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Résumé et mots clés

Résumé :

Afin d’évaluer les liens qui existent entre lesrgig ruminants (bovins, chevaux...) et les petits
rongeurs concernant la maladie induite @ma evansiette étude s’est concentrée sur les
modalités de transmission par la sangdireidinaria manilliensiset par les tiques. Tout d’abord,
guelques sangsues récupérées sur le terrain (&B&3kont révelées porteuses d’ADN de
Trypanosoma evansil a ensuite été montré que le parasite, uneifgéré par la sangsue, restait
confiné dans le tube digestif et qu’il y mourrait gquelques heures. L’ADN était quant a lui
détectable pendant plus de 30 jours dans le comtiggastif de la sangsue. Aucun des 18 essais de
transmission, réalisés de 30 minutes a 30 jourgsalar repas infectant des sangsues sur des rats
infectés, n'a provoqué de passage du parasite satlesains lors d’'un repas révélateur. Au vu de
tous ces résultats, il semble que la sangsmedinaria manilliensisn’est pas un bon vecteur de
Trypanosoma evansifin, d’évaluer la transmission du parasite pagestion de tiques gorgées sur
animal contaminé, des expériences préliminaires ppatedé les essais de transmission. Pour
s’assurer du possible passage du parasite a trievemaqueuse buccale, des rats et des souris ont
consommeé 1ml de sang contaminé. Les rats ont pgeésere forte parasitémie des 3 jours apres
l'ingestion des parasites. Les souris, quant & .eHient restées négatives tout au long du suivi. La
survie deT. evansidans I'organisme de la tiqgue a aussi été étutliést apparu que le parasite est
capable de survivre entre 2 et 4 heures dansgesgidu genr&hipicéphalusAu vu de ces deux
résultats préliminaires, il paraissait justifié daliser des transmissions expérimentales. Desgiqu
du genreBoophilus se sont gorgées sur des bovins splénectomiséstéafenais la trés faible
parasitémie a provoqué I'échec de la transmissipnrangeurs. Des tiques du gefRipicéphalus

se sont gorgées sur des rongeurs infectés. Leis destriansmission aux bovins par ingestion de ces
tiques sont restés négatifs. Le faible nombre gleet récoltées a empéché de tester la transmission
de rongeur a rongeur par ingestion de tiques canéams.

Mots clés :
Trypanosoma evansi sangsue — transmission — tique — rongeur — ahdg

Abstract :

In order to investigate the infection route of dmatlents in Thailand byrypanosoma evansive
focused on transmission Ijirudinaria manilliensisleeches and by ingestion of contaminated ticks.
First of all, a few leeches (7/13) collected on fileéd and tested with PCR methods, were found to
be positive fofT. evansi Then, when evaluating the survival of the paessim the leech, it appeared
that, the parasite is incapable of leaving theogumpartment, and that it dies there in 2 or 3 hours
Nevertheless, we can detect with PCR methods tlesdansi DNA in the gut for more than 30 days.
Any of the 18 transmission tries by leeches fromirdacted rat to a healthy one, was successful.
Regarding these results, it appeared Hiatdinaria manilliensisseems to be not a good vector for
T. evansi Before testing the transmission of the parasjténgesting infected ticks, 2 preliminary
investigations have been conducted. First, we ieerthatT. evansis able to infect a rodent by oral
route. Two rats and two mice were fed respectivatih 1ml and 0, 3 ml of infected blood. The rats
were found to be highly positive in 3 days wherégesmice were negative during all the follow up.
Then, the survival of the parasite in the tick weaaluated. It appeared thht evansican survive in
Rhipicephalusticks between 2 and 4 hours. Finally, transmissioes were conducted. First,
Boophilusticks were fed on two splenectomised and infediedines but they had a very low
parasitemia that leaded to failure: the rats thattlae ticks never presented parasites in the blood
Then, Rhipicephalugticks were fed on infected rats. The cattle thatthe engorged ticks never
presented any parasite in the blood. Only a felstltave been collected on the infected rats so we
didn’t have enough ticks to test the transmissiomfa rodent to another.

Keywords :
Trypanosoma evansileech — transmission — tick — rodent - Thailand
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Introduction

Trypanosoma evangst un parasite sanguin provoquant le surrayf@atrosomose la plus
largement répartie dans le monde. Cette maladéxtaffde trés nombreuses espéces animales dont
beaucoup ont une grande importance économiquei Wimduffles, les bovins, les chevaux et les
camélidés sont les principales especes domestiguetées. L'impact de cette trypanosomose,
souvent sous estimé, est cependant tres impodantputre la mortalité que ce parasite occasionne
notamment chez les camélidés et les équidés, il aassi étre responsable de troubles de la
reproduction, de retards de croissance et de chigeproduction. Contrairement aux autres
trypanosomes africaingrypanosoma evansiest affranchi de la zone de répartition des gjhes
par adaptation a une transmission purement méaaniBouvant dés lors se transmettre par
'intermédiaire de tout insecte hématophage, ehgigualement ceux du genfBabanus il a pu
s’implanter dans de tres nombreuses régions dueglbtypanosoma evansest aussi capable
d’infecter certains hétes si ces derniers consomaeta viande ou du sang contaminé comme cela
se produit chez les chiens ou méme chez les chaoes vampires d’Amérique du sud qui jouent
la bas un réle important dans I'épidémiologie damaladie. Les réservoirs sauvages, aussi tres
nombreux, sont représentés principalement par dgybaras et les cervidés. Enfin, des petits
rongeurs sont régulierement infectés ce qui n'astgans soulever certaines questions quant a leur
mode de contamination. En effet, les périodes wiéetnocturnes voire crépusculaires de ces petits
rongeurs ne coincident pas avec celles essentailediurnes des vecteurs classiquement impliqués
dans la transmission du Surra. D’autres modes dawconation sont donc a considérer. Du fait des
conséquences de cette trypanosomose, une meilbeanpréhension des liens épidémiologiques
gouvernant I'étendue et 'endémicité de la malatweére tres importante.

La présente étude vise a éclaircir les liens éwmtgu’il existe entre les rongeurs et les
grands herbivores a travers différents modélese BB fixe plusieurs objectifs: le premier,
essentiellement bibliographique, consiste en un¢hgge des connaissances actuelles de la maladie
induite parTrypanosoma evanginsi que de son épidémiologie, en insistant eardifférentes
modalités connues de transmission. Le deuxiemeibgst d’évaluer le rdle des sangsues dans la
transmission du parasite. En effet, en Thailand@és dcertaines régions ou cohabitent bovins et
rongeurs, peuvent aussi se retrouver des sangatfegsprésentes en trés grand nombre. Largement
documenté concernant la transmission des tryparesalm monde marin, le role de ces annélides
dans la transmission des trypanosomes des mammiéstetres peu connu. L'implication dans
I'épidémiologie deTrypanosoma evangie la sangsue aquatigtirudinaria manilliensis aussi
appelée « sangsue du buffle », sera étudiée. ligiemme et dernier objectif est d’évaluer une
possible transmission d&érypanosoma evangpar ingestion de tiques gorgées sur un animal
présentant une parasitémie. Ainsi un rongeur piw'rafecter en consommant une tiqgue gorgée sur
un bovin infecté et vice versa. D’apres cette méypothése, les tiques pourraient aussi permettre
au parasite de se disséminer de rongeur a rongees gderniers les consomment.



Chapitre | : Trypanosomose aTrypanosoma evansi

1. Le parasite
1.1. Morphologie deTrypanosoma evangiSteel 1885) Balbiani 1888

Trypanosoma evansist un parasite extracellulaire, sanguin et @il C’est un protozoaire
gue I'on ne rencontre que sous sa forme sanguinees sensiblement la méme que celleTde
brucei Cette forme sanguine, dans sa présentation & qdurante appelée forme longue, a une
taille comprise entre 15 et 34 um avec une moyelen24 um et une largeur de 3 a 5 fmevansi
est considéré comme un parasite au polymorphisee limité car, bien qu'il soit possible de
rencontrer des formes intermédiaires voire des darimapues, celles-ci restent tres rafesevansi
possede un flagelle avec une partie libre courte $3um) qui est parfois inexistant dans les formes
trapues. Sa membrane ondulante est trés développgea peut provoquer des poches de lumiéere si
le parasite est observé a I'état frais en contrdstphase. Il possede le plus souvent un kinétigplas
qui est de petite taille (0,6 um) et en positiobtetminale. L'extrémité postérieure est effilée ou
parfois tronquée (cf. Figure 1).

Les mouvements dd. evansisont rapides, mais ses déplacements réels soitedim
contrairement a d’autres trypanosomesvivax T. lewis).
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Figure 1 : Trypanosoma evansibbservé sur frottis de sang de rat aprés son isw@at en Aveyron (cliché M.
Desquesnes)

1.2. Phylogénie

Trypanosoma evansppartient au sous genreypanozoonqu'il partage aved. bruceietT.
equiperdum I'agent de la dourine. Du fait de I'observatiolurte forte homogénéité génétique,
Hoare est le premier a avoir avancé quesvansidériverait deT. brucei(Hoare 1972)T. evansi
aurait évolué a partir de ce dernier par adaptaiome transmission uniqguement mécanique due a
une perte partielle ou totale de 'ADN kinétoplgst (Borst et al. 1987). Cette perte empéche le
parasite de passer au stade procyclique, rendgassible la multiplication dans la glossine. Le
parasite reste alors bloqué au stade de tryporosstgpnguin et ne doit sa propagation qu'a la
transmission mécanique. Hoare suggere que I'émeegele T. evansiaurait eu lieu chez les
dromadaires de la Corne de I'Afrique dont la répart géographique se trouve a la limite de celle
des glossines. Le protozoaire aurait ainsi réusgiapter sa transmission en I'absence du vecteur
généralement impliqué (Hoare 1972). Le parasiteesait ensuite propagé a I'Inde puis a I'Asie.
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Cette expansion est datée a plusieurs siécles av@ntVittoz 1955), bien que certains auteurs
remettent en cause ces données en ne faisant mmtianivée du parasite en Asie gqu’a une centaine
d’années (Reid 2002].. evansiaurait gagné le continent sud-américain du faitidgortation de
chevaux infectés avec les conquistadors espagnol¥Eme siecle (Hoare 1972).

Malgré cette tres large répartition mondiale, €t@ montré que les souches Teevansi
étaient tres homogenes quels que soient I'h6ta eédion du monde concernés. Cette tres faible
hétérogénéité génétiqgue est marquée aussi a mnslgechelle, au niveau de tout le sous genre
Trypanozoon(Ventura et al. 2002). Grace a des études d’aivgibn aléatoire d’ADN, Ventura a
aussi montré gu'il existait un fragment d’ADN sgipie de T. evansiprésent dans toutes les
souches considérées, mais qui était absent. d@ucei Ce fragment témoignerait de la présence
d’'un ancétre commun, soutenant la these d’une @neegunique d&. evansia partir deT. brucei

Depuis de tres nombreuses annélesequiperdumT. bruceiet T. evansisont considérés
comme des especes a part entiere du fait des grdiftirences de spectre d’hote, de pathogénie et
de mode de transmission. Récemment, grace a dds det caractérisation moléculaire, des
chercheurs seraient arrivés a la conclusion gueevansin’appartiendrait pas a une classe
monophylétique. Il ne serait qu’une sous espece.dwucej et par la, verrait son nom changer en
Trypanosoma brucei evan@diai et al. 2008).

Ces theses contradictoires ne sont donc pas résalce jour.

2. Répartition géographique, hotes et effets surdite
2.1. Répartition géographique et principaux hotes

T. evansiest un parasite pathogene surtout pour les ca@sélies équidés, ainsi que pour les
carnivores et dans une moindre mesure pour lehahép d’Asie, les porcs et les petits ruminants.
La virulence est tres marquée chez les camélidés sedon les souches et les régions, la maladie
peut étre aigué ou chronique. Les bovins sont ¢goent peu sensibles mais les buffles du Sud-est
asiatique présentent souvent une maladie aigud 1881).

Du fait de sa trés large répartition géographidadrypanosomose &. evansiposséde de
multiples appellations : surra (Inde, mais c’estintemant la dénomination la plus courante), el
debab qui veut dire « maladie de la mouche » (Mawmhrguifar (Tchad), tahaga (Mali), doukane
(Ethiopie), murrina (Mexique), mal de Cadeiras (Almée latine) (Hoare 1972).

T. evansiest présent en Afrique du Nord, de la Mauritani€gypte, ou le dromadaire est la
cible la plus commune. Infecté par evansile dromadaire peut présenter une forme aiguéneu u
forme chronique plus fréquente. Dans sa forme aiguéhaladie provoque une faiblesse générale,
une hyperthermie, un amaigrissement rapide, uneadi#m® chancelante. On peut aussi observer des
poils ternes, du larmoiement, des pétéchies saomgonctive, une chute de la lactation, ou encore
des cedémes, des complications pulmonaires et pades manifestations nerveuses (ltard and
Frézil 2003). La présence d'urée dans le sang aéte en évidence (Gutierrez et al. 2006b) ainsi
gue des deéchets du métabolisme des trypanosomsslalaang et I'urine (Hussein and Gasmir
1993) conférant a lI'urine une odeur acre caradigus. Le parasite est parfois responsable de
troubles de la reproduction avec des avortemerds & mortalité néonatale (Gutierrez et al. 2005).
La mortalité est trés élevée dépassant souverile®. La mort peut survenir entre 10 jours et 4
mois. La forme chronique, représentant 80 a 90 &cds, se caractérise par une fievre intermittente,
de I'anémie et un amaigrissement. Ces phasesdélrdincident avec des pics de parasitémie, et
durent généralement de 2 a 8 jours. En dehorsglaaoes, le dromadaire est normal. Il a récemment
été montré en Egypte que linfection par evansichez les dromadaires provoquait un stress
oxydatif caractérisé par une augmentation de la@anation sanguine en oxyde nitrique provoquant
des désordres biochimiques significatifs (Salehalet2009). Une auto-guérison (self-cure) peut
parfois survenir comme cela a été montré sur umelan en Mauritanie (Dia et al. 1997b) ou sur
des moutons (Onah et al. 1996)



En Afrique sahélienne, du Sénégal a la Somaliealémaux les plus touchées sont les
bovins qui présentent la plupart du temps des fioiee chroniques assez longues voire
asymptomatiques avec des parasitémies tres b&isesnd Desquesnes 2007). Exceptionnellement,
ces parasitémies peuvent étre plus élevées emtaiad’anémie, de la fievre et des troubles de la
reproduction. La chévre est aussi réceptive adatibn, mais elle est naturellement peu sensible
(Gutierrez et al. 2006a). Le seul réservoir sauvdgedans la littérature y est constitué par llape
(Rottcher et al. 1987).

En Amérique du Sud, sur un territoire s’étendantMixique a la Patagonie, la principale
espece touchée est le cheval. La maladie y estmiegsoit sous une forme atténuée soit sous une
forme nerveuse caractérisée par de lincoordinatimirice, un balancement de la croupe, une
somnolence, et une paralysie générale occasiofmahis souvent la mort de I'animal (Desquesnes
2004). Récemment, et ce pour la premiere fois dantide I'animal, il a été mis en évidence des
parasites dans le liquide céphalo-rachidien etrdééfieur méme du systéme nerveux d’'un cheval
parasité (Berlin 2009). En Amérique du Sud, de rmemkes especes peuvent jouer le role de
réservoir sauvage comme les chauves-souris vamfiteare 1965), le capybara (Herrera et al.
2004), le pécari a collier, le pécari a levres bhaas (Herrera et al. 2008)...

En Asie du Sud-est (Birmanie, Indonésie, Malai§ibilippines, péninsule indochinoise et
Chine méridionale), les cibles les plus importaresnomiquement sont les chevaux et les zébus.
Chez ces derniers, la mortalité peut atteindre 30&%. L'infection des chevaux occasionne
sensiblement les mémes signes que chez les draema@a Afriqgue et conduit généralement a une
issue fatale. L'infection chez les bovins tendaigagner en importance du fait de I'observation
d’'importantes épidémies a forte mortalité aux Philies (Reid 2002). Il a été aussi montré en
Thailande, que le porc peut héberger I'infectionl@hd et al. 2003) bien que les signes cliniques y
soient le plus souvent bénins (Tuntasuvan and Insck®98). En Indonésie, ont été mis en évidence
en tant que réservoir sauvage, le cochon sauvageteut le cerf rusadervus timorensis rugajui
semble présenter des parasitémies plus longuésse¢lpvées (Reid et al. 1999)

En Asie mineure et centrale (Iraq, Iran, Inde), &péces les plus touchées sont les
dromadaires et les chameaux de Bactriane. C’edhdm qu’'ont été rapportés les premiers cas
humains de trypanosomose Ta evansifaisant craindre une adaptation du parasite Ppédes
humaine (Joshi et al. 2005). Bien que dans le eamitéux documenté, le patient souffrait d’'une
déficience en apolipoprotéine L1, trypanocide reteonférant aux humains une immunité innée
aux trypanosomoses animales, le potentiel zoonetipiT. evansireste a étudier et a surveiller
(Vanhollebeke et al. 2006). Il a aussi été démoax@erimentalement que le parasite pouvait étre
hébergé par des pigeons (Mandal et al. 2008) sandiede nombreuses questions quant au réle des
oiseaux dans I'épidémiologie de evansiEnfin, pour la premiere fois chez des ours, des aoirs
d’Himalaya Selenarctos tibethanusnt été identifiés comme héberge@ntevansiLa parasitémie
était visible et des signes cliniques marqués (Muhad et al. 2007). Au Rajasthan, les cerfs axis et
sambar ont été identifiés comme des réservoirsaggsv(Singh 1998).

Le parasite est aussi présent au Proche Oriers, ldgréninsule arabique ainsi qu’en Europe
de I'Est (Bulgarie, région du Caucase, Russie a@jtrll a méme été décrit dans les iles de I'océan
Indien (lle Maurice, la Réunion) qui représentemtldcalisation la plus méridionale du parasite
(Hoare 1972).

2.2. L'immunodépression induite parTrypanosoma evansi

Trypanosoma evansiteragit avec le systeme immunitaire de son Baeux niveaux : d'un
c6té, la variabilité de ses antigenes de surfacedumet d'installer durablement l'infection ; de
lautre, le parasite est capable de causer une mod@pression qui semble affecter a la fois la
réponse a médiation cellulaire et celle a médiatmmorale. Cette immunodépression est la
manifestation clinique la moins visible mais petre8a plus importante de I'infection& evansi
L'immunodépression induite semble étre liée prin@ment aux macrophages qui entrainent une
inhibition de la prolifération des lymphocytes Tn@h et al. 2000). Cependant, bien qu’on les sache

tres impliqués dans I'immunosuppression induite lpartrypanosomes transmis par les glossines
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(Olsson et al. 1991), les lymphocytes T CD8+ seniblee pas jouer de rble important dans
immunosuppression induite par evans{Onah et al. 2000). L'impact de ces lymphocytésieac
variable d’une espéce de trypanosome a l'autreuet ibte a I'autre. En outre, une prolifération de
plus de 70 % des lymphocytes B interviendrait adasis cette immunodépression, par production
d'une grande quantité d’anticorps non spécifigu@sah et al. 1998). Enfin, une étude récente
montre qu’il existe un facteur pro-nécrotique piqié dans la membrane du trypanosome qui
pourrait jouer un rdle dans la lymphopénie. Cedactserait activé par contact direct avec les
lymphocytes (Antoine-Moussiaux et al. 2009).

Ces capacités immunosuppressives Tdeevansiposent de nombreux problemes, car la
diminution des réponses a médiations cellulaire settout humorale contre des antigenes
hétérologues peut fortement compromettre I'effigadies vaccinations. D’aprés Shahsavandi citant
les travaux de Ahmad, cette interaction a été msévidence des 1991 chez des cochons d’Inde,
chez qui une seule injection de parasites provoaqued diminution significative de la réponse en
anticorps a une infection par le virus de la fieaphteuse (Shahsavandi et al. 2001). De plustié a
démontré au Vietnam que la réponse en anticorps esebuffles suite a la stimulation par de
'albumine sérique humaine, était significativemdmhinuée chez les animaux infectés paevansi
(Holland et al. 2001). De méme, toujours chez lefflds, la réponse inflammatoire au site de
vaccination contrd?asteurellamultocida est nettement plus faible chez les animaux infeqiée
chez les animaux sains (Holland et al. 2001). @eat s’expliquer par une diminution du nombre de
lymphocytes T, cellules fortement impliquées dassréactions inflammatoires locales. Enfin, chez
les porcs, méme Ji. evansiest considéré comme peu pathogene, ce parasiténpeferer avec la
vaccination contre la peste porcine classique, igxpht la faible efficacité des campagnes de
vaccination dans les zones endémiqués @vansiau Vietnam (Holland et al. 2003). Il apparaitrait
donc judicieux de mettre en place des traitementpahocides précédant les campagnes de
vaccination.

L’'immunodépression induite par les infections Ta evansi permettraient aussi le
développement plus facile de maladies intercureerddnsi, il a été montré qu’une infectionTa
evansichez les chévres, altere significativement lastéace éHaemonchus contortusla période
prépatente se voit diminuée, les signes cliniqles marqués et la mortalité plus élevée (Sharma et
al. 2000)

2.3. Lutte contre la maladie induite parTrypanosoma evansi

Du fait de la grande variabilité des antigenesutéase du parasite, il n’existe pas de vaccins
contre la trypanosomose. De plus, la prolifici&stimportante des Tabanidés en comparaison de
celle des glossines, ainsi que le tres large spelervecteurs potentiels, rendent le plus souwent |
lutte vectorielle beaucoup plus difficile que ddmsas des trypanosomoses africaines (Desquesnes
et al. 2005). La chimiothérapie est donc toujoarséthode de choix pour lutter contre la maladie.

La lutte chimique contré&. evansia débuté dés les années 1940-1950 avec |'appadéda
premiere molécule, la quinapyramine. Actuelleméatnombre de molécules disponibles sur le
marché reste trés faible car, pour des raisonsoétionies, les firmes pharmaceutiques ne s'y
intéressent guere, et s'investissent peu dansherehe. Depuis 1965, une seule nouvelle molécule
a été mise sur le marché. Il s’agit de la mélarsamijui ne posséde encore qu'une AMM pour les
dromadaires. Dans le traitement des trypanosomim3esevansi 4 molécules sont principalement
disponibles : la quinapyramine, l'acéturate de deméne, le chlorure d’isométhamidium et la
mélarsamine.

La quinapyramine est la premiere molécule a avi@ircémmercialisée. Tres utilisée depuis
les années 1950, beaucoup de souchds deansiui sont devenues résistantes. Sa production a été
arrétée en 1974. La molécule est réapparue ensd@@iforme de sulfate de quinapyramine dans un
objectif thérapeutique, et sous forme de chlor@wedinapyramine dans un objectif prophylactique
(Schillinger and Roéttcher 1986). La résistanceldevansia la quinapyramine est de plus en plus
mise en évidence comme le montrent ‘des ‘études agaBdqEl Rayah, et al. 1999) ou en Chine
(Zhou et al. 2004).
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Le chlorure d'isométamidium est une molécule qunisie peu active a I'égard de evansi
Chez le dromadaire, une injection de 1 mg/kg perseeiement de limiter les signes cliniques
pendant 2 a 3 semaines (Balis and Richard 197 &pli>, cette molécule semble trés toxique pour
les animaux infectés comme cela a été montré suchevaux (Bouchard and Dick 1962), les
chevres (Toure 1973) ou les dromadaires (BalisRiodard 1977b). Enfin, de fortes résistances sont
freguemment associées (Zhang et al. 1992) (Mam2d06).

L’'acéturate de diminazéne posséde des propriétéstives trés bonnes ainsi que de
nombreux avantages (grande activité, bonne s&lgtifaible toxicité) rendant son utilisation facil
La posologie indiquée est de 7 mg/kg. Expérimentald, il a été montré que la dose efficace varie
grandement selon les espéces infectées. Ainsimg/kg traite avec succes des truies infectées
(Sirivan et al. 1995) alors que des doses de 5gngftent inefficaces sur les buffles (Pholparil et
1984). C’est la molécule la plus largement utilie@eThailande, mais le plus souvent a la dose de
3,5 mg/kg. Or, sur les chevaux en Thailande, téangontré que cette dose n’est pas suffisante pour
éliminer le parasite (Tuntasuvan et al. 2003). Gaesslosage pourrait donc étre a l'origine des
échecs thérapeutiques souvent observés dans tarédgis résistances sont encore peu fréquentes
méme si elles sont parfois décrites (Zhang et®2) (Mamadou 2006).

La mélarsamine, derniére molécule mise sur le néareh 1992 suite & de mauvaises
tolérances aux autres molécules et 'apparitiosaleches résistantes, est une molécule tres efficace
chez les dromadaires et qui semble aussi tres pieunse chez les équidés et les bovidés. Lors des
essais thérapeutiques chez le dromadaire, il emétéré qu’une dose de 0,625 mg/kg permettait de
traiter un animal en 24h et de le protéger pengiustde 65 jours sans entrainer d’effets secorslaire
(Tager-Kagan et al. 1989). Il a ensuite été prayye cette dose pouvait étre diminuée jusqu’a 0,25
mg/kg (Musa et al. 1994). La mélarsamine s’estiaésglée tres efficace a la dose de 0,5 mg/kg, a
la fois chez les buffles d’eau en Asie (Lun et1#191), et chez les bovins en Afrique (Dia and
Desquesnes 2007). Cependant, chez ces deux edpadese de 0,25 mg/kg semble trop faible pour
assurer le traitement de I'animal. Enfin, chez dbsvaux, une dose de 0,25 mg/kg s’est avérée
capable de traiter des infections récentes ou dues (Mdachi et al. 2008). En Thailande, un essai
thérapeutique sur bovins est actuellement en cdums.début de résistance de evansia la
mélarsamine a été documenté au Soudan (Abdel-Ga0d8).

3. Transmission ddrypanosoma evansi

La transmission vectorielle de T. evansi est agspe les insectes piqueurs hématophages
partout ou est présent le parasite, et par lesvelsasouris vampires en Amérique du Sud. A
linverse d’autres trypanosomes comme ceux du grdbiglivaria chez la glossinel. evansine
réalise pas de cycle biologique chez le vecteus &nsmissions par voie orale, congénitale ou
iatrogéne sont aussi possibles.

3.1. Transmission vectorielle
3.1.1. Transmission mécanique par les Tabanidés stomoxes

Un insecte vecteur mécanique est défini commet étarinsecte hématophage capable de
piquer plusieurs hétes a quelques minutes ou geslhaeures d’intervalle. Le résidu de sang ou de
lymphe qui souille les piéces buccales, contieeh&ellement des agents pathogenes (qui survivent
peu de temps chez l'insecte, sans se développss miultiplier) qui sont ré-inoculés par la salive
lors du repas sanguin suivant (Rodhain and Per&z)19

Les Tabanidés sont les insectes les plus souvetifimés dans la transmission mécanique de
T. evansiavec surtout le genréabanus mais aussHaematopotaChrysops Pangonia Atylotus
Ancalaou Philoliche qui est le genre le plus courant en Somalie (Ritial. 1989). lIs représentent
les principaux vecteurs car leur piglire est dodose, ce qui provogue des réactions de défense de
la part de I'hote, entrainant un fractionnementehas de l'insecte et augmentant ainsi le risque de
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transmission du parasite. Les piéces buccales aesnidés peuvent porter jusqu’a 0,01 ul de sang
(Foil et al. 1987) ce qui justifie la nécessitéfalees parasitémies chez I'héte pour rendre passibl
transmission. En Thailande, I'espece majoritairatde étreTabanus megalopgui représente pres
de 65 % des especes de Tabanidés (Tuntasuvan akithd.4998). Des Muscidés sont aussi souvent
impliqués avec les genré&tomoxyset Haematobiamais leur piglre est moins douloureuse et le
volume porté par les piéces buccales est plusefailg qui diminue le risque de transmission
(Luckins 1988). De plus, la survie @eevansians les pieces buccales des Stomoxes ne dépasse pa
9 minutes alors qu’elle peut atteindre pres de Blutes chez les Tabanidés (Cuisance et al. 2003).
Stomoxys calcitrana notamment été invoquée lors du récent épisodgud@a en Aveyron, France
(Desquesnes 2007). Enfin, des insectes de la tamiéds Hippoboscidés peuvent intervenir aussi
mais dans une moindre mesure (Oyieke 1987).

3.1.2. Transmission biologique par les vampires

En Amérique latine, la transmission @eevanspar les chauves-souris vampir&egmodus
rotundug a été démontrée expérimentalement par de nomlaeteurs, dés la premiére moitie du
XXM sigcle (Dunn 1932) (Johnson 1936). Elle a ensiéalécrite précisément par Hoare en 1965,
qgui avancait méme qu’elles y joueraient le princifgdée dans la transmission du parasite. En effet,
les répartitions geéographiques Besmodus rotundust deT. evansicoincident largement. Les
chauves-souris vampires, des chéiroptéeres hémagepha’infectent par voie orale lors de repas
sanguins pris sur des animaux contaminés commechHesaux ou les bovins. Les parasites
franchissent la muqueuse buccale et se retrouMents dans la circulation générale ou ils se
multiplient activement. lls repassent ensuite dansavité buccale et permettent alors a la chauve-
souris de devenir infectante. Lors d’'une morswedntamination peut donc se faire dans le sens du
mordeur au mordu par contamination de la plaigguetmordu au mordeur par I'intermédiaire du
sang contaminé. Une fois infectée, la chauve sooeisrt dans le mois qui suit ou survit, et devient
alors un porteur asymptomatique du parasite pentestlongtemps. Du fait de la contamination
intra-espece chez ces chéiropteres, le parasitapable de se maintenir et de se multiplier méme
dans des zones ou les hotes préférentiels sonttabka chauve souris est donc a la fois un hdte, u
réservoir et un vecteur biologique du parasite (Eoh965).

T. evansne connait pas de transmission cyclique. DanshHasves-souris vampires, il n'y a
pas de formes non-infectantes, ni de formes moggimqliement distinctes de celles trouvées dans
'héte. Le parasite ne réalise donc pas de cyctdogique dans le vampire. Mais comme ces
chauves-souris jouent a la fois le réle de vectturelui de réservoir, et du fait de la multiplioat
du parasite dans le vecteur, il est justifié desatérer la chauve-souris vampire comme un vecteur
« biologique » deT. evansi difféerent du vecteur « biologique a transmissoyclique » qu’est la
glossine africaine pour les trypanosomes du groBpévaria, et différent aussi du vecteur
simplement « mécanique » que sont les insectes tbphages pourT. vivax et T. evansi
(Desquesnes 2004)

3.2. Autres modes de transmission
3.2.1. Transmission par voie orale

Si elle est validée pour les chauves-souris varapleecontamination par voie orale a aussi
etée décrite a I'état naturel chez les chiens pgestion de viande contaminée pBr evansi
(Curasson 1943), puis a été confirmé expérimenehrohez les chiens et les souris (Raina et al.
1985), et chez les rats (da Silva et al. 2007).&@®maux, aux mugueuses non lésées, se sont nourris
de sang ou de viande contaminée, puis ont déveldepéarasitémies dans les trois semaines qui
suivirent. Ceci met donc en évidence un possibksgge del. evansia travers des muqueuses
buccales ou gastro-intestinales saines.
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3.2.2. Transmission congénitale

Des 1937, bien que considérée comme exceptionnglie transmission transplacentaire de
T. bruceia été mise en évidence chez les rats (MorenaRaman 1937). En 1954, est démontrée la
transmission transplacentaire @ieevansichez le cochon d’Inde (Kraneveld and Mansjoer 1954
Fortement soupconnée chez le dromadaire (Rottdredr £987), elle a été observée sur des bovins
aux Philippines (Manuel 1998). En définitive, bgure tres peu documenté, ce mode de transmission
reste possible.

3.2.3. Transmission iatrogéne

La transmission iatrogene de evanskest possible mais son importance n’est pas détéani
L'utilisation sérielle d’aiguilles doit toutefoistr@ strictement évitée lors des campagnes de
prophylaxie.

3.2.4. Transmission directe

La transmission directe de evanssemble possible notamment lors des contacts ®tteita
meére a l'enfant ou par voie vénérienne, mais l'inignace de ces phénomeénes n'a jamais été
déterminée.

4. Epidémiologie ddrypanosoma evansi

L’épidémiologie deT. evansiest gouvernée par ses modes de transmission. Eridira
latine, le réle des vampires peut étre détermiramime il a été rappelé précédemment. Si I'on
considére plus particulierement le cas de I'’Asesdentiel de la transmission entre animaux deerent
semble lié aux insectes vecteurs mécaniques. Tosit@fautres modes de transmission peuvent étre
envisages.

4.1. Cycle domestique chez les grands herbivores

On considere comme cycle domestiqueTdevansi celui qui s’opére entre les animaux de
rente ou de loisir tels que les bovins, les buffles camélidés ou les chevaux qui sont tous des
herbivores de grand gabarit. Du fait du méme maoalérahsmission du parasite et du partage de
vecteurs communs, un cycle mixte domestique-saupages’établir entre ces animaux et des hotes
sauvages de grande taille.

En Amérique Latine, le capybarblydrochoerus hydrochaedisl'un des plus gros rongeurs
qui présente la capacité d’hébergderevansiet de supporter de fortes parasitémies sans gipaio
les signes cliniques classiques d'une infection véRen et al. 1992), peut contribuer a
I'épidémiologie deT. evansichez le bétail. En effet, I'abondance de cet ahimatamment au
Venezuela et dans la région du Pantanal au Beislig forte prévalence de l'infection, en font un
réservoir particulierement efficace, et pourraient faire un acteur important du cycle incluant
chevaux et bovins dans ces régions (Herrera e20dl4). En Asie les cerfs, lorsqu’ils sont en
paturage commun avec le bétail, pourraient égalerassurer ce role. Dans tous ces cas la
contamination se fait d'un animal infecté a un alinsain par lintermédiaire des insectes
hématophages (Tabanidés, Stomoxes), par le patéagsites de paturage ou d’abreuvement.

14



4.2. Infection des carnivores

De par leur pelage et leur taille généralementgetmparée aux grands herbivores, les chiens
et tous les autres carnivores sauvages semblerfapertables a un partage des mémes vecteurs que
ceux impliqués dans le cycle domestique décrit plug (Hoare 1972). Toutefois, dans les systemes
d’élevage ou le chien de berger est utilisé, lxipndé des ruminants avec les chiens permettrait la
transmission du parasite grace aux vecteurs hdlbituent décrits chez le bétail. De maniere plus
générale, les chiens contracteraient l'infectioncensommant de la viande infectée autour des
abattoirs (chiens errants), ou provenant de pramesaminées (chiens de chasse et autres carnivores
sauvages) (Curasson 1943 ; Desquesnes 2004).

4.3. Cycle sauvage chez les petits animaux

En Thailande, les petits mammiféeres sauvages colesnengeurs, ont été trouvés infectés
par T. evansidans les zones agricoles et forestiéres (Jittapatpet al. 2008). Ces petits rongeurs,
parfois évoqués en tant que réservoirs (Rademalkadr 2009), soulevent d’intéressantes guestions
guant a leur mode de contamination et au maintierparasite. En effet, ces espéces, d’'activité
nocturne voire crépusculaire, ont peu de possbilide rencontrer les principaux vecteurs
mécaniques a l'activité diurne (Herrera et al. 20@4autres vecteurs ou d’autres voies d’infection
sont donc a considérer.

4.4. Exploration des liens épidémiologiques

Du fait des difféerences de période d’activité demgeurs et des insectes communément
impliqués dans la transmission de evansi les liens entre le cycle domestique chez lesdgan
herbivores et celui, sauvage, des petits animagnpsomt pas encore établis. Pour explorer les liens
possibles entre ces cycles, les transmissionsgsatiqlies et par des sangsues seront évaluées.

4.4.1. Role potentiel des tiques

Le role potentiel de la tique dans la transmissieii. evansia déja été envisage. En effet, il
a été démontré que le trypanosome était capablsuddvre quelques heures au sein de tiques,
notamment du genrelyalomma (el Kady 1998). De par son ingestion, la tique rpaiti étre un
intermédiaire reliant les cycles domestique desmdgaherbivores et sauvage des petits animaux,
dans les deux sens. Selon I'espéce de tique coésidglle pourrait permettre le passage du parasite
des rongeurs aux grands herbivores, ou alors deslgherbivores aux rongeurs. Ces deux aspects
sont étudiés ici, en considérant des tiques duegg@oophilusgorgées sur bovins infectés, ingérées
par des rongeurs, ou des tiqgues du g&irpicephaluggorgées sur des rongeurs infectés, ingérées
par des grands herbivores. Enfin la consommatientdparasites par un rongeur pourrait également
étre une voie de contamination horizontale entngears.

4.3.2. Role potentiel des sangsues

La sangsue parasitant les vertébrés a sang chaudyusrit de divers hotes au cours de sa
croissance : au début, sa petite taille ne lui ptiant pas de percer des peaux trop épaisseseelle
contente de larves d’insectes, de mollusques muetits animaux comme les rongeurs. Au fur et a
mesure de sa croissance, elle devient capable deusdr sur des animaux a la peau plus épaisse
comme les grands herbivores. On peut alors envisage transmission du parasite par la sangsue
des petits rongeurs vers les grands herbivoresestransmission différée de trois a quatre semaines
est possible, entre grands herbivores et entreetoegpar une transmission immeédiate (quelques
minutes) ou quasi-immédiate (quelques heures pisdques jours). Le rdle de la sangsue dans la
transmission del. evansin’ayant jamais été étudié, le travail réalisé gonstitue une étude
préliminaire a I'appréciation des capacités veeside cet animal.
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Chapitre Il : Evaluation de la transmission deTrypanosoma evangar
la sangsue

Ce chapitre se propose de donner un bref aperdiamtomie et de la physiologie de la
sangsue, notions qui seront nécessaires par &g puis d’évaluer le réle potentiel que pourraitgo
la sangsue aquatigudirudinaria manilliensisdans la transmission de evansi Pour cela, les
populations de trypanosomes présents a I'étatelatbhez cette sangsue seront déterminées, la durée
de survie et la localisation de evansidans la sangsue seront ensuite étudiées, et definessais
expérimentaux de transmission du parasite serahisés.

1. La sangsue : sa vie, son ceuvre
1.1. Biologie de la sangsue

Le paragraphel.l. Biologie de la sangsue pu étre rédigé grace a trois traités publiés slda
premiere moitié du XIXeme siecle (Vitet 1809; Dansel825; Fermond 1854) et a des observations
personnelles.

1.1.1. Classification et étymologie

Embranchement : Annélides
Classe : Achetes
Ordre : Gnathobdellida
Famille : Hirudinidae

La famille des Hirudinae comprend environ 650 espe&nviron 300 d’entre elles sont des
parasites hématophages temporaires d'animaux maansstres ou d'eau douce. Les autres especes
se nourrissent de déchets organiques. Le mot fiar¢aangsue » provient du latsanguisuga
composé dsanguis« sang », esuga« sucer ». Dans la Bible, elle apparait sous e daluka et
dans certains récits arabes sous le nom d’alecaartghais, le sens primitif de «leech » est
« medecin » preuve vraisemblable de son utilisaimmedecine vers le Xéme siecle.

1.1.2. Morphologie et anatomie

Le corps des sangsues est aplati dorso-ventralemesstla forme générale ainsi que la taille
peuvent étre treés variables d’'une espéce a l'al&ecorps est recouvert d’'une fine cuticule et le
tégument est pigmente.

Segmentation le corps des sangsues est constitué du prostoratude 33 segments. Le
prostomium est la partie antérieure a la ventousecdle. Il forme, ajouté aux cinq premiers
segments, la téte de la sangsue

Appareil locomoteur chacune des extrémités du corps de la sangsuegoas/ue d’'une
ventouse. La ventouse antérieure, ou ventouse lejast la plus petite. Elle entoure la bouche et
sert a la fois a la succion et a la fixation. Lateeise postérieure, plus grande, sert uniqguemint a
fixation. Les deux ventouses possédent des glas@aétrices produisant des substances adhésives.

Appareils sensorielsles sangsues ont cing paires de petits yeuss rsiiuées sur la face
dorsale de I'extrémité antérieure de leur corps Kajure 2). lls sont parfois difficiles a voir l&i
tégument est sombre. Ce sont des récepteurs feasiéi lumiére. En outre, de nombreuses petites
papilles sont réparties le long du corps. Elles sdnées a mi-hauteur de chaque segment. Ce sont
des récepteurs sensitifs aux produits chimiques @iouvement de I'eau.

Appareil digestif I'appareil digestif comporte cing parties. Laubbe s’ouvre au fond de la
ventouse antérieure. Elle est munie de trois maebdormant un Y renversé et portant de trés
nombreuses dents assurant I'effraction cutanéehdeel Le pharynx, doté de muscles puissants,
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permet la succion et la déglutition du sang. L'esto assure le stockage du sang en quantité tres
importante. L'intestin constitue la zone digestiaetive dans sa partie moyenne et la zone de
stockage des excréments dans sa partie postéricamas est situé sur la face dorsale de la vesgtou
postérieure.

Appareil reproducteur les sangsues sont des animaux hermaphrodites waveppareil
sexuel male et un appareil sexuel femelle, indémetsd’un de l'autre. L'appareil méale est constitué
de neuf paires de testicules, de spermiductes en g@énis permettant la libération des
spermatozoides. L'appareil femelle comprend quant deux ovaires, des oviductes, un utérus et
un vagin. Le nombre d’anneaux séparant les deugrafp varie d’'un genre a l'autre et constitue
donc un critére de diagnose (Dudgeon 1999).

Appareil respiratoire il n’est pas différencié. La respiration s’effiee directement a travers
I'épiderme. Les sangsues ventilent la surface dederps par des ondulations antéro-postérieures.
Les gaz sont distribués dans le corps par I’héntmgéocontenue dans le fluide caelomique.

Figure 2 : Observation a la loupe binoculaire deppareils sensoriels visuels de sangsue (x 20EbdiT. Vergne)
1.1.3. Comportement

La sangsue se déplace dans son milieu soit parge a I'aide de mouvements ondulatoires,
soit par mouvements reptatoires a I'aide des vee®comme les chenilles). Sur un support, elle
progresse en fixant la ventouse postérieure puisliemgeant le corps pour fixer la ventouse
antérieure (cf. Figure 3). Détachant ensuite Iguksarriere et se contractant sur le point d’appui,
elle rapproche toute la partie postérieure du cogrs la ventouse antérieure et réapplique la
ventouse arriere.

Figure 3 : Déplacement de la sangsue sur un suppatichés T. Vergne)
a : la sangsue vient de détacher sa ventouseiantér b : la sangsue commence a allonger sopsce : la
sangsue fixe a nouveau sa ventouse antérieures'afypréte a détacher sa ventouse postérieure [aour
ramener pres de la ventouse antérieure.

Dans le milieu naturel, les sangsues sont aledéda présence d’'une proie potentielle par
les vibrations de I'eau. Elles nagent alors versdarce principale des vibrations. Dans le repérage
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des proies, la vision ne parait pas étre primoedibkes sangsues présentent une sensibilité a la
lumiére : placées dans un aquarium éclairé, elekarchent instinctivement les endroits sombres.
L’autre stimulus important pour les sangsues etrigpérature de la proie potentielle. Une source de
chaleur, comme un ballon d’eau chaude, placée ldzns du bassin attire les sangsues a la surface.
Elles repérent ainsi vraisemblablement plus facieimles vertébrés a sang chaud. La sangsue
présente aussi une sensibilité au toucher la ceaduparfois a se rétracter de plus des deuxdeers
sa longueur.

1.1.4. Alimentation

La sangsue est un animal réputé strictement héimagep Certaines sont des parasites de
poissons, d’amphibiens, d’autres de vertébrés g shaud. Parfois, les jeunes individus peuvent
s’alimenter initialement de larves d’insectes oupedits mollusques. Il a parfois été observé des
sangsues fixées sur des cadavres, mais elles mtaigent pas. D’apres certains auteurs citant des
observations de M. Vauquelin, un comportement dedaipeut aussi parfois avoir lieu vis-a-vis de
sangsues gorgées (Johnson 1825). Une fois fixésgsadeux ventouses sur sa proie, la sangsue
pratique une incision trifide du tégument ou d@éau grace a ses trois machoires munies de dents
(cf. Figure 4). Le contenu sécrétoire des glanadéigaires est libéré au moment de la morsure. Le
mucus facilite la lubrification du site. L’hirudineontenue dans la salive est injectée au début du
repas et favorise la prise du repas sanguin enarapéla coagulation. Lorsque la sangsue est fixée,
des petits mouvements de succion sont observabtesld région céphalique. Le sang subit ensuite
des changements tres lents, notamment par la Ixsgrgssive des érythrocytes. Au cours des
expeériences décrites ci-apres, des globules rantpds étaient encore observables 14 jours apres |
repas sanguin. La digestion du repas est rendusibpogar la présence d'un symbiote de type
bactérien Aeromonas hydrophiladans le tube digestif de I'annélide (Whitlockagt 1983). Apres
son repas, la sangsue est gonflée et se déplacpewe car elle peut absorber entre 3 et 10 @wis s
poids de sang. Dans le milieu naturel, 'accés@oies n’est pas toujours régulier mais le mode de
digestion des sangsues est adapté a ce mode dar\adles présentent une extraordinaire résistance
au je(ne. En effet, les sangsues adultes suppait&ment un jelne de six a huit mois.

Figure 4 : Sangsue au cours du repas sanguin sur i@t de laboratoire (cliché T. Vergne)
1.1.5. Reproduction

Possédant des organes de reproduction male etldéentel sangsue est hermaphrodite.
Cependant, l'autofécondation n’est pas possiblelaetcopulation n’est pas obligatoirement
réciproque. Elle s’effectue téte-béche. Le pénisnéoduit dans le vagin ou le sperme est dépase.
'approche de la ponte, la sangsue présente urere@ht dans la partie antérieure du corps
accompagné d'une coloration de la zone. La pontgreeluit en général un mois apres la
fécondation et a lieu a I'extérieur de l'eau. Langsue libére un cocon, capsule ovoide d'une
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consistance variable, dans lequel les ceufs fécosm#isdéposés. La taille du cocon, jusqu’'a trois
centimetre de longueur et deux centimétre de largest fonction de la taille de la sangsue

pondeuse. Le cocon est rempli d'un liquide nutpErmettant I'alimentation des jeunes sangsues
avant leur sortie vers le milieu extérieur. Cetteigde de vie dans le cocon dure au minimum trois
semaines, puis les jeunes en perforent une exé@nhgagnent I'eau le plus rapidement possible.

1.1.6. Dynamique de croissance

Une fois sorties de I'ceuf, les sangsues juvéniéadigent leur premier repas sanguin a
environ un mois. Pendant celui-ci, qui dure envivimgt minutes, les sangsues juvéniles ingerent
environ six fois leur poids. Les sangsues ne serissant ensuite plus pendant un mois afin que leur
organisme puisse métaboliser le sang ingéré. Ruadidrs du poids du sang ingéré est éliminé sous
forme d’urine dans les quelques jours suivant f@mse Le deuxieme repas dure approximativement
une heure. Les sangsues ingerent cinq fois leulspen sang. La période de digestion dure alors
deux mois. Pendant leur troisieme repas, les sasgasorbent encore prés de cing fois leur poids
en sang puis digerent pendant trois mois (cf. Eidir Cette tendance suit son rythme jusqu’a la
mort de la sangsue : les repas s’espacent de plygdus, durent de plus en plus longtemps et la
guantité de sang ingérée comparée au poids derdsisa diminue progressivement (Sawyer et al.
1981). Les sangsues ont des durées de vie variables I'espece considérée. Certaines sangsues
médicinales ont été conservées dans des bocatlerdependant plus de quarante ans (Vitet 1809).
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Figure 5 : Dynamique de croissance thaementeria ghilianii de la forme juvénile au stade adulte arrivé a
maturité sexuelle (d'apres Sawyer et al. 1981)

1.2. La sangsue utilisée a des fins thérapeuticaie

Les traces les plus anciennes de I'utilisationadsangsue semblent remonter a la plus Haute
Antiquité, au moins a 1600 — 1300 avant J.C. Eatetfans un tombeau de Thebes (Egypte), une
fresque murale représentant une pose de sangdéenasise en évidence (Munshi et al. 2008). En
Grece, Nicandre de Colophon (185 — 138 av. J.€Jhémison de Laodicée (123 — 43 av. J.C.) a
Rome semblent avoir été les premiers a préconiseploi des sangsues en thérapeutique. Pline
I’Ancien (23 — 79 ap. J.C.) conseillait déja lesage pour traiter les phlébites et les hémorroiles.
la fin du Moyen Age, les médecins traitaient de hmmses maladies par I'application de sangsues.
Au XVlIléme siecle, la saignée était pratiguée ades lancettes et l'intervention de la sangsue
restait marginale. A cette époque, pourtant, Jémlegrisoli publia un ouvrage sur I'application des
sangsues en gynécologie. Au XVllleme siécle, alleisété remises a I’honneur en particulier dans
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le traitement des phlébites et des hémorroideségodue de la Révolution, faute de chirurgiens,
elles étaient utilisées pour réaliser des saigiaeXIXeme siecle, la sangsue est de nouveau percue
comme un outil thérapeutique unique. Différentesnogwaphies sont alors publiées. La France
devient le pays le plus consommateur de sangsaeguantité d’annélides qui y est utilisée entre les
années 1830 et 1840 aurait été d’environ soixaiiteoms par an. Dans le méme temps, la Russie
consommait annuellement trente millions de sangpoes traiter des affections aussi diverses que
la tuberculose, I'épilepsie ou les rhumatismes.oFiae par I'amélioration du transport, le commerce
de la sangsue a pris, a cette époque, une dimensadiale. Tout le monde s’y intéresse. L'Etat
américain offrait méme une prime de 500 dollars uicanque réussirait a élever la sangsue
européenne. Mais, apres la grande épidémie derahd& 1832 et 'avenement de 'asepsie avec
Pasteur, les médecins ont rejeté I'usage de lsssangpnsidérée alors comme un vecteur de germes.
Ainsi, le discrédit fut jeté sur les sangsues diud@s convalescences interminables, des hémosragie
et des infections cutanées. Aprés les années 18k¥age de la sangsue a été abandonné par le
plus grand nombre. Le XXéme siecle n'a fait quefomer cette tendance (Hyson 2005).
Actuellement, la sangsue est de nouveau au coellactigalité car elle est de nouveau utilisée par
des médecins généralistes pour le traitement f&relites affections comme les phlébites, I'arthrose
ou les intoxications sanguines. Les chirurgiensityamssi de plus en plus recours lors des gretfes o
lors de chirurgie plastique afin de favoriser la+w@scularisation (Yantis et al. 2009). Son utilma

est cependant encore a l'origine d’'infections parfgraves comme peut en témoigner un cas de
méningite aAeromonas hydrophildié a I'application de sangsues (Ouderkirk et 2004).
L’industrie pharmaceutique et les laboratoiresrdfiques se penchent depuis quelques années sur
les formidables pouvoirs des sangsues.

1.3. La sangsue en tant que vecteur de trypanosem

Dans le monde marin, le lien entre les sangsudssetrypanosomes de poissons est tres
étroit. Certains trypanosomes arrivent bien a seirdans l'organisme de certaines espéces de
sangsues marines se nourrissant de sang de poiggosis Trypanosoma murmanensispu étre
observé vivant dans la sangsue madioleanssonia articau moins 80 jours aprés que cette derniére
ait consommeé du sang parasité (Karlsbakk et al5R@e plus, différents stades de développement
d'un trypanosome non identifie ont aussi été oblEendans la sangsugeylanicobdella
argumanensislui conférant un éventuel réle de vecteur bicog (Hayes et al. 2006). Enfin, il a
été montré que la sangs@ientobdella confluengst capable de transmettre expérimentalement
Trypanosoma gargantyain autre trypanosome de poissons (Burreson €0@l7). Dans le monde
marin, la sangsue est donc effectivement un veceaannu de trypanosomes.

Chez les mammiferes, treés peu d’informations oétpétblieées concernant la transmission des
trypanosomes par les sangsues. Cependant, Hariteodubangui qui aurait, dés 1932, observé
une transmission du surra par la sangsue teridagmadipsa zeylanic@dlamilton et al. 2005). Plus
récemment, de I’ADN ddrypanosoma theilera été mis en évidence dans des sangsues de cette
méme espéce provenant du Sri Lanka et de I'edpg&iobdella jawarerensiprovenant de Papouasie
Nouvelle Guinée. Cependant, en raison du mode dseceation des sangsues dans l'alcool, les
trypanosomes vivants n‘'ont pas pu étre mis en éciglé I'observation directe (Hamilton et al.
2005). Certaines sangsues aquatiques sont soumsroe participer a la transmission de
Trypanosoma binneyun parasite de I'ornithorynque en Australie (3adtal. 2001).

2. La collecte et la conservation des sangsues
2.1. La collecte des sangsues
Lieux de capture pour mener la présente étude, les capturest®iidiées a deux endroits différents.

Le premier était une mare d’eau stagnante de 3femprofonde (maximum 1 métre de fond) située
dans l'université vétérinaire de Chiang Mai et@ukle des vaches avaient acces. Le deuxieme était
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une riziere non cultivée de trés grande étendue p®i profonde (maximum 1 metre de fond) située
dans le district de Mae Chan dans la province dar@hRai. Des vaches et des buffles avaient aussi
acces a ce point d’eau. Il est intéressant de mpiemotre recherche a ce dernier endroit est due a
'appel d’éleveurs ayant enlevé le matin méme deangsues de leurs buffles. Ces informations de
cohabitation entre le bétail et les sangsues sesirtéressantes épidémiologiguement et confirment
l'intérét de notre étude.

Technique de récolteles sangsues étant attirées par les mouvemenitsal, il a suffit de faire
quelques pas bruyamment dans le point d’eau, detsarner et de passer une épuisette dans son
sillage afin de capturer les sangsues.

Bilans de la récolte Quatre-vingt-une sangsues ont été récoltéessapk dans le premier lieu de
capture et soixante-quatre dans le second. L'esp@sangsue était la méme dans les deux endroits.
Grace a un arbre de classification des Hirudinagd¢@on 1999), il a pu étre déterminé que cette
espece appartient au gertrudinaria. D’apres des comparaisons avec des photograple®s
especes de sangsues de ce genre, elles ont éiééddsrcomme appartenant a I'espétiaudinaria
manilliensis.En Thailande, elles sont aussi appelées « sangshiefiie ». Selon leur age, les tailles
étaient tres variables. Les plus petites pesaiglé Grammes et mesuraient deux centimétres en
extension alors que les plus grandes atteignaentahgueurs de plus de trente centimétres dans la
méme position et des poids proches de 20 gramrheBigare 6). Les effectifs de chaque taille ont
été dans le méme ordre de grandeur.

Figure 6 : Observation des différences de tailletenune des plus grosses sangsues et une des plitep
(cliché T. Vergne)

2.2. La conservation des sangsues

En attendant le début des expériences, les sangsuesté conservées a I'Université de
Kasetsart dans des tubes Falcon pour les plugpetitdans des bouteilles en plastique pour les plu
grandes. Les récipients étaient remplis aux dears tivec de I'eau du robinet. L’eau était changée
une fois par semaine pour éviter que les sangus$moxiquent avec les produits d’excrétion et de
macération. Les sangsues n‘ont pas été nourries Battente des expérimentations. Les tubes
Falcon ont été refermés avec une piece de moustdiiseee par un élastique afin de laisser I'air se
renouveler dans le récipient. Dans le méme objdesf bouteilles d’eau ont été percées dans leur
partie haute avec une aiguille (cf. Figure 7). tudses Falcon et les bouteilles ont été placés daas
enceinte semi fermée dont le taux d’humidité acétgservé entre 50 et 60 %. Dans ces conditions,
86 % des sangsues ont survécu jusqu’'au début gEsimentations qui ont commencé quarante
jours apres leur collecte. Lorsqu’'une sangsue radurelle libérait par I'anus une partie de son
contenu intestinal qui-se collectait dans une bukgnbraneuse abouchee a I'anus, la bulle agonique.
Il N’y a pas eu de reproduction des sangsues sadegsues collectées a.maturité sexuelle (aprés 3
ou 4 repas sanguins) étaient conservées indivtaelht afin d’éviter IeS'-I?gsglugs de cannibalisme.

L=

21



Figure 7 : Conservation des sangsues (clichés T. /&)

a : les grosses sangsues sont conservées dansutedlbs en plastique dont la partie s'évasantégercée pour
permettre a I'air de circuler. b : les petites sangs sont conservées dans des tubes Falcon ret®deaemoustiquaire.
c : les bouteilles et les tubes Falcon sont entségalans une enceinte semi fermée dont I'hygraeritta température

sont controlés.

3. Evaluation de la présence deypanosoma evansia |'état naturel chez la
sangsue

Comme cela a été énoncé plus haut, les études roamteles populations de
trypanosomatidés présents dans l'organisme de sasgsnt tres peu nombreuses. L'objectif de
cette partie est de savoir un peu plus précisémeels sont les trypanosomes présents chez les
sangsues en Thailande et, plus spécifiguemeniiesipeuvent éventuellement étre porteuse$.de
evansi Pour cela, des sangsues récupérées sur le telaam le nord de la Thailande ont été
sacrifiées et disséquées. Les liquide coelomiqoeteou intestinal et glandes salivaires de ces
annélides ont été observés et analysés par PCR.

3.1. Protocole
3.1.1. Dissection et prélevements

Le protocole de dissection est largement inspirg eeplications données par Fox (Fox
2003). La sangsue vivante est fixée ventralemantise plaque de polystyréne par deux aiguilles
fichées au niveau des ventouses (cf. Figure). Efie étiréee au maximum. Afin d'éviter les
contaminations entre les compartiments, les préiewts se font dans un ordre croissant de
probabilité de présence des trypanosomes : leslggasalivaires seront les premiers organes a étre
prélevés, puis, la dissection se concentrera suiglede coelomique pour finir par le contenu
digestif.

Tout d’abord, a l'aide de pinces propres et d'lem@e de bistouri stérile, une incision
longitudinale est réalisée dans la région céphalijuiaut inciser a travers le tissu blanchatrg &n
s’assurant que le jabot de la sangsue n'a pasugi¥tace qui pourrait provoquer une contamination
par le contenu digestif. Un liquide rouge perle gélement de la plaie. Il s’agit du liquide
coelomique qui est récupéré a l'aide d’'une serirgjgele. La plaie est alors rincée au PSG 1% et
les deux rabats de la plaie sont fixés avec dadllaig sur la plague de polystyrene. Les glandes
salivaires, difficilement visibles et non individisables, peuvent cependant étre identifiées dans |
tissu blanchéatre entourant le jabot. Elles appseaiscomme un tissu granuleux, différent de I'aspec
des muscles lisses les entourant (cf. Figure)sEmnt prélevées en découpant proprement ce tissu
granuleux de part et d’autre du jabot, rincées &G R%, et mises dans un tube eppendorf de 1,5
mL. Les outils sont lavés a grande eau.

Une incision tres superficielle est ensuite réaliséur le dos de la sangsue,
perpendiculairement a I'axe du corps de la sangspeu prés a mi-longueur. Cette incision, la plus
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longue possible, n'entaille que le tégument et dacbe musculaire qui apparait noire. Si des
capillaires coelomiques sont sectionnés lors aeibion, du liquide coelomique peut couler comme
lors du prélevement des glandes salivaires. lié@stpéré avec une seringue stérile. On peut écarter
les deux léevres de la plaie avec des pinces ahidlilhcérer les tissus et mieux voir. Il est alors
possible d'observer sur la face dorsale et surfdess latérales de la sangsue trois vaisseaux a
I'activité contractile contenant un liquide roudé.s’agit des canaux coelomiques contenant le
liquide coelomique destiné a distribuer 'oxygéns éissus, par l'intermédiaire de I'hémoglobine
gu’il contient. Ces canaux coelomiques se ramifiemsuite en capillaires coelomiques qui iront
irriguer les différents organes. Les canaux sontgsepar la lame du scalpel ou une aiguille et leur
contenu est récupéré dans un micro tube de 1,5rade la seringue. La plaie est rincée avec du
PSG 1% pour éviter les contaminations entre lespastiments. Les outils sont eux aussi lavés a
grande eau.

On peut distinguer, dans la partie médiane de rgsee, l'intestin. Selon son état de
remplissage, celui-ci peut apparaitre blanc (IGiksgst vide, la lumiere est petite, la paroi eshd
épaisse) ou noir (lorsqu'’il est plein, la paroi idew invisible, il est alors trés fragile). Une ipet
incision est pratiquée dans la paroi de lintestrec la pointe du scalpel. Le contenu est récupéré
dans un tube eppendorf de 1,5 mL. Si le tube egt,pbon contenu sort tout seul. S’il est videsi
possible d’en récupérer une petite quantité avecnioropipette. Ces dissections peuvent étre faites
a différentes hauteurs sur le corps de la sangaimsi, nous avons fait des incisions plus
postérieures ou plus antérieures selon les cas.

3.1.2. Les glandes salivaires

Macroscopiquement, les glandes salivaires appardisemme un tissu non individualisable
et granuleux entourant le pharynx. Pour I'examerrosicopique, le tissu prélevé est écrasé
délicatement entre lame et lamelle. Il est alorssade d’observer de nombreuses structures
glandulaires (cf. Figure 8). Ces formations, deureatépidermique, sont toutes indépendantes et
ouvrent chacune directement dans la cavité buabaléa sangsue par l'intermédiaire de canaux
sécrétoires. Les canaux sécrétoires contenant llge speuvent se contracter et les ondes
péristaltiques sont visibles au microscope dansniesites qui suivent I'extraction des organes. La
salive est aussi observable au niveau des ces.ondes

Figure 8 : Observation de glandes salivaires de gsime au microscope (état frais) (cliché T. Vergiie)50)
3.1.3. Le liquide coelomique

Lorsque les vaisseaux contenant le fluide coelomispnt percés, ce dernier s’écoule tout
seul grace aux capacités pulsatiles des canauaromples qui jouent le réle du coeur. Il s’agit d’'un
liquide fluide, rouge clair. Il est difficile d’emécupérer des quantités supérieures a 100 pl. A
'observation directe au microscope, ce liquide,u pdense, ne présente pas de cellules
caractéristiques si ce n’est quelques rares délaifislaires. Le frottis de liquide coelomique
n'apporte pas plus d'informations. Il semble dépautte cellules nucléées.
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3.1.4. Le contenu intestinal

La consistance du contenu intestinal varie en fonctlu lieu de prélevement et du délai
apres le repas sanguin. Le contenu intestinallebagment liquide en région antérieure, visqueux
en région médiane, et plus péateux en région pesit&i Cependant, cette distinction n’est
observable ni trop t6t ni trop tard. Si le préleemminse fait moins de 1 semaine apres le repas, le
contenu intestinal sera entiéerement liquide sutetda longueur du tube digestif. En revanche, si le
prélevement est tardif, plus d’'un mois aprés lasepout le contenu intestinal tendra a prendre une
consistance solide. La couleur est rouge foncéevmdire. Environ 100 pl de contenu intestinal est
mis dans un tube eppendorf. Sont ajoutés alorsdfe PSG 1 % pour diluer son contenu. A
I'examen direct au microscope, on peut observeramebreux érythrocytes. Leur état de dégradation
est encore un fois, fonction de la durée sépaeaptdlevement du repas sanguin (cf. Figure 9). La
flore intestinale de la sangsue, trés mobile, essiaobservable.

Figure 9 : Etat du contenu intestinal chez la sangs (état frais) (cliché T. Vergne) (x 400)
a: 1 jour apres le repas sanguin. b : 7 jours apl@repas sanguin

3.2. Mise en évidence de trypanosomes par obsetiea directe

I nous a été permis d'observer au microscope dgsanosomes vivants sous forme
trypomastigote dans I'organisme de la sangsue guseunle fois, lors de la dissection d’'une sangsue
qui a eu lieu 4 jours apres sa collecte dans l@rezde Mae Chan. La sangsue a été tuée par
immersion dans de I'alcool 70° puis son contenestibal a été observé au microscope dans I'heure
qui suivit. Le contenu intestinal était liquideretige sur toute la longueur de I'appareil digesif
qui sous-entend que le repas sanguin avait eupkeude temps avant la dissection (moins d’'une
semaine). Les trypanosomes étaient présents ddsusveaux du tube digestif mais en tres petit
nombre. lls mesuraient a peu prés 30 um, possédaienmembrane ondulante bien développée et
un flagelle libre relativement court (cf. Figure)1Deurs mouvements ondulatoires étaient vifs pour
certains et nettement ralentis pour d’autres. Adfen direct, la morphologie et la motilité du
parasite étaient compatibles avec cellesTdevansi Des séquences vidéo ont été capturées. Ces
observations, réalisées au minimum 4 jours aprédventuel repas contaminant, suggérent que les
trypanosomes sont capables de survivre au moirdapépette durée au sein de la sangsue.

Figure 10 : Trypanosomatidés vivants observés dinesontenu intestinal d'une sangsue 4 jours aprés s
capture (état frais) (clichés T. Vergne)
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Le contenu digestif de 5 autres sangsues de taitigprise entre 10 et 15 cm en extension, a
par la suite été observé au microscope. Ces olisgrsant été réalisées au moins trois semaines
aprés la récolte des sangsues. Il n'a jamais étaipel’observer d’autres trypanosomes vivants. A
'examen direct de cing échantillons, le liquidel@aque n’a lui non plus jamais révélé la présence
de trypanosomes.

3.3. Mise en évidence de trypanosomes par PCR
3.3.1. Matériel

Echantillons de sangsuesafin d’évaluer la présence de trypanosomes tatl'daturel chez les
sangsues récupérées sur le terrain, divers pré&nsnont été analysés. Dés qu’une sangsue
mourrait, le contenu de la bulle agonique étaiupécé. Il était considéré comme révélateur du
contenu intestinal. Les glandes salivaires étaagissi prélevées sur ces sangsues mortes. De plus,
huit sangsues ont été sacrifiées pour augmentesrtere d’échantillons et pouvoir ponctionner du
liquide ccelomique. Il a ainsi pu étre récupére guéthantillons de bulle agonique, neuf de contenu
intestinal, huit de glandes salivaires et troidigi@de coelomique. Ces échantillons ont été corserv

a -20°C en attendant I'extraction de I'’ADN.

Kit d’extraction: I'extraction de I'ADN a été réalisée avec un kibmmercialisé par Geneaid
Biotech Ltd. Le protocole « sang congelé » a étéséitpour extraire 'ADN des échantillons de la
bulle agonique, du contenu intestinal et du liquidelomique. Le protocole «tissu » a été utilisé
pour les glandes salivaires.

Amorces deux jeux d'amorces ont été utilisés.

- amorces TRYP1 : ces amorces, assez peu sensbkepour cible une séquence d’ADN
non transcrite, dont la taille varie selon le gedeetrypanosome considéré. Selon la taille des
produits de la PCR, il est donc possible de détemde maniére assez spécifique, le genre des
trypanosomes présents (Desquesnes et al. 20013illeadu produit d’amplification d&. evansiet
de tous ledrypanozoorest de 545bp. De maniere générale, ces amorcespeoonettront donc de
savoir si des trypanosomatidés sont présentsai Héturel chez la sangsue.

- amorces TBR : ces amorces permettent 'amptibcad’'une séquence répétée d’ADN
satellite spécifique delrypanozoon(GIBSON et al. 1988) ; elles sont trés sensibles.

3.3.2. Méthode

L’ADN de tous les échantillons a été extrait ad&idu kit Geneaid selon le protocole décrit
en annexe. Tous les échantillons ont été ampli@s CR avec les amorces TRYP1 et TBR selon le
protocole décrit en annexe. Une fois la migrat@éalisée, certains produits de la PCR amplifiés avec
les amorces TRYP1 présentaient des signaux nonatdtgs avec les produits de la PCR amplifiés
avec les amorces TBR. Ces échantillons amplifiésdonné lieu a un séquencage afin de pouvoir
identifier les trypanosomes présents dans les sasgs|’état naturel.

3.3.3. Résultats

Résultat des PCR avec amplification par les amorcé&RYPL1 (cf. Figures 12 et 13)

Sur les treize sangsues analysées, sept ont pkédemtsignaux aprés migration des produits de la
PCR. Tous ces signaux correspondaient a des sggpidiADN de poids moléculaire compatible
avec les témoins positif§rypanosoma evansiloutefois certains paraissaient sensiblement plus
lourds.

La premiere sangsue disséquée quatre jours apreslisate, dans le tube digestif de laquelle des
trypanosomes vivants ont été observés, produitigmaktrés faible. Néanmoins, ce signal est
reproductible car il est apparu sur tous les gelsdyration qui ont été réalisés. || semble révider
présence d'un trypanosome dont le produit de la BP@Rit de poids moléculaire légerement
supérieur a celui des témoins posififsevansi
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Si I'on s'intéresse plus précisément a la nature pgegléevements présentant les signaux, on
s’apercoit que tous les compartiments de la sangsu¢ représentés. En effet, sur les sept
échantillons positifs, deux proviennent du contarastinal, trois des glandes salivaires et deux du
liquide coelomique. Cette considération permet aleclure que le parasite mis en évidence par ces
analyses est capable de diffuser dans tout I'osgagide la sangsue.

Les trois dernieres sangsues analysées, sacri@&@surs, 60 jours et 80 jours apres leur collecte,
présentent encore des signaux respectivement ddhsde coelomique, le contenu intestinal et le
fluide coelomique. N'ayant pas été nourries dutant conservation, il est justifié de conclure que
I’ADN des trypanosomes mis en évidence ici, eshbégpde se conserver autant de jours au sein des
sangsues. Concernant le signal du contenu digestife conclusion est compatible avec la
physiologie de la digestion de la sangsue quirest lente. Le trypanosome et son ADN mettent
donc beaucoup de temps a se faire dégrader. Larme&g<’ADN de trypanosome dans le fluide
coelomique révele quant a elle une capacité duspara franchir les tissus. Cette présence a 80
jours apres la collecte de la sangsue souléve daped’intéressantes questions. En effet, la sangsu
posséde un organe d'épuration qui détruit les édsnétrangers du liquide coelomique. Une
persistance simple pendant 80 jours d’ADN de trggame dans le liquide coelomique parait donc
peu probable. Cela améne a émettre I'hypothésdegtrypanosome mis en évidence possede la
capacité de survivre, voire de se multiplier dandidquide coelomique de la sangsue. Les cellules
observées sur les frottis de liquide coelomiqueekk deux sangsues peuvent étre rattachées a une
forme de survie du trypanosome dans la sangsue.téadsmiques immuno-histochimiques, non
disponibles dans le cadre de cette étude, auréiéntécessaires pour permettre de conclure sur ce
point.

Résultat des PCR avec amplification par les amorcéBR (cf. Figures 14 et 15)

Sur les treize sangsues analysées, cing ont péédentsignaux aprés migration des produits de la
PCR. Les sangsues de I'espétisudinaria manilliensissont donc naturellement porteuses d’ADN
deTrypanosoma evansi

Deux de ces cinq sangsues présentaient aussi desusi apres migration des produits
d’amplification par TRYP1. Cependant, il est imp@mit de noter que, dans ces deux sangsues, ce ne
sont pas les mémes compartiments qui apparaisseiiifp En définitive, aucun des échantillons
positifs avec 'amorce TRYP1 ne s’est révélé deveau positif avec 'amorce TBR, beaucoup plus
spécifiqgue del. evansilLes signaux issus de I'amplification avec les exas TRYP1 témoignaient
donc de la présence d’'un autre trypanosome dopoilds moléculaire du produit d’amplification
était proche de celui de evansill est fort probable que les trypanosomes obsedads la sangsue

4 jours apres sa collecte appartiennent a cetcedp. Afin de déterminer cette espéce, des essais
de séquencage ont été réalisés. Malheureusemestgieux obtenus apres migration étaient le plus
souvent trop faibles pour permettre un découpaggealafin d’isoler la séquence. Seul le produit
d’amplification par TRYP1 de I'échantillon de glandalivaire de la quatrieme sangsue a pu servir a
un séquencgage. Le résultat du séquencage témagiaepdésence d’'un géne non spécifique présent
sur 'ARN 18S de trés nombreuses sangsues. Lesasigissus de la migration des produits
d’amplification avec les amorces TRYP1 ne sont dgas révélateurs de la présence de
trypanosomes.

Si I'on s’intéresse aux localisations deypanosoma evanglans les sangsues, il s’avere que le
parasite semble confiné au contenu intestinal. Auethantillon prélevé dans le fluide coelomique
ni dans les glandes salivaires ne se révéle pagités la migration des produits de I'amplification
Dans cette espéce de sangsue, le parasite negmraipas capable de quitter le tube digestifddin
rejoindre le liquide caelomique.

Le dernier échantillon positif a été prélevé dans sangsue sacrifiee 30 jours apres sa récolte.
Trypanosoma evansst donc un parasite dont 'ADN peut naturellempetsister dans le tube
digestif de la sangsue au moins 30 jours apréspasrinfectant.
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Figure 12 : Gel d’électrophorése 1 des produitsPIER obtenus avec les amorces TRYP 1 a partir d'éctiant pris
dans différents compartiments de sangsues récupesie le terrain.
M : marqueur moléculaire 100bp plus (Fermentas) g Neontrdle négatif ; Pos : contréle positif ;
Cl : Contenu Intestinal ; BA : Bulle Agonique ; GSlandes Salivaires. Chaque rectangle corresponthé sangsue.

M  Neg Pos

Figure 13 : Gel d’électrophorése 2 des produitsRIER obtenus avec les amorces TRYP 1 a partir d’éctlant pris
dans différents compartiments de sangsues récupgsie le terrain.
M : marqueur moléculaire 100bp plus (Fermentas) gNeontrdle négatif ; Pos : contrdle positif ;
Cl : Contenu Intestinal ; GS : Glandes SalivairdsG : Fluide Ccelomique.;
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Figure 14 : Gel d’électrophorése 1 des produitsPIER obtenus avec les amorces TBR a partir d'échéntis pris
dans différents compartiments de sangsues récupgsig le terrain.
M : marqueur moléculaire 100bp plus (Fermentas) gNeontrdle négatif ; Pos : contrdle positif ;
Cl : Contenu Intestinal ; BA : Bulle Agonique ; SGlandes Salivaires

Cl S§G C FC &G |FC CI SG |FC ClI SG

Figure 15 : Gel d’électrophorése 2 des produitsPIER obtenus avec les amorces TBR a partir d’échéonti$ pris
dans différents compartiments de sangsues récupgsig le terrain.
M : marqueur moléculaire 100bp plus (Fermentas) g Neontr6le négatif ; Pos : contréle positif ;
Cl : Contenu Intestinal ; GS : Glandes SalivairdsG : Fluide Ccelomique.;

3.4. Discussion

Ces observations ont donc permis de mettre en ieédi présence a I'état naturel d’ADN
de Trypanosoma evansians la sangsudirudinaria manilliensis La présence dé&. evansidans le
tube digestif de ces sangsues n'est pas surpremganteen Thailande, ces sangsues cohabitent
fortement avec les buffles d’eau, animaux natumediet infectés paf. evansiet présentant parfois
de fortes parasitémies. La limite de cette étudatuiu fait qu'il est impossible de savoir quans le
sangsues ont procédé a leur repas sanguin et natédentuellement consommé les parasites. Pour
les sangsues qui ne paraissent pas héberger 'A®ON @vansiil n’est pas possible de savoir si
elles ont déja été en contact avec le parasitel elles ont déja dégradé I'ADN. Ces lacunes ne
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permettent donc pas d’avancer avec certitude Tquevansiest incapable de franchir la barriere
intestinale et ainsi de diffuser dans I'organisneelal sangsue. Il est seulement permis de conclure
gue les sangsues de I'espétieudinaria manilliensissont naturellement porteuses d’ADN de
evansiet que celui-ci persiste dans le tube digestifadeangsue plus de 30 jours apres le repas
infectant. L’'observation dans le tube digestif ddusangsue, de trypanosomes de morphologie
compatible a celle d&. evansin’est pas sans ambiguité car les analyses maléesiine sont pas
réellement concluantes. Les essais de séquenceg@satiuits de PCR avec les amorces TRYP1 ont
échoué car les signaux apres migration étaient fadpes. Etant donné que des trypanosomes
vivants ont réellement été observés, d’'autres esgaséquencages vont étre menés.

4. Evaluation de la survie et de la localisation deypanosoma evansidans
la sangsue

Afin de confirmer les conclusions issues des olzgams réalisées sur des sangsues de terrain et
énoncées dans la partie précédente, un protoceéeshal des infections expérimentales de sangsues
a été mis en place. Des observations directes ®tadalyses moléculaires pourront ainsi étre
réalisées régulierement avec un délai entre 'agadt le repas infectant qui sera maitrisé. Laeduré
de vie du trypanosome dans la sangsue, la durgeeidéstance de 'ADN dans l'intestin, et la
localisation des parasites dans les tissus selauidée séparant I'observation du repas infectant
seront les informations qui découleront de cetfgamentation.

4.1. Matériel et méthode

Matériel

Sangsuessix sangsues aquatiques ont éte utilisées pite expérience. Leur capture a été faite 54
jours plus tét. D’apres leur taille, c'était desngsues ayant réalisé au moins 2 repas sanguins,
potentiellement infectants, avant d'étre captur&des avaient des tailles en extension comprises
entre 10 et 15 cm.

Rat infecté il s’agissait d’un rat Wistar, inoculé 4 jourg tot par une injection en intra-péritonéal
d’'une souche dé&rypanosoma evangolée sur bovin a Bangkok. Au moment de I'exp@re le rat
présentait une parasitémie d€ fffpanosomes/ml.

Méthode

Infection des sangsuesine a une, les six sangsues ont réalisé un sgpagiin sur le rat infecté,
selon le protocole décrit en annexe (cf. Annexé.&8)durée du repas a été fixée a 10 minutes.

Mise en évidence dE evansi ces six sangsues, ayant recu du sang parasitéigaorale, ont été
disséquées une a une selon le protocole de dmsabdicrit précédemment, immédiatement aprés
l'infection, a 1 jour, 3 jours, 7 jours, 14 jours3® jours post-infection. Le liquide ccelomiqueté é
recueilli et observé directement au microscope. éhsuite été fixé au méthanol sur une lame pour
faire un frottis coloré a I'éosine et au bleu dahyi&ne (EBM). Aprées dilution du prélévement avec
du PSG 1% afin d’atteindre un volume de 200 pliremv100 pl a été injecté en intra-péritonéal a
une souris et la quantité restante a été utilisée faire une analyse par PCR. Le contenu digastif
aussi été observé a I'état frais au microscopeety injectés en intra-péritonéal a une souris. La
qguantité restante a été utilisée pour faire dely/ses par PCR. Des frottis ont aussi été réalias a
d’apprécier I'état de dégradation des trypanosoriks.prélevement des glandes salivaires est
observé a I'état frais au microscope. A été étuthéprésence de trypanosomes dans les glandes
elles-mémes, ainsi que dans les canaux sécréteutissu glandulaire a ensuite été broyé dans 200
pul de PSG 1 %. Le surnageant a servi a faire utisrd 00 pl injectés en intra-péritonéal a une
souris et la quantité restante a été utilisée faite des analyses par PCR. Concernant les analyses
par PCR, les extractions ont été réalisées grackitaGeneaid. Etant donné que les quantités
d’échantillon récoltées sont parfois trés faible&gution de 'ADN ne fut réalisée qu’avec 50 ul de
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solution d’élution, comme cela est conseillé pdial@icant, de maniére a concentrer 'ADN purifié.
L’amplification fut réalisée avec les amorces TBR.

4.2. Résultats
4.2.1. Observations et inoculations

Dissection de la sangsue immédiatement apres |'atifen

Liquide ccelomiquele liquide ccoelomique a été observé au micros@fpeninutes aprés le repas
infectant et une heure aprés. A chaque observatiooun trypanosome n'a été observable.
L’injection en intra-péritonéal a une souris saire jamais permis I'observation de parasites dans |
sang tout au long du suivi qui a duré 4 semaines.
Contenu intestinal environ 30 minutes apres le rgpas infectant, tigganosomes présentaient
toujours une bonne mobilité. Aucun trypanosome m@ieté observable. A 1 heure post infection,

la mobilité des trypanosomes a légéerement diminwgielques spécimens morts ont pu étre apercus
(cf. Figure 16). A 1h30, cette tendance s’est ateéenet 2 heures aprés le repas, pres de 70 % des
trypanosomes étaient morts. Les survivants apsaieist peu mobiles. L’allure de certains d’entre
eux était légerement modifiée, leur cytoplasme $antlse concentrer dans la région postérieure qui
apparait donc plus arrondie. Une deuxieme manipuldatlentique a été réalisée avec une autre
sangsue. A l'observation du contenu intestinaksil cette fois apparu que tous les trypanosomes
étaient morts dés 45 minutes apres le repas imfiecta

Glandes salivaires les différentes observations réalisées toutamg Ide la dissection, gu’elles
soient directes ou aprés coloration, n’ont réval@résence d’aucun trypanosome. L’injection a la
souris n'a jamais provoqué de parasitémie toubag tu suivi.

Figure 16 : Trypanosomes observés dans le tube difygdeure aprés le repas infectant (coloration BB
(cliché T. Vergne)

Dissection de la sangsue a 1 jour post-infection

Liquide ccelomiqueaucun trypanosome n’a été observé. L'injectida souris n'a jamais provoqué
de parasitémie tout au long du suivi.

Contenu intestinal de trés nombreux trypanosomes morts sous fomymorhastigote étaient
présents (cf. Figure 17), mais aucun trypanosontalenn’a pu étre mis en évidence. L'injection de
100 pl de contenu intestinal en intra-péritonéaha souris naive n’a jamais permis d'observer de
parasitémie durant les trois semaines de suivi.

Glandes salivaires aucun trypanosome n’'a été observé ni dans bsdgb salivaires, ni dans la
salive véhiculée par les canaux excréteurs. L'tigeca la souris n’a jamais provoqué de parasitémie
tout au long du suivi.
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Figure 17 : Trypanosomes morts dans le tube digedéfla sangsue 24 heures apres un repas infectéétat frais)
(cliché T. Vergne)

Dissection de la sangsue a 3 jours post-infection

Liguide ccelomiqueaucun trypanosome n’a été observé. L'injectida souris n’a jamais provoqué
de parasitémie tout au long du suivi.

Contenu intestinal aucun trypanosome vivant n’était visible a I'eb&tion directe. En revanche, la
présence de nombreux trypanosomes morts sous foypwmastigote pouvait encore une fois étre
notée. lls se présentaient cependant dans unlesati@gradé que lors de la dissection de la sangsue
1 jour aprés le repas infectant. L'injection a ¢aurgs n'a jamais provoqué de parasitémie tout au
long du suivi.

Glandes salivaires aucun trypanosome vivant n'a été observé ni tisglandes salivaires ni dans
les canaux excréteurs. L'injection a la souris jaimais provoqué de parasitémie tout au long du
suivi.

Dissection de la sangsue a 7 jours post-infection

Liguide ccelomiqueaucun trypanosome n’a été observé. L’'injectida souris n’a jamais provoqué
de parasitémie tout au long du suivi.

Contenu intestinal les éléments figurés étaient tres difficilemielentifiables. Le contenu intestinal
était tres dense, rouge, et seulement quelqueartogomes encore reconnaissables. L'injection a la
souris n'a jamais provoqué de parasitémie toubag tu suivi.

Glandes salivaires aucun trypanosome n’a été visible a I'observativecte. L'injection a la souris
n'a jamais provoqué de parasitémie tout au longuivi.

Dissection de la sangsue a 14 jours post-infection

Liquide ccelomiqueaucun trypanosome n’a été observé. L'injectida souris n'a jamais provoqué
de parasitémie tout au long du suivi.

Contenu intestinal il était toujours tres riche en débris celludsir A I'état frais, aucun trypanosome
vivant n'a été observé. Quelques trypanosomes nétaient visibles. Un frottis a été réalisé sur
lequel il était possible de noter la présence deoyes trypanosomes (cf. Figure 18). Il y en avait
cependant peu. L’injection a la souris n’a jamai®/pqué de parasitémie tout au long du suivi.
Glandes salivaires aucun trypanosome n'a été observé. La sourieer@jant recu l'injection de
100 ul de broyat de glandes salivaires en intragréal n'a jamais présenté de parasites dans le
sang jusqu’a sa mort qui a eu lieu 19 jours apmedtion. Elle avait commencé a présenter des
écoulements rouges au niveau des yeux 4 jours aaamiort. Une analyse PCR avec amplification
par amorce TBR a été réalisée sur le caillot sanguésent dans la cavité cardiaque. Elle s’est
révélée négative.
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Figure 18 : Trypanosomes morts observés dans leteon digestif de la sangsue a 14 jours post-infenti
(frottis colorés) (clichés T. Vergne)

Dissection de la sangsue a 30 jours post-infection

Liquide ccelomiqueaucun trypanosome n’a été observé. L'injectida souris n'a jamais provoqué
de parasitémie tout au long du suivi.

Contenu intestinal a I'observation directe, quelques érythrocytesie@t encore reconnaissables
mais aucun trypanosome n’a pu étre identifié. Lémes observations ont pu étre faites concernant
les frottis EBM. L’injection a la souris n’a jamgisovoqué de parasitémie tout au long du suivi.
Glandes salivaires aucun trypanosome n’'a été observé. L'injectida souris n'a jamais provoqué
de parasitémie tout au long du suivi.

4.2.2. Résultats de I'analyse moléculaire par PCR

A l'exception des échantillons provenant du contatigestif des sangsues disséquées
immédiatement et 1 jour aprés le repas infectants tes prélevements de contenu digestif ont été
analysés par PCR avec amplification par les amdrBés En effet, de trés nombreux trypanosomes
étaient facilement visibles dans ces échantilldmg nous a donc pas paru trés intéressant diem fa
'analyse. Concernant les glandes salivaires, ét@ trés difficile d’en récupérer des quantités
suffisantes chez la sangsue disséquée 1 jour &pnépas, ce qui explique I'absence d’analyse.
Enfin, tous les échantillons de fluide coelomiqueéié analysés (cf. Figures 19 et 20).

Tous les préléevements effectués dans le conterestifigont provoqué des signaux apres
migration des produits de I'amplification. Ces Hésts confirment donc la conclusion avancée dans
le paragraphe précédent : ’ADN @eevanspersiste dans le tube digestif de la sangtuedinaria
manilliensisau-dela de 30 jours aprés le repas infectant.

Enfin, aucun des prélevements de glandes salivairete fluide ccelomique n’a provoqué de
signaux sur le gel. L'ADN d€dl. evansin’y est donc pas présent confirmant encore ung foi
l'incapacité du parasite a quitter le tube diggstiir rejoindre le liquide coelomique et par lawdiér
dans tout I'organisme de la sangsue.
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Figure 19 : gel d’électrophorése 1 des produitsRIER obtenus avec les amorces TBR a partir d’échaotifl pris
dans différents compartiments de sangsues expérimement infectées.

M : marqueur 100bp plus (Fermentas) ; Neg : contriégatif ; Pos : contrdle positif ; J 0 : sangsuefiée 30
minutes apres le repas infectant ; J 1 : sangsuweifs@e 1 jour apres le repas infectant ; J 3 : gane sacrifiée 3 jours
apres le repas infectant ; J 6 : sangsue sacrifig¢eurs apres le repas infectant ; FC : Fluide Ccelquei ; GS : Glandes
Salivaires ; Cl : Contenu Intestinal.

Figure 20 : gel d’électrophorése 2 des produitsPIER obtenus avec les amorces TBR a partir d’échaoidl pris
dans différents compartiments de sangsues expérimmement infectées.
M : marqueur 100bp plus (Fermentas) ; Neg : contridgatif ; Pos : contrble positif 1 ; J 7 : sangssacrifiée 7 jours
apres le repas infectant ; J 14 : sangsue sacrifiégours aprées le repas infectant ; J 30 : sangsaifiée 30 jours
apreés le repas infectant ; FC : Fluide Ccelomique ; Cbntenu Intestinal ; GS : Glandes Salivaires.
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4.3. Discussion

L’ensemble des résultats obtenus grace a cetterimguéation constitue d’intéressantes
informations concernant I'implication de la sangs$tirudinaria manilliensisdans I'épidémiologie
de Trypanosoma evandll apparait que le parasite, s'il est ingéré lpasangsue lors d’'un repas sur
animal infecté, est incapable de quitter le conpemt digestif. Il y reste et subit la lente digest
de la sangsue. Il apparait glieevansiest incapable de survivre plus de quelques helames le tube
digestif. Sa mort survient des la premiere joursgiwant le repas infectant, et parfois méme tres
rapidement en moins d'une heure. A partir de ce eminta, plus aucune forme infectante du
parasite n'est présente au sein de la sangsuelemmkfférents compartiments étudiés, I'appareil
digestif, le fluide coelomique et les glandes saties. L’ADN du parasite est cependant capable de
persister au-dela de 30 jours dans le contenutimésAu regard de ces résultats, il semble que la
sangsueHirudinaria manilliensisne constitue pas un vecteur Tigypanosoma evangiermettant la
transmission de ce dernier quelques jours apréepas infectant. Elle constituerait un cul-de-sac
épidémiologique de ce parasite. Cependant, comenété montré quE. evansitait parfois capable
de survivre jusqu’a quelques heures dans le tulpestif de la sangsue, il parait tout a fait probabl
gu’elle puisse provoquer une transmission mécaniaueédiate par une contamination de la zone
de morsure.

5. Evaluation de la transmission expérimentale @leypanosoma evansipar
la sangsue

Comme énoncé précédemment, du fait de 'absenéerohes infectantes du parasite dans la
sangsue, cette derniere semble étre un mauvasweddT. evansiau moins en ce qui concerne la
transmission différée. Une transmission mécanigaterenvisageable. Cette partie a pour objectif de
confirmer ou d’infirmer ces hypotheses en mettant pdace des essais expérimentaux de
transmission du parasite sur un modeéle rongeur.

5.1. Etude préliminaire : Evaluation de l'infectiosité des sangsues récupérées sur
le terrain

Dans cette expérience, I'objectif est de vérifiee dgs sangsues qui seront utilisées pour les
essais de transmission expérimentald devansisont bien incapables de transmettre le parasite de
maniere différée par la salive lors de la morssuége a une éventuelle infection dans la naturesDa
ce but, cette étude préliminaire a été réalisée ales sangsues du terrain n'ayant pas subi
d’infection expérimentale. Si ces résultats s’anereffectivement négatifs, les sangsues seront
considérées comme non infectantes et seront aéarligées pour les essais de transmission
expérimentale.

5.1.1. Matériel et méthode

Matériel

Sangsues dix-huit sangsues aquatiques ont été utiliséms pette expérience. L’expérience a eu
lieu 35 jours aprés leur capture pour douze d'eetles et 63 jours aprés pour les six autres.
C’étaient des sangsues ayant déja réalisé des sapgsiins dans la nature avant d’étre capturées.
Elles avaient des tailles en extension comprisae &net 8 cm.

Rats: il s’agissait d’un lot de trois rats de laboietoWistar males issus d’'un élevage indemne de
trypanosomes. Une goutte de sang a été prélexaguelie sur chaque rat au début de I'expérience
et a été observée au microscope. Ces rats ne (@iésempas de parasitémie.
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Méthode

Les dix-huit sangsues ont été réparties aléatomeme trois lots de six individus. Toutes les
sangsues ont réalisé une a une un repas sangtroisieninutes sur un rat selon le protocole décrit
en annexe. Lorsque les sangsues étaient retirémsetfeament, la plaie était vérifiée. Si le sang ne
coulait pas, les sangsues étaient repositionnéetapetrois minutes supplémentaires. Il étaitdait
sorte que les sangsues ne s’alimentent pas auuntVeae plaie réalisée précédemment par une
congénere. Chaque rat a donc servi de repas arsipsses potentiellement infectées naturellement.
La parasitémie des rats a par la suite été vétifae fois par semaine pendant quatre semaines par
observation au microscope d’une goutte de sangaték a la queue.

5.1.2. Résultats
Tout au long de leur suivi, aucun des trois rassprésenté de parasite dans le sang.
5.1.3. Discussion

La libération de salive au niveau de la plaie éslisée par la sangsue dans les quelques
instants qui suivent I'effraction cutanée (Fermd®%4). Cette salive riche en hirudine, empéche le
sang de coaguler. Elle permet aussi une analgésiezaeau de I'opercule rendant le repas plus aisé.
La transmission éventuelle de evansisi elle a lieu par la salive au moment ou cellest libérée,
survient donc immédiatement apres I'effraction @éarriere cutanée. Le fait de s’assurer que du
sang coule par la plaie lorsqu’on retire la sangsoas indique que la contamination par le parasite
a pu avoir lieu. Dans I'expérience réalisée i, lats n’ont jamais présenté de trypanosomes dans |
sang durant les trois semaines de suivi. Connditsairulence dd. evansichez ces rongeurs, il est
justifié de conclure que soit, les sangsues n‘amigjis rencontré le parasite, soit méme si le fgarasi
est présent, la transmission a 35 jours et a foréio63 jours, n'est pas possible. Les dix-huit
sangsues utilisées pour cette expérience n'ont g@scété capables de transmettre le parasite.
Considérées en conségquence comme non infectafitess,oat par la suite été utilisées pour étre
infectées expérimentalement afin de tester la tnésson immédiate et les transmissions différées
selon différents pas de temps. En attendant,deslots ont été conservés séparément.

5.2. Matériel et méthode

Matériel

Sangsues dix-huit sangsues aquatiques ont été utilisées pette expérience. Leur capture a été
faite entre 50 et 80 jours plus t6t. C’étaient dangsues ayant réalisé au moins un repas dans la
nature avant d'étre capturées. Elles avaient déest@&n extension comprises entre 5 et 8 cm.
Comme expliqgué dans le paragraphe précédent, cegsuss ont été certifiees incapables de
transmettre des trypanosomes qu’elles auraienttésiement ingérés avant leur capture. On peut
donc considérer que si transmission de trypanosdimes dans la suite de I'expérience, elle est
réellement la conséquence de la transmission qoev€ut mettre en évidence.

Rats infectés il s’agissait d’'un lot de trois rats Wistar m&laoculés 4 jours plus tét en intra-
péritonéal avec une soucheThypanosoma evangolée sur bovin. Au moment de I'expérience, les
rats présentaient des parasitémies derypanosomes/ml.

Souris: il s’agissait d'un lot de sept souris ICR ferasllissues d'un élevage indemne de
trypanosomes.

Méthode

Repas infectant toujours grace au méme protocole, les dix-haitgsues réparties en trois lots de
six, ont été nourries une a une sur les troisindestés. Elles y ont été laissées fixées pendaqt ¢
minutes. Les sangsues sont donc maintenant coésgléomme infectées.
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Repas révélateursces repas vont tester la capacité des sangsieeséies a transmettiie evansia

des souris saines. lls ont eu lieu selon différeétais les séparant du repas infectant. Les dix-hu
sangsues ont été réparties aléatoirement en ne&ufd® deux. Chaque lot a réalisé son repas
révélateur sur une souris. Quatre lots ont seteséer la transmission immédiate : leur repas s’est
fait moins de 30 minutes aprés le repas infecfaatix lots ont exploré la transmission différée a
24h, un lot la transmission a 4 jours, un lot call&0 jours, et le dernier & 30 jours. Le déroutgme
du repas sanguin sur souris s’est déroulé selgrdcole décrit en annexe (cf. Annexe 3). La
parasitémie des neuf souris a été contrélée todsdar semaine pendant les quatre semaines qui
vont suivre les repas révélateurs. Elles ont &éde séparément.

6.2. Résultats
Les quatre souris ayant servi & mettre en évideneeéventuelle transmission immédiate

n’ont jamais présenté de parasites dans le sah@udong de leur suivi qui a duré 4 semaines. Pour
augmenter la sensibilité de la détection, des obtens entre lame et lamelle du buffy coat aprés
centrifugation en tube hématocrite du sang desissoomt été réalisées a 3 et a 4 semaines (Woo
1969). Elles se sont révélées négative. De la ntéareere, les deux souris utilisées pour I'étude de
la transmission a 24h ainsi que celles utiliséag frovestiguer les transmissions a 4 jours et a 10
jours, se sont révélées négatives pendant les disesnde suivi. Une des deux sangsues du lot
servant a mettre en évidence une éventuelle trasgmia 30 jours est morte 18 jours apres le repas
infectant. Le repas révélateur a 30 jours a doaadéilisé avec une seule sangsue. La souris ayant
servi a ce repas réveélateur n’a jamais présenpacesitémie tout au long du mois de suivi.

6.3. Discussion

Aucun repas révélateur n'a donc provoqué de paragtchez les souris, qu’ils se soient
passés immédiatement apres le repas infectantjawr,14 jours, 10 jours ou méme 30 jours apres.
Pour évaluer la possibilité d’'une transmission mépge immeédiate, conséquence d’une souillure du
site de morsure par des trypanosomes encore sitméss machoires de la sangsue, 8 individus ont
éte utilisés. Méme si ce mode de transmission geaditres plausible, aucun passage n’a pu étre mis
en évidence. L’hypothése d'une transmission du giterale rongeur a rongeur voire de bovin a
bovin, par interruption du repas sanguin et repsiseun autre hote de la méme espece quelques
minutes apres, parait donc peu probable. Les sasgiil’especklirudinaria manilliensissemblent
donc étre de mauvais vecteurs mécaniques. Lessadsdransmission a 1 jour et a 4 jours apres
l'infection auraient de méme servi a investigues ttansmissions entre animaux de la méme espéce.
Mais comme le laissaient prévoir les résultatsadpdrtie precédente, ces essais de transmission se
sont révélés eux aussi infructueux. Les transmissé 10 jours et surtout a 30 jours auraient pu
permettre un passage du parasite du cycle desumngecelui des grands herbivores car entre les
deux repas, I'augmentation de taille de la sangsug lui permettre d’acquérir les capacités a
réaliser son repas en percant des peaux plus épafdss transmissions auraient impliqué soit une
survie du parasite dans le tube digestif de lasangoit un passage dans le liquide coelomique pour
rejoindre les glandes salivaires et pouvoir étigjeétés lors d’'un nouveau repas. Confirmant les
résultats de la partie précédente, ces essaisoniagssi €té non concluants. Les effectifs de
sangsues ayant servi a tester ces hypothesedatdes, les potentialités vectrices de ces aneslid
ne peuvent pas étre considérées comme nulles.

7. Conclusion sur le réle de la sangsue en tant quexteur delrypanosoma
evansi

En Thailande, les sangsues de I'espéiradinaria manilliensis aussi appelées « sangsues
du buffle », sont des annélides que I'on rencodénes des marécages, des lacs peu profonds ou des
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rizieres. Ces environnements sont aussi des espacazhabitent des bovins d’élevage et des petits
rongeurs, animaux naturellement infectés paypanosoma evansiLes modalités de passage
éventuel du parasite des rongeurs aux bovins et emigeurs étant inconnues, la présente étude a
essayé d'évaluer le role de la sangsue dans Isntiasion du parasite. Suite aux différentes
manipulations, il s'est avéré que cette sangstuergturellement porteuse d’ADN daypanosoma
evansidans son tube digestif, conséquence de I'ingestioparasite lors de repas sanguins sur des
animaux parasitémiques. Ce portage de 'ADN du ggrgeut perdurer pendant des durées assez
conséquentes car il a été montré ici, que 30 japres le repas infectant, 'ADN était toujours
détectable. Cependant, il s’est avéré fuevanskitait incapable de survivre plus de quelques lseure
dans le tube digestif de ces sangsues. De Plusyansisemble incapable de quitter le tube digestif
pour rejoindre la circulation ccelomique et diffuskans I'organisme de l'annélide. Deés lors, Il
apparait trés improbable que cette sangsue sabt@pe transmettre le parasite des rongeurs aux
bovins aprés avoir acquis la capacité de se noswirdes grands animaux. Des transmissions
mécaniques auraient pu étre envisageables paruptien du repas sur un animal infecté puis
reprise sur un animal sain. Quoi gu'il en soit, éepériences expliquées dans cette étude n’ont pas
réussi a les mettre en évidence. La sangBualinaria manilliensisn’est capable de transmetife
evansini de maniére immédiate, ni de maniére différéée B'est alors qu’un cul-de-sac dans
I'épidémiologie du parasite. Néanmoins, ces comnahss n'écartent pas un possible réle d’autres
especes de sangsues comme cela semble avoir éébsec des sangsues terrestres de I'espéce
Haemadipsa zeylanig@ubangui 1932).
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Chapitre 11l : Evaluation de la transmission de Trypanosoma evansi
par ingestion de tiques contaminées

En Thailande, des rongeurs sauvages capturés enracale ont été trouvés infectés par
Trypanosoma evanglittapalapong et al. 2008). Cependant, dans Buraeou ils ont une activité
crépusculaire et nocturne alors que les vecteungrgement impligués dans la transmission du
parasite ont une activité plutét diurne, les mddalde passage du protozoaire au cycle des rongeurs
sont encore inconnues. Il est possible que les dgtirs soient indépendants avec des modalités de
transmission propres ou qu'il existe un lien épitdogique entre eux. Pour répondre a cette
guestion, une étude en cours en Thailande a pgectilile comparer des souches isolées sur grands
herbivores a celles isolées sur petits rongeuird.dbjectif de nos travaux est d’expliquer I'éueel
passage d&. evansd’un cycle a l'autre et le maintien du parastiezles rongeurs, par l'ingestion
de tiques s’étant gorgées sur un animal contaminé.

1. Transmission ddrypanosoma evansichez la souris et le rat par ingestion
de sang contaminé

Un pré-requis a la mise en évidence d’'une transomgsar ingestion de tiques contaminées,
est de s’assurer que le parasite est bien cap&iteiddre la circulation sanguine en franchissant
des muqueuses saines. Bien que cela ait été déjanénté (Raina et al. 1985 ; Silva et al. 2007), i
est important de valider ce phénoméne dans lesitamml qui sont les nétres, avec les souches
parasitaires et les animaux que nous allons utitiaas I'expérience.

1.1. Matériel et méthode

Rats sains deux rats Wistar ont été utilisés pour cetteéeigmce. Une goutte de sang prélevée a la
gueue nous a permis de nous assurer qu’ils neraéset pas de parasitémie.

Souris saines deux souris de laboratoirM(s musculusde souche ICR ont été utilisées pour cette
expérience. Les souris ont été assurées sainasna&nhe maniére que les rats.

Rat contaminé un rat Wistar fut inoculé inoculé 4 jours avdamtdébut de I'expérience avec une
souche de trypanosomes isolée sur bovin. Au mordent’expérience, le rat présentait une
parasitémie de TQrypanosomes/ml.

Méthode

Le rat contaminé a été sacrifié, son sang recweitlicitrate dans un tube Falcon. La motilité
des parasites a été vérifiee en début d’expérigbidece a une seringue, 1 ml de sang a été donné a
manger a chaque rat sain, en deux repas espat@swiautes. De la méme maniére, 0,5 ml de sang
a été donné aux souris en deux fois. Les repasteéfg, la motilité des parasites a été vérifiés. Le
rats ont été logés séparément des souris. De €eda la nourriture leur ont été donnés a volonté.
Deux rats et deux souris n‘ayant pas consommé g garasité constituaient un lot témoin. La
parasitémie de tous les animaux a été vérifiéeidjeanement par observation directe entre lame et
lamelle d’une goutte de sang prélevée a la queue.

1.2. Résultats

Dans le lot témoin, aucun des animaux n’a présamgarasites dans le sang tout au long des
4 semaines de suivi.

La parasitémie chez les rats est devenue positivelps deux animaux. Des parasites ont pu
étre observés des 4 jours pour I'un et des 5 jpats l'autre. Au bout de sept jours, les animaux
présentaient tous les deux une parasitémie d’emdiébtrypanosomes/m.
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En revanche, aucune des deux souris n'a présemgardsites dans son sang tout au long des
4 semaines de suivi. Des observations entre lanenetlle du buffy coat apres centrifugation en
tube hématocrite du sang des souris, ont été @éalia 3 et a 4 semaines. Elles se sont révélées
négatives.

1.3. Discussion

Les résultats de cette étude montrent que lartias®n deT. evansipar voie orale chez les
rats est possible, méme en l'absence de lésionsalasc majeures. Ces observations confirment
I’hypothése de Raina qui avancait que le parasitit €éapable de franchir des muqueuses buccales
ou gastro-intestinales saines pour atteindre fulgtion capillaire. Cependant, d’aprés les rétilta
de notre expérience, cette conjecture semble \@alafiquement pour les rats, alors de Raina avait
réussi a le mettre en évidence chez les souris@Rdial. 1985). Cette discrimination d’especerva e
revanche dans le sens des observations publiéeslgp@ilva qui avait justement montré une
possibilité d’infection par voie orale des rats snpas des souris (da Silva et al. 2007). Ce passage
transmuqueux du parasite chez les rats justifitréegmux meneés ici concernant la contamination des
rongeurs par ingestion de tiques contaminées.

2. Transmission ddrypanosoma evansipar ingestion de tigues gorgées sur
bovins infectés

2.1. Travaux préliminaires

Pour obtenir des tiques gorgées sur bovin infestgremier essai a été réalisé sur un bovin.
Des sacs a tiqgue ont été poseés sur le bovin condmet di-dessous. Deux semaines plus tard, le
bovin a été inoculé & partir de 10 ml de sang tpaeasitémique présentant’tfypanosomes/ml.
La parasitémie du bovin a été controlée 3 foisspanaine, puis tous les jours lors du décrochage des
tiques gorgées. Cette parasitémie a été faibld|azeragénéralement autour de*tfypanosomes/ml.
Un pic de parasitémie a 4@ypanosomes/ml de 2 jours a pu étre observéarasfiémie étant donc
trop faible pour permettre de retrouver avec aatétdes trypanosomes dans les tiques gorgées, il a
eté décidé de refaire I'expérience avec deux bosaénectomisés afin d’augmenter les chances de
récupérer des tiques suffisamment contaminées.

2.2. Production de tiques gorgées sur bovins infext

Matériel

Tigues: ce sont des larves de tiques de I'esfigmephilus microplus

Bovins: il s’agit de deux taurillons de type Holstein7(%) agés de 10 mois. lls ont été
splénectomisés 2 mois avant le début de I'expéeienc

Méthode

Obtention des larves dgoophilus microplus des femelles gorgées ont été récupérées loreed’'u
mission terrain dans le Nord-est de la Thailande.laboratoire, dix femelles sont retournées et
plaquées sur une bande adhésive de telle mani&dagpartie antérieure dépasse largement du
ruban (cf. Figure 21). Elles ont été conservéesi aians une enceinte dont le taux d’humidité était
maintenu vers 70 % et la température vers 30°@Qujada ponte qui a commenceé 3 semaines apres
le positionnement des tiques gorgées. Une dizaneuts plus tard, toutes les tiques avaient fani d
pondre. Les ceufs de chaque tique ont été récupé&ess un pinceau propre et ont été disposés
séparement dans 10 tubes en verre stériles dombdechure a été obstruée avec un peu de coton.
Les tubes ont été conservés dans une enceinteleamsémes conditions que celles décrites ci-
dessus. L'éclosion des larves a débuté 18 jouisdjmviposition et s’est déroulée sur une semaine.
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Figure 21 : Boophilus microplus femelles en ponte (cliché T. Vergne)

Pose des tiques sur les bovindeux zones circulaires de 20 centimétres de é&li@® ont été
tondues sur chaque bovin au niveau de I'omoplats Petits sacs cylindriques en tulle ont été
collés sur ces zones par une extrémité. Le lenderaaviron 200 larves de tiques écloses au moins
une semaine auparavant ont été déposées sur dagjnedans les sacs dont la deuxiéme ouverture
a été fermée par un élastique (cf. Figure 22).sTfois par semaine, les sacs sont contrélés pour
vérifier que la vache ne les a pas arrachés. Ld&aforgement des tiques est aussi évalué.

Figure 22 : Sacs a tique posés sur le bovin (clichévergne)

Infection des bovinsEnviron 2 semaines aprés la pose des larvegde sur les bovins, un rat
préalablement infecté avec une souch& devansisolée sur bovin, a été sacrifié et son sang récol
sur citrate. Les bovins ont alors été inoculés &ed de sang a $arypanosomes/ml directement
dans le flux sanguin de la veine jugulaire. Leuiap@#émie a été contrdlée tous les deux jours. Une
semaine apres l'inoculation les tiques gorgéesommenceé a se décrocher.

Résultat
Une fois de plus, et ce malgré la splénectomids&aldeux mois plus tot, les trypanosomes

n'ont pas produit de fortes parasitémies. Troiggoapres l'inoculation, il était pourtant possible
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d’en observer 1 a 2 par champs de microscope assiggement 600 chez les deux animaux.
Malheureusement, il y a ensuite eu une phase p&klde 4 jours coincidant avec le début de la
collecte des tiques. La parasitémie est ensuitaédgent remontée permettant I'observation de 1 & 3
trypanosomes tous les 10 champs de microscopeyicedte trés faible (farypanosomes/ml). Les
tiques gorgées que nous avons récupérées n'avdect qu'une faible probabilité d’hébergér
evansi Pres de 400 larves doophilus microplusnt été posées sur les 2 bovins et 87 femelles
gorgées ont pu étre collectées 3 semaines appeséa En supposant que le ratio male/femelle était
de 50 %, le rendement de collecte a donc été &O8&oit 43 % ce qui est nettement supérieur au
taux de succeés que l'on peut obtenir en I'absereesats, qui dépasse rarement les 10 %. Ce
rendement aurait pu étre supérieur si une des dmthes n’avait pas réussi a retirer ses deux sacs 8
jours apreés la pose des tiques. Méme si d'autes@at été posés le lendemain, le nombre de tiques
récoltées sur cette vache (9) a été plus faiblesgud’autre (78). La collecte a débuté vingt jours
aprés la pose des larves et s’est déroulée sujaaptavec quatre jours de collecte. Les résultats
sont consignés dans le Tableau 1. Initialementtitgges devaient servir a nourrir trois rats, trois
souris et un bovin afin d’investiguer les transmoiss des bovins aux rongeurs et entre bovins. Le
petit nombre de tiques récupérées et la faiblesgi@raie ont conduit & adapter le protocole. Dans
I'objectif d’explorer les liens épidémiologiquestenles cycles rongeur et grands herbivores, les
tiques ont été uniquement utilisées pour noumistrats dont la capacité a s’infecter par voideoaa

été démontrée plus haut.

Date Identification Parasitemie Nombre de tiques
(nombre de jours aprés du bovin (nombre de parasites observés par oraées réco(lqtées
la pose des larves) champ au grossissement 600) 90rg

20 1 nulle (éclipse) 19

2 nulle (éclipse) 2

1 nulle (éclipse) 36

21 )

2 nulle (éclipse) 4

1 0,3 20

23 2 0,1 2

1 0,2 3

26 2 0,1 1

Tableau 1 : Résultats de la collecte de tiques gesgsur bovins infectés
2.3. Essai de transmission aux rongeurs

Matériel

Rongeurs du fait du petit nombre de tiques collectéedeeta faible parasitémie, le lot rongeur n'a
été constitué que par 3 rats Wistar provenant dlemage indemne de trypanosomes. Les 3 souris
ont donc été écartées. Les rats ont été logésuensage a I'abri de vecteurs e evansi

Tiques: tiques de l'espec@&oophilus microplusgorgées sur animal infecté dont le protocole
d’obtention a été expliqué plus haut. Les tiqguesété collectées alors qu’elles sont encore fixées
sur le bovin. Elles ont donc été décrochées masmelht afin de malitriser le délai entre le
décrochement et I'ingestion par les rats.

Méthode

Les tiques ont été récoltées sur les bovins aidoites dans les 10 minutes qui suivent, dansda ca
des rongeurs dont la litiere a été retirée. Les las ont ingurgitées et leur parasitémie a été
surveillée 3 fois par semaine pendant 4 semaines.
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Résultats

Repas de tiguesau cours du premier repas, les rongeurs ne oumgnt pas franchement les tiques.
lls les sentent, les croquent, les lechent un pdimiesent par les avaler au bout d’une trentaiee
minutes. Par la suite, I'ingestion est beaucoup phpide car des le troisieme repas, les tiquesason
peine introduites dans la cage que les rats sigissant et les consomment.

Suivi de la parasitémie des rataucun des trois rats n'a présenté de parasies lé sang tout au
long du suivi qui a duré 4 semaines.

Discussion

L’ingestion par des rats de tiques gorgées subdems infectés est un modele qui pourrait
expliquer le passage deypanosoma evanshez les rongeurs qui vivent préférentiellementud.
Malheureusement, dans les conditions qui ont éliéscee I'expérience précédemment décrite,
aucune infection de rats n'a pu étre mise en écieleGet échec est essentiellement du aux bovins
infectés qui ne présentaient que de tres faibleaspgamies. Malgré les splénectomies censées
diminuer les réponses immunitaires de I'héte, d jemais été possible d'obtenir des parasitémies
satisfaisantes. Pour répondre définitivement a rablpmatique, il serait donc nécessaire de
renouveler cette expérience afin d’arriver a gorgless tiques sur des animaux réellement
parasitémiques. Pour augmenter les chances dessulcpeurrait étre envisagé de provoquer une
immunosuppression chimique a la déxamethasone uggejqurs avant I'infection expérimentale des
bovins.

3. Transmission dérypanosoma evansipar ingestion de tiques gorgees sur
rongeurs infectés

3.1. Travaux préliminaires

Dans le but d'obtenir des tiques gorgées sur ramsgéfectés, le modéle lapin a été
initialement utilisé. Deux lapins ont été inoculga injection en intra-musculaire de 1 ml d’'une
souche cryopréservée de evansiisolée sur cerf. La parasitémie chez les deuxntapiest révélée
trés faible et fluctuante pendant tout le moisueisll a donc été décidé de changer de souche pou
travailler avec une souche isolée sur bovin. Lesltéts chez deux nouveaux lapins n'ont pas été
meilleurs. Les trypanosomes de cette derniére soooh alors été cultivés vivo sur souris afin
d’augmenter leur nombre et leur vivacité. La paémsie de deux nouveaux lapins s’est encore une
fois révélée tres faible tout au long du mois de&visibbeux nouveaux lapins ont alors subi un
protocole d’immunosuppression a la déxamethasoeX(@N A®) a raison d’une injection de 2
mg/kg en IM pendant cing jours consécutifs. Cequrole est celui que les chercheurs de l'université
de Kasetsart utilisent habituellement pour I'immsungpression des lapins. Les lapins ont ensuite été
inoculés deux jours aprés la fin du protocole d’'ummmsuppression a partir de sang de souris
parasitée. La parasitémie est restée faible. Ladas lapins a alors été mise en cause, ce quianous
amené a en changer. La parasitémie est a nouvste faible. Nous sommes alors passés sur un
modele cobaye qui, normalement, se réveéle effipace la culturén vivodeT. evans(Balis 1963),
et avons inoculé deux animaux en intra-péritonéaicalG trypanosomes. Encore une fois, la
parasitémie n’a jamais dépassé t§panosomes/ml. Nous avons alors pris la décidiatiliser le
modéle rat avec lequel nous sommes sirs que lpantmgomes se multiplient efficacement mais
chez qui la pose des tiques et leur maintien pegndansemaine présageaient d’autres difficultés.

3.2. Production de tiques gorgées
Matériel

Tigues: ce sont des tiques adultes de I'esgRbipicephalus sanguineuBes lots de 10 males et 40
femelles ont été reéalisés.
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Rats: il s’agissait de 6 rats Wistar males adultes

Méthode

Pose des tiques sur les ratkes 6 rats ont été anesthésiés par injection-péritonéale de Zoletil a

la dose de 50 mg/kg recommandée par le fabrigiaviron 10 minutes plus tard, les rats se sont
assoupis. La zone du corps, cylindrique, compriseeeles membres antérieurs et les membres
postérieurs a été tondue. Des petits vétementsédapx dimensions des rats, ont été posés sur
chacun. Ces vétements, munis d’'une fermeture gelaiouraient 'abdomen du rat. lls ont été fixés
par de la colle (cf. Figure 23). Une fois les halpibsitionnés, la fermeture éclair a été ouverteset
50 tiques (40 femelles et 10 males) ont été initedwdans le vétement. Les rats, logés par trais, 0
été remis dans leur cage (cf. Figure 24). L'eau &eété fournie a volonté et la nourriture le laur
été a partir du lendemain.

Infection des rats une souche cryopréservée te evansiisolée sur bovin a été utilisée pour
I'inoculation des rats qui a eu lieu 3 jours ageepose des tiques. Elle a été faite en intra-quéggl
avec 16 parasites.

- [ ¥ B 5. W

Figure 24 : Vétements collés sur les rats

Figure 23 : Vétements des rats pour protéger lemés
a : vue extérieure. b : vue intérieure

Résultat

Les rats, une fois complétement réveillés, sontvedus trés actifs et ont souvent essayé de
retirer leur vétement. De nombreuses tiques omsi aié perdues. La collecte des tiques a été ééalis
sur deux jours. Le premier jour, 41 tiques ontrétéées de trois rats présentant alors entrelf et
trypanosomes par champ de microscope au grossiss&@@ Le deuxiéme jour, 74 tiques ont été
récupérées sur les trois rats restants alors que 20 trypanosomes étaient visibles par champ de
microscope au grossissement 600. Sur les 240 fesnditposées sur les rats dans le vétement,
seulement 115 ont donc pu étre récoltées ce quduiba un rendement de 48 %. Le principal
probléme rencontré est que les vétements ne paisrdtgue treés laborieusement d’aller récupérer
les tiques par la fermeture éclair. Il fallait @laetirer totalement I'habit pour décrocher lesidis|
gorgées (cf. Figure 25). Mais une fois que I'ha&sit retiré, il n’est plus possible de le remettriee
rats s’enlévent les tiques. Il nous a donc falkidécrocher toutes au méme moment méme si leur
état de gorgement n’était pas identique. Les tigaegpérées n’étaient donc pas toutes gorgées au
maximum. Encore une fois, la quantité de tiquesipépées, n'a pas été suffisante pour nourrir a la
fois des rats, des souris et un bovin. Dans I'dlfjeitexplorer les liens épidémiologiques entre les
cycles rongeur et grands herbivores, les tiguestinuniquement utilisées pour nourrir un bovin.
Cependant, un petit nombre a quand méme servilaedda durée de survie des trypanosomes dans
la tique.
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Figure 25 : Tiques gorgées fixées sur un rat infe¢tdiché T. Vergne)
3.3. Survie deTrypanosoma evangians les tiqgues du genr&hipicephalus

Matériel

Quatre tiques, de I'espé&hipicephalus sanguineugorgées sur un rat infecté 4 jours plus
t6t avec une souche cryopréservéd devansiont été décrochées alors qu’elles présentaietresn
bon état de gorgement. La parasitémie du rataitis de 10trypanosomes/ml.

Méthode

Les tiques ont servi a I'évaluation de la survie deypanosomes jusqu’a 4 heures aprés
décrochement. Une premiere tique a été utilisée fesier la présence de evansi 30 minutes
apres le décrochement. Par une aiguille fine, saute a été percée dans la région antérieure de
'abdomen et le contenu de la tique a été obseamtré éame et lamelle pour chercher la présence de
trypanosomes vivants. Quel que fut le résultatzdetenu de la tigue a ensuite été injecté a une
souris par voie intra-péritonéale. Des contrbles phrasitémie chez la souris ont été réalisés trois
fois par semaine pendant 4 semaines ou jusqu'auemu des parasites apparaissaient. Ces
manipulations ont été renouvelées sur les 3 atijass a 1 heure, 2 heures et 4 heures apres le
décrochement.

Résultats

Evaluation de la survie des trypanosomes dansglaetia 30 minutesde nombreux trypanosomes
tres mobiles ont été observés dans le contenu tdigks la tique. L'inoculation a la souris a
provoqué une parasitémie qui est apparue 3 jouesdjnjection.

Evaluation de la survie des trypanosomes dans daetia 1heure: la encore, de nombreux
trypanosomes vivants ont pu étre observés. Leuiliéoétait un peu réduite, mais ils étaient encore
vifs. L'inoculation a la souris a provoqué une garamie qui est apparue 3 jours apres l'injection.
Evaluation de la survie des trypanosomes dans daetia 2 heures. encore une fois, des
trypanosomes vivants étaient présents en assezl grambre. Cependant, leur vivacité était
nettement diminuée, leurs déplacements beaucowpliptités et leur forme changée. Le contenu
cytoplasmique se concentrait dans la partie pestéi L’inoculation a la souris a provoqué une
parasitémie qui est apparue 4 jours apres l'imeacti

Evaluation de la survie des trypanosomes dansgigetiad heures cette fois, aucun trypanosome
n'a pu étre observé au microscope. L'inoculatida souris n’a pas provoqué de parasitémie tout au
long du suivi.

Discussion

T. evansiest donc un parasite capable de survivre quelgeeses dans les tiques du genre
Rhipicephalusll a été démontré ici que des tiques gorgéesis@animal présentant une parasitémie,
pouvaient héberger des formes infectantes du parasidela de 2 heures apres leur décrochement.
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Il semble cependant qu’au-dela de 4 heures aprefnlalu gorgement, il n'y ait plus de
trypanosomes vivants dans l'organisme de la titjuest bien évident que ces délais manquent de
précision et d’exactitude mais il ne nous a papéssible de travailler avec un nombre plus élevé d
tiques. Quoi qu'il en soit, ces résultats nous amém@ conclure que si la transmissionTdesvansi

par ingestion de tiques contaminées est possilidene peut intervenir que jusqu’a 2 a 3 heures
apres le décrochement de la tique. Il serait istznet de renouveler cette expérience avec un nombre
plus élevé de tiques et avec des pas de tempssplués entre 2 heures et 4 heures aprées le
décrochage, de maniére a augmenter la précisitmdieée de la survie de evansdans la tique.

3.4. Essai de transmission aux bovins

Matériel

Bovins: il s’agit d’'un taurillon de type Holstein (97 %pé de 10 mois. Il est logé dans une étable
pourvue de moustiquaires qui a été désinsectisa s/début de I'expérience.

Tiques: il s’agit de tiques de I'espeéthipicephalus sanguineg®rgées sur des rats infectés et dont
le protocole d’obtention a été expliqué plus haas tiques sont collectées alors qu’elles sontenco
fixées sur les rats. Elles sont donc décrochéesuetlement afin de maitriser le délai entre le
décrochement et I'ingestion par le bovin.

Méthode

Les tiques ont été récoltées sur les rongeurs ktngées a du granulé qui est placé dans l'auge du
bovin dans les 10 minutes qui suivent I'arrachag tiques. Il est bien vérifié qu’aucune tique h’'es
restée dans l'auge une fois que le bovin a consomengranulé. La parasitémie du bovin est
surveillée deux fois par semaine par observatiobudty coat aprés centrifugation du sang dans un
tube a hématocrite et ce, pendant 4 semaines.

Résultats

Durant les 4 semaines de suivi, aucun trypanoscegun étre mis en évidence par observation

directe de sang, ni méme par observation du buffgt.cAfin de déceler une séroconversion

témoignant d’'une éventuelle parasitémie indéteetablés analyses sérologiques par la méthode
ELISA ont été réalisées. Les résultats sont emtatte

Discussion

Dans cette expérience, le bovin a réellement conmgbrdes tiques porteuses de trypanosomes
vivants. Le taurillon a méme consommé plus d'ungtaiae de tiques infectés ce qui est nettement
supérieur par rapport a ce qu’il est possible devier dans la nature. Malgré cette trés forte pBSss
d’infection, le bovin n’a jamais présenté le momgharasite dans le sang durant les 4 semaines de
suivi. L’expérience réalisée ici n’a donc pas réassiettre en évidence un passagd ggpanosoma
evanside rongeur a bovin par ingestion de tiques contéesnOn peut donc émettre I'hypothése
gue le parasite est incapable de traverser les eusgs saines de bovins. Il serait intéressant de le
vérifier en donnant au bovin directement du sangarminé comme cela a été fait avec les rats et les
souris ainsi que cela a été décrit plus haut.

4. Conclusion sur la transmission dérypanosoma evansipar ingestion de
tigues contaminées

Cette partie, tres cohérente, n’a pas fourni I'erisde des résultats escomptés. Il a été montréague |
rats Wistar pouvaient s'infecter trés rapidemenfo{#s) en consommant du sang contaminé. De
plus, la survie de trypanosomes infectieux dansgdinisme des tiques notamment du genre
Rhipicephalusa été mise en évidence pendant des durées supériau2 heures. Il était alors
pleinement justifié d’émettre I'hypothese dlieevanspouvait se transmettre, au moins aux rats, par
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ingestion de tiques contaminées. Malheureusemestpbvins ayant servi a produire des tiques
gorgées contaminées ne présentaient pas de pamasitélevées, comme il est parfois possible d’en
rencontrer dans la nature. La transmission auxmratsionc pas pu étre mise en évidence. Il était
aussi initialement prévu de produire des tiqueg@es contaminées sur des rats infectés puis de les
faire consommer par d’autres rats sains afin dertesie éventuelle transmission du parasite entre
rongeurs par ingestion d’ectoparasites. Cette epeég n’a pas pu étre réalisée pendant le stage, ca
trop peu de tiqgues gorgées ont pu étre récoltéelesuats infectés. Ces tiques ont été entierement
destinées a la consommation par le bovin. Afinéripérer suffisamment de tigues gorgées sur des
rats, la production comme décrite précédemment tva Enouvelée mais la confection des
vétements des rats sera changée. lls seront plysslae maniere a ce que la collecte des tiques
gorgées puisse se faire plus aisément et sur phssjeurs. Ainsi, les essais de transmission de
rongeur a rongeur vont pouvoir étre menés. Lessdsatransmission de rongeurs a bovins réalisés
ici, n'ont pas permis de mettre en évidence unggesslu parasite. Pourtant les tiques données a
manger au bovin étaient réellement porteuseb. @wvansivivants. Il serait intéressant de renouveler
cette expérience afin de confirmer les conclusiénencées ici. En définitive, bien gu’aucune
transmission par ingestion de tiques contaminégseté mise en évidence, ce modéle semble tout a
fait plausible du fait de la survie pendant quetgbheures du parasite au sein des tiques notamment
chez lesRhipicephaluset de sa capacité a traverser les muqueusedidggersotamment chez les
rats Wistars. Tout en évitant les écueils déjaaetiés, il serait tres intéressant de renouveker le
essais de transmission de bovins a rongeurs atusuie mettre en place ceux de rongeurs a
rongeurs.

46



Conclusion générale

L'objectif de cette étude était d’éclaifes liens épidémiologiques qui existent entsefetits
rongeurs et les grands herbivores concernant lpamigsomose drypanosoma evansiDans
I'hypothése de passages naturels du parasite eggrdeux types d’animaux, et considérant que les
petits rongeurs ne sont quasiment jamais en coataxt les vecteurs classiquement impliqués dans
la transmission du parasite chez les grands heds\v®abanides et stomoxes), hous avons essayé de
vérifier deux modéles de transmission pouvant gxgli ce passage : la transmission par morsure
par l'intermédiaire de sangsues vectrices et lastrassion pérorale (passage transmuqueux) par
consommation de tiques gorgées sur animaux infectés

L’ensemble des expériences menées popréapr le role de la sangsudirudinaria
manilliensisdans I'épidémiologie d&. evansiméne a la conclusion que cette espéce de sangsue es
probablement un cul de sac épidémiologique. Ent,effien que de I'ADN du parasite ait été
retrouvé a I'état naturel dans I'organisme de @estapécimens]. evansis’est avéré incapable de
quitter le contenu digestif de la sangsue aprésepas sanguin, et il y mourrait méme assez
rapidement. Aucun des essais de transmissionsci&ht été réalisés immédiatement aprés le repas
infectant de la sangsue, ou selon différents déldesit jusqu’a 30 jours, n'a permis de mettre en
évidence un passage du parasite. Les stades awmzsangsudirudinaria manilliensissemblent
donc ne pas étre capables de transmé&ttevansill conviendra toutefois de vérifier que des stade
plus jeunes n’en sont pas capables, dans I'hypetbasa I'instar des glossines, les sangsues plus
jeunes seraient plus réceptives que les stadescéwartilisés dans cette étude. L’existence de
trypanosomes vivants, morphologiquement compatidlesT. evansitrouvés dans le tube digestif
d’'une sangsue de terrain quelques jours apréscsétagappelle toutefois a la prudence dans ces
conclusions (I'identification d’espéece n’ayant ptre€apportée par PCR). Une autre espéce de
sangsue commune en Asie (la sangsue « aiguill@wygp également faire I'objet d’'investigations
complémentaires.

L’étude de la transmission du parasiteipgestion de tiques contaminées nous a conduits a
mener des expériences préliminaires démontraniegueats peuvent s’'infecter en consommant du
sang contaminé. De plus, la durée de survie dpangsomes dans I'organisme de la tique a pu étre
déterminée comme comprise entre 2 et 4 heures. eMadbhsement, aucun des essais de
transmission, que ce soit de rongeur a bovin doodé a rongeur, n'a permis de mettre en évidence
le passage du parasite. Cependant, a cause dmeeliemites (parasitémie trop faible et/ou tiques
gorgées trop peu abondantes) dans les conditichexjgriences, il ne nous est pas possible de
conclure que cette transmission n’est pas posdilds.essais de transmission de rongeurs a rongeurs
par ingestion de tiques doivent étre réitérés.

L’ensemble de I'étude présentée ici sedentiellement a investiguer les relations gustexi
entre les grands herbivores et les petits rongeDependant, les modalités de transmission a
l'intérieur méme de la population des petits romgesont encore inconnues. Les expériences de
transmission par consommation de tiques contamiogeséanmoins jeté les bases d’'une possible
contamination entre rongeurs par consommation af@ctsites comme les tiques voire les puces. Il
serait aussi possible d’envisager une transmissibecte du parasite par l'intermédiaire de
blessures, de morsures, de léchage... Enfin, larige®n par voie vénérienne pourrait aussi
permettre d'expliquer un maintien du parasite cleszrongeurs. Toutes ces nouvelles voies de
contamination, encore non évaluées, pourraient gigmrend’expliquer I'existence et la persistance de
T. evansichez les rongeurs, méme en l'absence des vect@assiquement impliqués dans la
transmission du parasite comme les Tabanidés. aeaux menés dans le cadre d’un autre stage,
confirmant par PCR la présence teevansichez plusieurs rats sauvages capturés sur le eite d
'université, suggerent la pérennité et I'efficécde ce réservoir. Il conviendra donc de poursuivre
ces investigations, en particulier chez le ratsgmble plus réceptif que la souris.

a7



Références

Abdel-Gadir, E., 2008.nl vivo study of drug resistarfirypanosoma evanssolated from naturally
infected camels in Soudadournal of Camel Practice and Research 89-93.

Antoine-Moussiaux, N., Cornet, A., Cornet, F., @lin, S., Dermine, M. and Desmecht, D., 2009. A
non-cytosolic protein of Trypanosoma evansi induC&15-dependent lymphocyte death.
PLoS ONH: e5728.

Balis, J., 1963. Recherche sur les facteurs nécessala culture in vitro dé&rypanosoma evansi
Rev. El. Méd. vét. Pays Traj6: 151.

Balis, J. and Richard, D., 1977a. [Trypanocidaketfof isometamidium chloride hydrochlorate on
Trypanosoma evansind treatment attempt of trypanosomiasis in dr@angdRev Elev Med
Vet Pays Trof80: 369-72.

Balis, J. and Richard, D., 1977b. Note sur la tit&ide I'lsométamidium par injection intraveineuse
chez quelgues mammiféres domestiques et spécialemen le dromadairé&kev El Med Vét
Pays Trop30: 373-375.

Borst, P., Fase-Fowler, F. and Gibson, W.C., 188detoplast DNA ofTrypanosoma evandvol
Biochem ParasitoR3: 31-8.

Bouchard, N. and Dick, P., 1962. Quelques casygmatrosomiase du cheval en Afrique de l'ouest.
Essais de traitemerRRevue Serv. biol. vét. Armé&9-44.

Burreson, E.M., Hayes, P.M., Smit, N.J., SeddomM. AWertheim, D.F., Davies, A.J., Karlsbakk,
E., Haugen, E., Nylund, A., Hemmingsen, W., Janded\. and Mackenzie, K., 2007.
Hemoflagellates of Oregon marine fishes with thescdetion of new species of
Trypanosoma and Trypanoplasma

A new fish haemogregarine from South Africa and s#isspected dual transmission with
trypanosomes by a marine leech

Morphology and aspects of growth of a trypanosoraasmitted by the marine leech Johanssonia
arctica (Piscicolidae) from Northern Norway

Crabs, leeches and trypanosomes: an unholy trinity?

A trypanosome of Atlantic cod, Gadus morhua L.nsraitted by the marine leech Calliobdella
nodulifera (Malm, 1863) (Piscicolidag) Parasitol93: 1442-51.

Cuisance, D., Itard, J., Desquesnes, M., Frétil,ahd De La Rocque, S., 2003. Trypanosomoses:
épidémiologie.ln : Principales maladies infectieuses et parasdaidu bétail ; Europe et
réions chaudes; Lefévre, P-C, Blancou, J. Cherm&iteEd Tec & Doc et EMI; Lavoisi&t:
1627-1650.

Curasson, G., 1943lrypanosoma vivaxet variétés.in: Traité de protozoologie vétérinaire et
comparéeTome 1 Trypanosomes, Ed Vigot Freres, P2Afs278.

da Silva, A., Ceolin, L., Oliveira, C., Monteiro,. &nd Doyle, R., 2007. Oral infection by
Trypanosoma evansi rats and miceCiencias RuraB7: 897-900.

Derheims, J.L., 1825. Histoire naturelle des saagjsu

Desquesnes, M., 2004ivestock trypanosomoses and their vectors in L&merica CIRAD-
EMVT publication, OIE, Paris, ISBN 92-9044-634-X.

Desquesnes, M., McLaughlin, G., Zoungrana, A. ard@vil, A.M.R., 2001. Detection and
identification of Trypanosomaof African livestock through a single PCR basedirdernal
transcribed spacer 1 of rDNAt. J. Parasitol.31: 610-614.

Desquesnes, M., Dia, M., Acapovi, G. and Yoni, V¥Q05. Les vecteurs mécaniques des
trypanosomoses animales ; généralités, morpholpghielogie, impacts et contrble.
Identification des espéces les plus abondantes fequA de I'OuestEdition CIRAD &
CIRAD:. 68 pages.

Desquesnes, M.C., G, 2007. The first outbreak ygfanosomosis due tbrypanosoma evansn
camels is reported in Aveyron, Metropolitan Fran©etober 2006 Réunion annuelle du

48



groupe ad hoc de I'OIE sur les Trypanosomoses AepBn&lon Transmises par les
Glossihne®IE, Paris, Mai 2007.

Dia, M. and Desquesnes, M., 2007. Infections exp&niales de bovins pdirypanosoma evansi
pathogénicité et efficacité du traitement au Cymsala®.Rev Af Santé Prod Anirf: 37-41.

Dia, M.L., Aminetou, M., Diop, C., Thiam, A., Jadgqy P. and El Mabrouk, A., 1997b. Auto-
guérison chez un chamelonCgmelus dromedariyis expérimentalement infecté par
Trypanosoma evandRevue Méd. VéiL48: 713-716.

Dirie, M.F., Wallbanks, K.R., Aden, A.A., BornsteirS. and Ibrahim, M.D., 1989. Camel
trypanosomiasis and its vectors in Somaliet Parasitol32: 285-91.

Dudgeon, D., 1999. The zoobenthos : a systematieweln : Tropical Asian streams : Zoobenthos,
ecology and conservatiot18-127.

Dunn, L., 1932. Experiments in the transmissionTofpanosoma hippicunbarling with the
vampire baDesmodus rotundus muriniMgagner, as a vector in PanadaPrevent. Med6:
415.

el Kady, G.A., 1998. Protozoal parasites in tick@ps infesting camels in Sinai Peninsdl&gypt
Soc ParasitoR8: 765-76.

El Rayah, I.E., Kaminsky, R., Schmid, C. and El idaK.H., 1999. Drug resistance in Sudanese
Trypanosoma evans¥et Parasitol80: 281-7.

Fermond, M.C., 1854. Monographie des sangsue.

Foil, L.D., Adams, W.V., McManus, J.M. and IsselJC1987. Bloodmeal Residues on Mouthpart
of Tabanus fuscicostatuend the potential for mechanical transmissionaithpgensJ Med
Entomol24: 613-616.

Fox, R., 2003. Invertebrate anatomyHaemopis marmorataand Hirudo medicinalisleeches.
http://webs.lander.edu/rsfox/invertebrates/haemaysl

GIBSON, W.C., DUKES, P. and GASHUMBA, J.K., 198&e8ies-specific DNA probes'for the
identification of African trypanosomes in tsetsedl Parasitology97: 63-73.

Gutierrez, C., Corbera, J.A., Morales, M. and BescPR., 2006a. Trypanosomosis in goats: current
statusAnn N Y Acad Sdi081: 300-10.

Gutierrez, C., Corbera, J.A., Juste, M.C., Dordstand Morales, I., 2005. An outbreak of abortions
and high neonatal mortality associated wittypanosoma evansifection in dromedary
camels in the Canary Islandé&t Parasitol130: 163-8.

Gutierrez, C., Corbera, J.A., Juste, M.C., Doredte, and Morales, 1., 2006b. Clinical,
Hematological, and Biochemical Findings in an Oed#iir of Abortion and Neonatal
Mortality Associated withTrypanosoma evangnfection in Dromedary Camel$&s\nn N Y
Acad Scil081: 325-7.

Hamilton, P.B., Stevens, J.R., Gidley, J., Holz,aRd Gibson, W.C., 2005. A new lineage of
trypanosomes from Australian vertebrates and teiaés bloodsucking leeches
(Haemadipsidae)nternational Journal for Parasitolog$5: 431-443.

Hayes, P.M., Smit, N.J., Seddon, A.M., WertheimF.Dand Davies, A.J., 2006. A new fish
haemogregarine from South Africa and its suspedtrd transmission with trypanosomes by
a marine leecholia Parasitol (Praha)53: 241-8.

Herrera, H.M., Abreu, U.G., Keuroghlian, A., Freitd.P. and Jansen, A.M., 2008. The role played
by sympatric collared peccary (Tayassu tajacu)temipped peccary (Tayassu pecari), and
feral pig (Sus scrofa) as maintenance hosts fopdmgsoma evansi and Trypanosoma cruzi
in a sylvatic area of BraziParasitol Resl03: 619-24.

Herrera, H.M., Davila, A.M., Norek, A., Abreu, U,GBouza, S.S., D'Andrea, P.S. and Jansen, A.M.,
2004. Enzootiology of Trypanosoma evansi in Pantdrazil. Vet Parasitol125: 263-75.

Hoare, C.A., 1965. Vampires bats as vectors antshafsequine and bovine trypanosomaAsta
Trop 22: 204-2009.

Hoare, C.A., 1972. The trypanosomes of mammalsZablogical MonographBlackwell Scientific
Publications, Oxford,U.K.749p.

49



Holland, W.G., My, L.N., Dung, T.V., Thanh, N.G.am, P.T., Vercruysse, J. and Goddeeris, B.M.,
2001. The influence of T. evansi infection on thenuno-responsiveness of experimentally
infected water buffaloe¥/et Parasitol102: 225-34.

Holland, W.G., Do, T.T., Huong, N.T., Dung, N.T.hanh, N.G., Vercruysse, J. and Goddeeris,
B.M., 2003. The effect of Trypanosoma evansi infecon pig performance and vaccination
against classical swine fevéfet Parasitol111: 115-23.

Hussein, K.S. and Gasmir, G.S., 1993. Presencestoinks in the serum of Trypanosoma evansi
infected camels (Camelus dromedarius) in the Sudan.Elev Med Vet Pays Trdp: 578-

9.

Hyson, J.M., 2005. Leech therapy: a histdridist Dent53: 25-7.

Itard, J., 1981. Les trypanosomoses animales afgsain: TRONCY, P.M. ITARD, J. et
MOREL,P.C.: Précis parasitologie vétrinaire tropiea Ministére de la coopération et du
développement, institut d'Elevage et de Médecineriaire despayx tropicaux' 17p.

Itard, J. and Frézil, J.L., 2003. Trypanosomossgmptomes et lésionsn : Principales maladies
infectieuses et parasitaires du bétail ; Europeé@bns chaudes; Lefevre, P-C, Blancou, J.
Chermette, R.; Ed Tec & Doc et EMI; Lavoisier 29561724.

Jakes, K.A., O'Donoghue, P.J. and Adlard, R.D.,126Bhylogenetic relationships of Trypanosoma
chelodina and Trypanosoma binneyi from Australiamioises and platypuses inferred from
small subunit rRNA analyseBarasitology123: 483-7.

Jittapalapong, S., Inpankaew, T., Sarataphan, Brbidteau, V., Hugot, J.P., Morand, S. and Stich,
R.W., 2008. Molecular detection of divergent trypammes among rodents of Thailand.
Infect Genet EvaB: 445-9.

Johnson, C.M., 1936. Further studies on the trasson of Trypanosoma hippicum Darling by the
vampaire bat Desmodus rotundus murinus Wagkeer. J. Trop. Medl6: 163.

Johnson, J.R., 1825. Further observations on tlitcmal leech.

Joshi, P.P., Shegokar, V.R., Powar, R.M., HerderK&tti, R., Salkar, H.R., Dani, V.S., Bhargava,
A., Jannin, J. and Truc, P., 2005. Human trypanessisicaused byrypanosoma evangi
India: the first case repodm J Trop Med Hyd3: 491-5.

Karlsbakk, E., Haugen, E. and Nylund, A., 2005. plmiogy and aspects of growth of a
trypanosome transmitted by the marine leech Jobarsssarctica (Piscicolidae) from
Northern NorwayFolia Parasitol (Praha)52: 209-15.

Kraneveld, F. and Mansjoer, M., 1954. Intra-uteiifection in SurraHemera Zoa&1: 97-108.

Lai, D.H., Hashimi, H., Lun, Z.R., Ayala, F.J. ahdkes, J., 2008. Adaptations ®fypanosoma
brucei to gradual loss of kinetoplast DNA:rypanosoma equiperdurand Trypanosoma
evansiare petite mutants @f. brucei Proc Natl Acad Sci U S 205: 1999-2004.

Luckins, A.G., 1988Trypanosoma evangi Asia.Parasitol Today: 137-42.

Lun, Z.-R., Min, Z.-P., Huang, D., Liang, J.-X., @ X.-F. and Huang, Y.-T., 1991. Cymelarsan in
the treatment of buffaloes naturally infected wittypanosoma evangn South ChinaAct
Trop. 49: 233-236.

Mamadou, A., 2006. Evaluation sur le terrain et Souris de la résistance des trypanosomes des
bovins du plateau de I'Adamaoua au Cameroun audiaté de diminazéne et au chlorure
d'isométamidiumRevue Elev Méd vét Pays trdd-16.

Mandal, M., Laha, R. and Sasmal, N.K., 2008. Fepbrt of Establishment dfrypanosoma evansi
Infection in Pigeon Nestlings (Columba Livid)Parasitol 1.

Mdachi, E., Kagira, M., Murilla, A. and VanGool, ,F2008. Efficacité et tolérance locale du
Cymelarsan ND chez des chevaux infectés Ppeypanosoma evansihttp://www.au-
ibar.org/isctrc/28Meeting/en/presentations/004g.ntm

Morenas, L. and Roman, E., 1937. Transmission litéréglde Trypanosoma brucei chez le Baill.
Soc. Pathol. exoB0: 376-379.

Muhammad, G., Saqgib, M., Sajid, M. and Naureen, 2807. Trypanosoma evansnfections in
Himalayan black bear$glenarctos thibetanusl. Zoo & Wildlife Med38: 97-100.

50



Munshi, Y., Ara, |., Rafique, H. and Ahmad, Z., 80Qeeching in the history--a revieRak J Biol
Scill: 1650-3.

Musa, M.M., Abdoon, A.M., Nasir, B.T., Salim, Y.lAbdel-Rahman, A.Y. and Shommein, A.M.,
1994. Efficacy of Cymelarsan in the treatment ofura chronic Trypanosoma evansi
infection in camels in the SudaRev Elev Med Vet Pays Trdjg: 397-400.

Olsson, T., Bakhiet, M., Edlund, C., Hojeberg, Ban der Meide, P.H. and Kristensson, K., 1991.
Bidirectional activating signals between Trypanosorbrucei and CD8+ T cells: a
trypanosome-released factor triggers interferonfganproduction that stimulates parasite
growth.Eur J ImmunoR1: 2447-54.

Onah, D.N., Hopkins, J. and Lunckins, A.G., 199@ehhatological changes in sheep experimentally
infected with Trypanosoma evanBiarasitol Res32: 659-663.

Onah, D.N., Hopkins, J. and Luckins, A.G., 199&ré&ase in CD5+ B cells and depression of
immune responses in sheep infected with Trypanosaraasi.Vet Immunol Immunopathol
63: 209-22.

Onah, D.N., Hopkins, J. and Luckins, A.G., 2000feEis of the depletion of CD8(+) T cells and
monocytes on the proliferative responses of pergdhdood leucocytes from Trypanosoma
evansi-infected sheelet Parasitol92: 25-35.

Ouderkirk, J.P., Bekhor, D., Turett, G.S. and Mural, 2004. Aeromonas meningitis complicating
medicinal leech therapglin Infect Dis38: e36-7.

Oyieke, F.A., 1987. Mechanical transmissiofrgbanosoma evangsteel) by hematophagous flies.
In : 8th Annual Medial Scientific Confernece, N&irdkenya 1987131-134.

Pholpark, S., Pholpark, M., Sarataphan, S., Khupnfasnd Taboran, P., 1984. Trypanosoma evansi
infection in buffalo in Northeast Thailand. 2. Exipeental study11th Ann. Conf. Thai Vet.
Med. Assoc., Thailandi4-45.

Rademaker, V., Herrera, H.M., Raffel, T.R., D'Aralr®.S., Freitas, T.P., Abreu, U.G., Hudson, P.J.
and Jansen, A.M., 2009. What is the role of smadlents in the transmission cycle of
Trypanosoma cruzi and Trypanosoma evansi (Kinestipla Trypanosomatidae)? A study
case in the Brazilian PantanAkta Trop

Raina, A.K., Rakesh-Kumar, Rajora, V.S., Sridhad &ingh, R.P., 1985. Oral transmission of
Trypanosoma evangifection in dogs and mic&.et Parasitol18: 67-69.

Reid, S., Husein, A., Hutchinson, G. and Copeman,1B99. A possible role for rusa de€@efvus
timorensis russpand wild pigs in spread dfrypanosoma evangiom Indonesia to Papua
New GuineaMem Inst Oswaldo Cru24: 195-7.

Reid, S.A., 2002Trypanosoma evansbontrol and containment in Australaslaends Parasitoll8:
219-24.

Reveron, I., Aso, P.M., Herrera, E.A., Giarding, &anso, B. and Badaracco, M.T., 1992. Isolation
and serological study dfrypanosoma evangiom capybaraHydrochoerus hydrochaejis
In: Premier séminaire international sur les Trypaomoses animales non transmises par les
glossines; Annecy, France 14-16 octobre 1992 Faadd¥lérieux 44.

Rodhain, F. and Perez, C., 1985. Précis d'entonelogdicale et vétérinair&ds Maloines, Paris
458p.

Rottcher, D., Schillinger, D. and Sweygarth.E., 2.98rypanosomiasis in the camBlev Sci Techn
Off Int Zpiz6: 463-470.

Saleh, M.A., Al-Salahy, M.B. and Sanousi, S.A., 200xidative stress in blood of camels (Camelus
dromedaries) naturally infected with Trypanosomansv.Vet Parasitol162: 192-9.

Sawyer, T., Lepont, F., Stuart, K. and Kramer, 81. Growth and reproduction of the giant
glossiphoniid leech Haementeria ghiliaiol. Bull. 160: 322-331.

Schillinger, D. and Réttcher, D., 1986. Traiteméet/'infection cameline dueTaypanosoma evansi
(surra).Revue mondiale de Zootechriz&-32.

Shahsavandi, S., Salehizadeh, M., Esmail-nia, d.Erahimi, M.M., 2001. Evaluation of humoral
response to foot-and-mouth disease vaccinatioxperégmentally infected guinea pigs with
Trypanosoma evanghrch. Razi Ins52: 9-18.

51



Sharma, D.K., Chauhan, P.P. and Agrawal, R.D., 20@@raction between Trypanosoma evansi
and Haemonchus contortus infection in godt. Parasitol92: 261-7.

Singh, D.P., 1998. Epidemiological study Brypanosoma evangifection among free living wild
animals in IndiaJ. Protozool. Res8: 139-143.

Sirivan, C., Pramoolsinsap, T. and Pernayodhin,1895. Effect of diminazene aceturate and
isometamidium chloride on the control dfypanosoma evansn naturally infected sow.
Thai J. Health Researci4.

Tager-Kagan, P., Itard, J. and Clair, M., 1989. ats$e I'efficacité du Cymelarsan ND sur
Trypanosoma evanshez le dromadair®ev Elev Med Vet Pays Trd@: 55-61.

Toure, S., 1973. Notes on the trypanocidal actigitysometamidium administrated intravenously.
Bull epizoot Dis Afi21: 1-3.

Tubangui, M.A., 1932. Observations on the possibdmsmission of surra by the land leech
Haemadipsa zeylanic&hilipp. J. Sci48: 115-126.

Tuntasuvan, D. and Luckins , A., 1998. Status af&in livestock in Thailandl. Protozool. Res8:
162-170.

Vanhollebeke, B., Truc, P., Poelvoorde, P., PaysJéshi, P.P., Katti, R., Jannin, J.G. and Pays, E
2006. HumanTrypanosoma evansifection linked to a lack of apolipoprotein LN Engl J
Med 355: 2752-6.

Ventura, R.M., Takeda, G.F., Silva, R.A., NunesL.VBuck, G.A. and Teixeira, M.M., 2002.
Genetic relatedness amonfrypanosoma evansstocks by random amplification of
polymorphic DNA and evaluation of a synapomorphidAfragment for species-specific
diagnosisint J Parasitol32: 53-63.

Vitet, L., 1809. Traité de la sangsue médicinale.

Vittoz, R., 1955. Prophylaxie du surra en A8ell Off int Epiz44: 83-106.

Whitlock, M.R., O'Hare, P.M., Sanders, R. and Marydl.C., 1983. The medicinal leech and its use
in plastic surgery: a possible cause for infect®nJ Plast Sur@6: 240-4.

Woo, P.T.K., 1969. The haematocrit centrifuge tépha for the detection of Trypanosomes in
blood.Can J ZooM7: 921-923.

Yantis, M.A., O'Toole, K.N. and Ring, P., 2009. theherapyAm J Nursl09: 36-42; quiz 43.

Zhang, Z., Giroud, C. and Baltz, T., 1992 vivo andin vitro sensitivity toTrypanosoma evanand
Trypanosoma equiperdumto diminazene, suramin, MelCy, quinapyramine and
isometamidiumActa Trop50: 101-110.

Zhou, J., Shen, J., Liao, D., Zhou, Y. and Lin,2004. Resistance to drug by different isolates
Trypanosoma evangi China.Acta Trop90: 271-5.

52



Annexes

Annexe 1 : Protocole Geneaid d’extraction d’ADN antir de sang congelé.

Etape 1 (lyse cellulaire) :

- Placer 200 pl de sang décongelé dans des tubesracemtrifugation de 1,5 ml. Si
I’échantillon ne fait pas 200 ul, compléter avecvotume approprié de PBS.

- Ajouter 30 pl de protéinase K (10 mg/ml) et remibeievement. Laisser incuber le
mélange a 60°C pendant 15 minutes.

- Ajouter 200 ul de GB Buffer et mixer par vortex.

- Incuber le mélange a 70 °C dans un bain-marie pgridaminutes. Pendant I'incubation,
remuer les tubes toutes les trois minutes.

- Préchauffer le volume désiréedlition buffer(200 pl/échantillon) & 70°C dans un bain-
marie (cette solution sera utilisée lors de la Ggie étape, élution de I'ADN).

Etape 2 (liaison de 'ADN) :

- Ajouter 200 pl d’éthanol pur au produit de I'étdbet mélanger au vortex immeédiatement
pendant 10 secondes. Si un précipité apparaiastsec en pipetant.

- Placer une GD colonne dans un tube collecteurrde 2

- Y transférer le mélange (incluant un quelconqueipr).

- Centrifuger a la vitesse maximale pendant 5 minutes

- Jeter le tube et son contenu et placer la GD celalams un nouveau tube collecteur de 2
ml.

Etape 3 (lavage) :

- Ajouter 400 ul de W1 buffer dans la GD colonne emntdfuger a la vitesse maximale
pendant 30 secondes.

- Jeter le contenu du tube et placer de nouveau la@dnne dans le tube collecteur de 2
ml.

- Ajouter 600 pl de Wash buffer dans la GD colonneegttrifuger a la vitesse maximale
pendant 30 secondes.

- Jeter le contenu du tube et placer de nouveau la@dnne dans le tube collecteur de 2
ml. Centrifuger a la vitesse maximale pendant 3uteis pour sécher le filtre de la colonne.

Etape 4 (élution de 'ADN) :
- Transférer la GD colonne séche dans un tube a cgintofugation de 1,5 ml propre.
- Ajouter 100 ul deElution bufferpréchauffé & 70°C au centre du filtre de la codonn
- Laisser reposer 3 a 5 minutes jusqu’a ce que I&lubuffer soit absorbé par le filtre.
- Centrifuger a la vitesse maximale pendant 30 sexopdur récupérer 'ADN purifié.
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Annexe 2 : Protocole Geneaid d’extraction d’ADN antir de tissu.

Etape 1 (dissociation tissulaire) :

- Couper 30 mg de tissu et transférer le prélévemans un tube a microcentrifugation de
1,5 ml.

- Utiliser le broyeur pour dissocier les tissus.

- Ajouter 200 ul de GT buffer et continuer a homogseél'échantillon de tissu avec le
broyeur.

Etape 2 (lyse cellulaire) :

- Ajouter 20 pl de protéinase K et mixer parartex

- Mettre I'échantillon a incuber a 60°C pendant 3dwes. Pendant I'incubation, remuer les
tubes toutes les 5 minutes.

- Ajouter 200 pl de GBT buffer et mixer par vortexngant 5 secondes.

- Mettre I'échantillon a incuber & 70°C pendant 20wuntes. Pendant I'incubation, remuer les
tubes toutes les 5 minutes.

- Préchauffer le volume désiré d’elution buffer (20@échantillon) a 70°C dans un bain-
marie (cette solution sera utilisée lors de la Ggieae étape, €lution de 'ADN).

- S'’il reste du matériel insoluble suite a la précdedancubation, centrifuger I'échantillon
pendant 2 minutes a la vitesse maximale et tragmsfiér surnageant dans un nouveau tube a
microcentrifugation de 1,5 ml.

Etape 3 (liaison de '’ADN) :

- Ajouter 200 pl d’éthanol pur au produit de I'étdbet mélanger au vortex immédiatement
pendant 10 secondes. Si un précipité apparaiasteec en pipetant.

- Placer une GD colonne dans un tube collecteurrde 2

- Y transférer le mélange (incluant un quelconqueipr).

- Centrifuger a la vitesse maximale pendant 2 minutes

- Jeter le tube et son contenu et placer la GD celalams un nouveau tube collecteur de 2
ml.

Etape 4 (lavage) :

- Ajouter 400 ul de W1 buffer dans la GD colonne emntdfuger a la vitesse maximale
pendant 30 secondes.

- Jeter le contenu du tube et placer de nouveau la@dnne dans le tube collecteur de 2
ml.

- Ajouter 600 pl de Wash buffer dans la GD colonneegttrifuger a la vitesse maximale
pendant 30 secondes.

- Jeter le contenu du tube et placer de nouveau la@dnne dans le tube collecteur de 2
ml. Centrifuger a la vitesse maximale pendant 3uteis pour sécher le filtre de la colonne.

Etape 5 (élution de 'ADN) :

Transférer la GD colonne seche dans un tube a cgintofugation de 1,5 ml propre.
Ajouter 100 pl de Elution buffer préchauffé a 7GiCcentre du filtre de la colonne.
Laisser reposer 3 a 5 minutes jusqu’a ce que i@iubuffer soit absorbé par le filtre.
Centrifuger a la vitesse maximale pendant 30 sexopdur récupérer ’ADN purifié.
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Annexe 3: Protocole d’amplification de I'ADN par ¢tymerase Chain
Reaction (PCR)

Les PCR on été réalisées dans un volume final dgl bntenant 1 pl d’ADN extrait des
échantillons a tester et 10 pl de solution réacette solution était constituée du tampon (buffer
10x), du MgCI2, de la tag-polymérase (Taq DNA Pdayase, Recombinant, Invitrogen), des
nucléotides (NTP Set, Fermentas), du couple d’eeso(Biodesign), d’eau distillée et de DMSO
(uniquement lors de I'amplification avec les amaré&®YP1).

Les amplifications en elles-mémes ont été realisées deux thermocycleur (Px2 Thermal
Cycler, Thermo Electron Corporation ; Biorad, Myley¢ dont les caractéristiques d’amplification
(nombre de cycles, température et durée de détiaturae I'ADN, température et durée
d’hybridation de I'ADN...) étaient programmées pouhaque amorce utilisée, selon les
recommandations des auteurs. Les 11 ml de procanpdification mélangés a 2 ul de solution
agueuse (glycérol 40 % et bleu de bromophénol @&Pbnt ensuite subi une migration dans un gel
d’agarose a 2 % (Agarose D1 Low EEO, Pronadisadi@apmlans une cuve a électrophorese remplie
de TBE 1x (Tris base 0,89 mol/L, acide borique Intl/L, EDTA sel dissodique 0,025 mol/L). Le
courant électrique, de tension 120 V et d’'intenS@® mA, a été maintenu pendant une heure. Suite
a cette migration, le gel est plongé pendant 5 tagidans une solution de bromure d’éthidium (0,3
mg/L) afin de marquer 'ADN, puis est rincé dans’dau distillé pendant 15 minutes. La lecture du
gel se fait sous éclairage U¥ £ 302 nm, DyNA Light, Labnet).
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Annexe 4 : Protocole d’'un repas sanguin de sangsue rat et sur souris

Repas sur rat :

Les poils du rat sont coupés le plus court possibleiseau au niveau de la cuisse. Sa contention es
réalisée manuellement : le rat est fermement atpgp la peau du cou et est plaqué sur le ventre.
Une sangsue est mise dans un tube Falcon de 1&mplird’eau. Le tube Falcon est retourné
hermétiquement sur le rat au niveau de la zoneumn8elon des délais variant de 1 a 12 min, la
sangsue fixe sa ventouse antérieure sur la peaatdrt rejette sa ventouse postérieure assez haut
dans le tube. La région céphalique de la sangsueefalors un coude caractéristique a I'observation
duquel, on peut considérer le repas sanguin coméneAa bout de la durée nécessaire a
'expérience, la sangsue est retirée manuellementirant sur le corps ou en insérant une fine
spatule entre la peau du rat et la ventouse. lia ptd alors lavée a grande eau.

Repas sur souris :

La contention de la souris est aussi réalisée nli@nuent : I'animal est maintenu sur le dos par la

peau du cou et par la base de la queue. Le tuloeri-abkt retourné hermétiquement sur I'abdomen
de la souris. La sangsue se fixe alors selon lemasé&lélais que pour les rats et elle est ensuite
retirée par les mémes techniques que celles depriéeédemment.
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