mouhoun, au Burkina 
Faso (47). 

La proximité du ranch de gibier de Nazinga implique des ren- 
contres permanentes ou saisonnières entre les populations de glos- 
sines et la faune sauvage qui sillonne les alentours de la zone 
agro-pastorale. Les suidés domestiques et sauvages forment un ré- 
servoir naturel de trypanosomes, dont T. simiae qui est particuliè- 
rement inféodé à ces mammifères (7). La présence de T. simiae 
dans les organes de G. tachinoides résulte probablement de 
contacts fréquents avec cet hôte dans les gîtes favorables. Cette es- 
pèce oriente facilement ses attaques vers les porcs domestiques 
des villages autour desquels elle abonde (1, 24) et vers les suidés 
sauvages dans les zones moins anthropisées (16). Il est bien connu 
que l’opportunisme alimentaire de G. tachinoides lui confère des 
capacités d’adaptation aux périodes de restriction temporaire en 
hôtes nourriciers habituels, d’où les variations saisonnières des 
préférences trophiques fréquemment constatées (5, 23, 24). Les 
reptiles, tout particulièrement les varans et les crocodiles, connus 
comme hôtes nourriciers communs de G. tachinoides (24), héber- 
gent des trypanosomes inoffensifs pour les mammifères (T. va- 
rani, T. grayi-Me) (35), dont le cycle évolutif est postérograde, 
avec un développement limité à l’intestin des vecteurs. L’analyse 
des repas de sang d’un échantillon de G. tachinoides originaire de 
la même région a montré que 55 p. 100 de ces repas provenaient 
de reptiles (Bauer B., Comm. pers.). Une fraction des infections in- ; 
testinales chez G. tachinoides relève probablement de ces trypano- $ 
somes, présomption confortée par le nombre élevé d’infections 7 
intestinales qui n’ont pu être caractérisées avec les marqueurs mo- E 
léculaires utilisés. 51 . 
Il est tentant d’avancer l’hypothèse que T. congolense type « forêt » 
dispose d’un spectre d’hôtes vertébrés différent de celui du taxon 

k 
V: 

« savane ». Alors que sa présence a été détectée à plusieurs re- g 
prises chez G. tuchinoides, il est totalement absent des prélève- b 
ments de bovins, ce qui pourrait conforter l’hypothèse d’un m 
pouvoir pathogène plus faible que celui de T. congolense type 4 
« savane » pour les bovidés. La circulation de ce taxon dans cette ‘? 
région pourrait alors être liée à la faune sauvage, comme le guib $ 
harnaché, connu pour être très souvent sollicité (24, 34). L’hypo- 2 

. thèse selon laquelle les populations locales de phacochères sont 
également un réservoir naturel de ce parasite mériterait d’être étu- 

& 
‘W 

diée, d’autant que la majorité des souches connues isolées anté- 
rieurement proviennent de porcs domestiques (14,33,45). 
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L’identification de T. vivax dans le contenu intestinal de plusieurs
glossines témoigne vraisemblablement de l’absorption récente
d’un repas sanguin prélevé sur un animal infecté, compte tenu du
fait que le cycle de T. vivax est limité à la région cibariale et au
proboscis des glossines (36). Cette constatation pose le problème
de la positivité du test, suite à l’amplification par PCR d’ADN de
trypanosomes récemment ingérés ou de résidus de trypanosomes
subsistant dans l’intestin des glossines. La fréquence de tels résul-
tats peut entraîner des interprétations épidémiologiques erronées,
notamment dans les foyers actifs de trypanosomose où les contacts
glossines-hôtes vertébrés sont fréquents. Il serait d’un grand inté-
rêt de quantifier expérimentalement chez la glossine les infections
intestinales avortées et détectables par PCR, afin d’apporter plus
d’objectivité à l’interprétation de certains résultats de terrain. 

Plusieurs infections mixtes avec les deux taxons de T. congolense
ont été détectées chez G. tachinoides. Cette espèce de glossine af-
fectionne une gamme variée de biotopes alors que la majorité des
glossines du groupe palpalis sont plutôt riveraines. La présence
concomitante de ces deux taxons a déjà été décrite chez G. longi-
palpis en Côte d’Ivoire (46) et chez G. pallidipes (50) au
Zimbabwe. Ces glossines, bien qu’appartenant au groupe de
G. morsitans qui réunit en majorité des espèces savanicoles, se
distinguent par une plus grande ubiquité des gîtes occupés. La
niche écologique de ces espèces, ni strictement savanicoles, ni
strictement ripicoles, favorise la diversification des sources de

nourriture, et en conséquence l’hétérogénéité parasitaire observée
chez ces populations de vecteurs. Certains auteurs ont suspecté
l’existence de relations d’affinités associant les glossines du
groupe morsitans et le type « savane » de T. congolense, et le
groupe palpalis et le type « forêt » de T. congolense (27). Il sem-
blerait en fait que ce modèle hypothétique soit plus complexe : le
taxon « forêt » serait transmis plus spécifiquement par les espèces
de glossines vivant dans les biotopes humides et le type « savane »
aurait un spectre vectoriel moins restrictif. Dans les zones infes-
tées uniquement de glossines riveraines ou forestières (27, 45,
I. Morlais, comm. pers.), seul le type « forêt » circulerait. Le type
« savane » prédominerait dans les aires de savane mais il serait
également transmis par de nombreuses autres espèces de glossines
aux niches écologiques plus diversifiées. Les espèces de glossines
ni strictement savanicoles (c’est le cas de G. longipalpis et de
G. pallidipes dans le groupe morsitans ), ni strictement forestières
(c’est le cas de G. tachinoides dans le groupe palpalis) pourraient
transporter simultanément ces deux taxons, alors qu’ils auraient
tendance à s’exclure mutuellement chez les espèces de glossines
aux caractéristiques écologiques plus tranchées (figure 2). 

Ces observations sont à rapprocher des différences de virulence
chez les mammifères domestiques abordées précédemment, le
taxon « forêt » apparemment prédominant chez le porc domestique
élevé surtout dans les régions forestières, le taxon « savane » pa-
raissant plus pathogène pour les bovidés, surtout élevés dans les
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Tableau II 

Bilan de l'analyse par PCR des infections observées en microscopie dans les organes de G. tachinoides
(zone d’aménagement pastoral de Yalé)

Intestins positifs par Intestins positifs par PCR Identification Nombre de 
examen parasitologique chaque parasite

T. c. s. 23 (46 %)
T. s. 12 (24 %)

T. c. f. 4 (8 %)
50 (59,5 %) T. c. s. + T. c. f. 4 (8 %)

T. v. 3 (6 %)
T. c. s. + T. s. 2 (4 %)

84 T. s. + T. v. 2 (4 %)

Intestins négatifs 
par PCR

34 (40,5 %) non identifiés

Proboscis positifs par Proboscis positifs par PCR Identification Nombre de
examen parasitologique chaque parasite

1 1 T. v. + T. s.

Proboscis négatifs par 
examen parasitologique

T. c. s. 2 (25 %)
83 8 (9,6 %) T. s. 2 (25 %)

T. v. 4 (50 %)

T.c.s. : T. congolense type « savane » ; T.c.f. : T. congolense type « forêt » ; T.s. : T. simiae ; T.v. : T. vivax
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écologie des vecteurs 

G. m. submorsitam G. longipalpis 

b 
écologie des parasites 

Dessin de la glossine : F. D’Amico, 1993 

Figure 2 : relations d’affinité entre les taxons « savane » et 
« forêt » de T. congolense et les espèces de glossines en fonc- 
tion de leur habitat : schéma représentant les tendances qui se 
dégagent d’après les observations sur le terrain. Les glossines de 
zones sèches transmettraient préférentiellement T. congolense 
« savane » (à gauche), les glossines de zones humides transmet- 
traient préférentiellement T. congolense « forêt » (à droite), les 
glossines ni strictement savanicoles, ni strictement forestières 
pourraient transporter les deux taxons (au centre). 

zones humides 

G. tachinoides 

zones plus arides. Les marqueurs moléculaires utilisés à des fins 
diagnostiques pourraient donc avoir aussi une valeur de marqueurs 
de pathogénicité. 

Les amplifications non spécifiques obtenues à partir des trypano- 
somes observés microscopiquement dans plusieurs échantillons, 
avec des amorces reconnaissant théoriquement le sous-genre 
Trypanozoon ne présagent en rien de l’identité taxonomique de ces 
trypanosomes intestinaux. La fréquence de ces amplifications 
pourrait témoigner de la présence du même trypanosome « in- 
connu » chez plusieurs individus. 

L’hypothèse de la circulation de trypanosomes pathogènes non 
identifiables avec les marqueurs moléculaires connus est plausible. 
Outre les souches de T. vivax qui n’ont pas réagi avec les amorces 
usuelles, quatre isolats de sang de bovins infectés par T. congo- 
lense ne correspondent à aucun des taxons connus. Les amorces 
spécifiques de T. godfreyi (31) n’ont pas été testées sur les échan- 

tillons de cette étude. Compte tenu de la proximité taxonomique 
de ce taxon avec T. simiae et d’une répartition apparemment éten- 
due sur tout le continent africain, l’éventualité de sa présence dans 
les sites d’étude des auteurs est aussi envisageable. Les éventuels 
problèmes techniques, comme des inhibitions résiduelles de l’am- 
plification susceptibles d’être également responsables des pro- 
blèmes rencontrés dans l’identification de certaines infections, ne 
peuvent, bien sûr, être exclus. 

Une proportion non négligeable (9,6 p. 100) de proboscis négatifs 
à l’examen parasitologique se sont révélés positifs par PCR. Il pa- 
raît peu probable que des trypanosomes soient passés inaperçus au 
contrôle microscopique du proboscis, à moins qu’ils n’aient été lo- 
calisés dans la région cibariale (18) et aient diffusé dans des par- 
ties dissimulées de la trompe au moment de la dissection. La 
moitié de ces amplifications sont spécifiques de T. vivax. L’initia- 
tion du cycle de ce trypanosome au niveau du cibarium et de 
l’œsophage de la glossine (36) pourrait expliquer le plus grand 
nombre de cas de détection par PCR de T. vivat dans des probos- 
cis de glossines parasitologiquement négatives (32). 

L’analyse des prélèvements sur des animaux montre que la majo- 
rité des infections sont dues à T. vivax et T. congolense type « sa- 
vane ». De nombreuses souches de T. vivax n’ont pas pu être 
identifiées par PCR. Une sensibilité hypothétiquement moyenne 
du marqueur moléculaire utilisé (14) et les inhibitions éventuelles 
ont paru insuffisantes aux auteurs pour justifier que 41,l p. 100 
des infections du type Duttonella, parmi lesquelles figuraient des 
infections massives, n’aient donné aucun signal positif par PCR 
avec les amorces spécifiques testées. Certaines souches de T. vivm 
circulant dans cette région pourraient ne pas être reconnues par les 
marqueurs moléculaires utilisés. Des observations similaires en 
Côte d’ivoire chez G. longipalpis ont montré que seulement 35 p. 100 
des infections présumées Duttonella ont été identifiées (46). 

Des signaux d’amplification avec les amorces spécifiques de 
T. congolense type « savane » ont été obtenus à partir d’échan- 
tillons provenant de sept bovins aparasitémiques, mais pour la plu- 
part suspectés d’être infectés du fait d’un hématocrite faible et 
d’un état général faible. Ces animaux exprimaient vraisemblable- 
ment une infection naissante ou chronique en phase aparasité- 
mique, indécelable à l’examen microscopique, soulignant l’apport 
de la technique PCR pour révéler les pauci-infections (19). 

W CONCLUSION 

De nombreuses autres études s’avèrent nécessaires pour perfec- 
tionner la technique PCR dans le but d’obtenir un outil de diagnos- 
tic utilisable de manière plus routinière. La préparation 
d’échantillons à analyser, étape clé dans le protocole car elle 
conditionne en grande partie la reproductibilité de la technique, 
mérite d’être encore améliorée pour approcher la sensibilité obte- 
nue avec de 1’ADN purifié. L’étude présentée ici a montré qu’une 
recherche plus fondamentale et plus exhaustive paraît aussi néces- 
saire pour mettre au point des marqueurs diagnostiques plus « uni- 
versels » permettant d’identifier la majorité des souches 
pathogènes, mais également des trypanosomes non pathogènes 
responsables des difficultés d’analyse des infections chez le vec- 
teur (15). 

En dépit de ces lacunes, cette technologie apporte, grâce à la mul- 
tiplication des applications sur le terrain, de nombreux éléments 
nouveaux contribuant à la compréhension de l’épizootiologie. 
D’un point de vue plus fondamental, elle a permis de mieux défi- 
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nir les relations entre les parasites et leurs vecteurs, en précisant la
capacité vectorielle de certaines espèces de glossines, en mettant
en évidence les nombreuses infections mixtes chez les différents
hôtes, en révélant des couples préférentiels parasites-vecteurs. De
telles contributions sont d’une utilité réelle pour permettre de
mieux cibler la lutte antivectorielle et de mieux évaluer les consé-
quences de la lutte contre cette endémie qui demeure une des pre-
mières préoccupations de l’élevage en Afrique sub-saharienne.
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Summary

Reifenberg J.M., Solano P., Bauer B., Kabore I., Cuny G.,
Duvallet G., Cuisance D. Advantage of the PCR technique in
assessing the epidemiology of bovine trypanosomosis:
example of the agropastoral development area of Yalé,
Burkina Faso

The PCR (polymerase chain reaction) technique was used to
identify trypanosomes both in tsetse and infected cattle in the
agropastoral development area of Yalé in southern Burkina
Faso. Out of 84 parasitologically positive midguts of Glossina
tachinoides, 50 (Trypanosoma congolense savannah and
riverine forest types, T. simiae and T. vivax) were identified by
PCR. Using PCR on bovine blood samples, it was found that
T. congolense savannah type and T. vivax were predominant,
while the riverine forest type of T. congolense could not be
detected. Some aparasitaemic but clinically suspected
animals reacted positively when specific primers for the
savannah type of T. congolense were used. The results
confirmed the high potential of the PCR technique in
detecting cryptic and/or mixed infections in the different
hosts. Added to previous studies describing comparable
approaches, the present results show that the tools using
molecular biology can provide valuable information on the
complex relationships between the savannah or riverine forest
types of T. congolense and their vectors, and also their
vertebrate hosts. This probably enables the molecular markers
to be considered as pathogenicity markers. Their diagnostic
capability and their helpful part in approaching the parasite/
host relationship for better control in the field are discussed. 
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Resumen

Reifenberg J.M., Solano P., Bauer B., Kabore I., Cuny G.,
Duvallet G., Cuisance D. Aporte de la técnica PCR para una
mejor comprensión de la epizootiología de las
tripanosomiasis bovinas: ejemplo de la zona de cultivo
pastoril de Yalé en Burkina Faso

Se utilizó la técnica de PCR (reacción en cadena de
polimerasas) para la identificación de tripanosomas en
glosinas y bovinos infectados, originarios de la zona de
cultivo pastoril de Yalé, al sur de Burkina Faso. De los 84
intestinos medios parasitológicamente positivos para Glossina
tachinoides que se analizaron, 50 fueron identificados
mediante PCR para (Trypanosoma congolense tipos
« savana » y « bosque », T. simiae y T. vivax). En los bovinos
la técnica PCR demostró la predominancia de T. congolense
« savana » y de T. vivax. El taxon « bosque » de
T. congolense no se detectó en el ganado. Ciertos animales
aparasitémicos pero sospechosos mostraron señales positivas
mediante el PCR con los cebos específicos para
T. congolense « savana ». Estos resultados confirman el gran
interés de la técnica PCR para revelar las « pauci
infecciones » y las infecciones mixtas en los diferentes
huéspedes. Al igual que aplicaciones similares publicadas
anteriormente, este estudio demuestra el aporte de los
instrumentos de la biología molecular para la demostración
de relaciones complejas de afinidad de los taxones « savana »
y « bosque » de T. congolense con respecto a sus vectores,
pero también con respecto a los huéspedes vertebrados,
confiriendo, aparentemente, a los marcadores moleculares el
valor de marcadores de poder patógeno. Se discuten los
puntos relativos al valor diagnóstico y a la contribución para
comprender mejor las relaciones huésped-parásito con vistas
a una lucha de campo más eficaz. 
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