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Résumé

En Afrique de 1’Ouest, la Trypanosomose Humaine Africaine (THA) ou maladie du
sommeil est causée par Trypanosoma brucei gambiense (T. b. gambiense). Classiquement, la
maladie se caractérise par une phase lymphatico-sanguine (stade 1) suivie d’une phase
méningo-encéphalique (stade 2) conduisant & des troubles neurologiques et a la mort en
absence de traitement. Cependant de nombreuses observations de terrain suggerent qu'une
diversité d’évolutions cliniques plus importante résulte de I’infection par T. b. gambiense
allant d’une progression rapide vers le stade 2 de la maladie a des infections asymptomatiques
pouvant durer plusieurs années, voir méme des guérisons spontanées en labsence de
traitement. En particulier, on peut noter qu'en zone d’endémie, une importante proportion des
individus positifs aux tests sérologiques, appelés séropositifs (SERO), est négative aux tests
parasitologiques, un statut que certains auteurs associent a I'existence d'un phénotype de
trypanotolérance humaine, comme cela est observé dans les modeles souris ou chez les
bovins. Cette thése réalisée dans les foyers actifs du littoral guinéen, avait pour objectif la
caractérisation fine de cette diversité de réponses a I’infection. Celle-ci a été réalisée par des
prospections médicales, des suivis longitudinaux de malades apres traitement et d'individus
SERO, ainsi que par I'application de tests plus spécifiques (Trypanolyse, TL) et plus sensibles
(PCR) que ceux utilisables sur le terrain. Les résultats de ces enquétes épidémiologiques ont
permis notamment de caractériser une importante diversité au sein du groupe SERO TL": (i)
parasitémie devenant détectable au cours du suivi; (ii) maintien d'une sérologie élevée dans le
temps (> 2ans); (iii) négativation progressive de la sérologie. Ces résultats suggerent
fortement qu’une partie des SERO TL" contrélent I'infection a des niveaux de parasitémies
indétectables par les tests parasitologiques utilisés sur le terrain. Dans un deuxieme temps, les
échantillons de plasma et d’ARNs sanguins collectés lors des études de terrain ont permis
d'étudier les mécanismes moléculaires et immunologiques qui caractérisent la
trypanotolérance humaine. Nous avons ainsi pu montrer que si l'infection par T .b. gambiense
semble induire I'expression du gene APOLL, dont le produit joue un réle central dans
I'immunité innée dirigée contre les trypanosomes, aucune différence n'a été observée entre les
malades et les individus SERO TL". Au contraire, d'importantes différences ont été observées
au niveau des profils de cytokines entre ces deux groupes d'individus. Chez les SERO TL", on
observe une réponse inflammatoire marquée avec de forte concentration d'IL-8, d'lIL-6 et de
TNF-a en contraste avec le profil observé chez les malades ou l'on trouve essentiellement des
cytokines de la réponse cellulaire T adaptative (IL-2, IL-4 et IL-10). Par ailleurs, chez les
SERO TL", les niveaux d'IL-10 (forts) et de TNF-a (faibles) d'une part et les niveaux d'IL-8
(forts) d'autre part sont prédictifs de [I'évolution ultérieure du statut parasitologique
(développement d'une parasitémie détectable) et sérologique (négativation) respectivement.
Globalement, ces résultats suggérent que chez I'homme, neutrophiles et immunité innée
jouent un réle déterminant dans le contréle de l'infection par T .b. gambiense et ouvrent de
nouvelles perspectives pour I'identification de nouvelles cibles diagnostiques ou
thérapeutiques.

Mots clefs: séropositifs, T .b. gambiense, trypanolyse, cytokines, APOL1, Guinée,
Trypanosomose Humaine Africaine.
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Abstract

In West Africa, human African trypanosomiasis (HAT) or sleeping sickness is caused
by Trypanosoma brucei gambiense (T. b. gambiense). Classically, the disease is characterised
by an early haemolymphatic phase (stage 1) followed by a meningoencephalitic phase (stage
2) leading to neurological disorders and death if left untreated. However, field observations
suggest that a great diversity of clinical outcomes result from the infection by T. b. gambiense
ranging from rapid progressions to stage 2, asymptomatic infections that can last for years or
even spontaneous cure in the absence of treatment. In particular, in T. b. gambiense endemic
area a high proportion of individuals displaying positive serological results, called
seropositives (SERO), are negative to direct parasitological investigations, a status that some
authors associate to the existence of a human trypanotolérance phenotype, as observed in
mice models or in cattle. This thesis, carried out in the active foci of costal Guinea, had for
objective the characterization of the diversity of response to T. b. gambiense infection. This
was carried out through medical surveys, longitudinal follow-up of SERO individuals and
patients after treatment as well as by the application of more specific (Trypanolysis, TL) and
more sensitive (PCR) tools than those available in the field. The result of these
epidemiological investigations enabled to characterize an important diversity within the
SERO TL" group: (i) parasitaemia becoming detectable during the follow-up, (ii)
maintenance of high serology over time (> 2ans), (iii) progressive negativation of serology.
These results strongly suggest that a part of SERO TL" are able to control infection to levels
that are undetectable by the parasitological tests used in the field. In a second step, plasma and
blood RNA samples collected during the field surveys have allowed to study the molecular
and immunological mechanisms underlying human trypanotolerance. We have shown that if
the infection by T. b. gambiense appears to induce expression of the APOL1 gene, the product
of which plays a central role in innate immunity to trypanosomes, no differences were
observed between patients and SERO individuals. On the contrary, significant differences
were observed in the cytokine profiles between these two groups of individuals. In SERO TL*
individuals, we observed a marked inflammatory response with high levels of IL-8, IL-6 and
TNF-a in contrast to the profile observed in the patients where essentially cytokines of the
adaptive cellular response T (IL-2, IL-4, and IL-10) were found. Interestingly, in SERO TL"
the levels of IL-10 (high) and TNF-a (low) on hand and the levels of IL-8 (high) on the other
hand were predictive of the subsequent evolution of the parasitological (development of
detectable parasitaemia) and serological (negativation) status respectively. Globally, these
results suggest that in humans, innate immunity and neutrophils play a determining role in the
control of infection by T. b. gambiense and open new perspectives for the identification of
new diagnostic or therapeutic targets.

Keywords: seropositives, T .b. gambiense, trypanolysis, cytokines, APOL1, Guinea, human
African trypanosomiasis
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Introduction

La Trypanosomose Humaine Africaine (THA) ou maladie du sommeil est due & un
protozoaire flagellé du genre Trypanosoma dont la transmission est assurée par la glossine
communément appelée mouche tsé-tsé. La THA a émergé/ré-émergé ce dernier siecle a
I’échelle du continent africain. Aprés une situation épidémique dans les années 1900 a 1940,
la THA a été déclarée sous contrble dans les années 1960. Cependant, on a assisté depuis les
années 1970 a une recrudescence progressive du nombre de cas et la maladie a retrouvé, a la
fin des années 1990, une situation aussi alarmante que celle du début du siecle. En 1998 et
1999, 45000 nouveaux cas ont été reportés chaque année et en 2000, on estimait entre
300 000 a 500 000 le nombre d’individus infectés (Cattand et al., 2001). Face a cette
situation, les Programmes Nationaux de Lutte contre la THA (PNLTHA) des pays
endémiques ont intensifié leurs efforts de lutte grace notamment a un apport financier
conséquent de ’OMS et un appui de plusieurs ONG et Institutions de Recherche du nord et
du sud, telles que I’IRD, le CIRDES, mais aussi I’I[PR Coéte d’Ivoire et 'IMT Anvers, le
Swiss Trop Institute. Les résultats semblent prometteurs puisque I’OMS vient d’annoncer un
déclin significatif du nombre de cas reportés qui est passé en dessous de 10 000 pour la
premiere fois depuis 50 ans (WHO, 2011). En Afrique de 1’Ouest, la situation est moins
séveére qu’en Afrique Centrale. Si dans de nombreux foyers historiques, la maladie semble
actuellement absente (Sénégal, Togo, Bénin, Burkina-Faso, Mali), (Simarro et al., 2011), la
Guinée est actuellement le pays le plus touché par la maladie en Afrique de 1’Ouest
principalement sur le littoral (Camara et al., 2005; Simarro et al., 2008; Simarro et al., 2011).

C’est donc dans ce pays de la sous-région que doivent se concentrer les efforts de lutte.

Chez I’homme, la plupart des trypanosomes africains sont lysés par le facteur
trypanolytique du sérum humain (TLF-1) (Pays et Vanhollebeke, 2009). Le TLF-1 est une
sous catégorie de lipoprotéines de haute densité contenant deux protéines spécifiques des
primates, 1’apolipoprotéine L-1 (APOL1) et I’HPR (haptoglobin-related protein ou protéine
apparentée a 1’haptoglobine) qui constituent donc des composants importants de l'immunité
innée vis a vis des trypanosomes. Seuls deux sous espéces de trypanosomes, Trypanosoma
brucei gambiense (T. b. gambiense) et Trypanosoma brucei rhodesiense (T. b. rhodesiense)
sont capables d’infecter I’homme et provoquer la THA car ils ont développé une résistance a

la lyse par le TLF (Pays et al., 2006). Chez I’homme, l'infection par ces parasites évolue en



deux phases. Durant la premiere phase, lymphatico-sanguine (phase 1), le parasite se multiplie
sans signes cliniques spécifiques associés. La deuxiéme phase, méningo-encéphalique (phase
2), est déterminée par le passage du parasite dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) et se
caractérise par des troubles neurologiques qui entrainent la mort du patient en 1’absence de
traitement. Classiqguement, dans le cas de la THA a T. b. gambiense qui sévit en Afrique de
I’Ouest et Centrale, la premicre période est trés variable (pouvant durer plusieurs années), les
symptomes sont peu prononcés et I’apparition des troubles neurologiques lors de la deuxieme
période est souvent trés progressive. A I’inverse dans le cas d’une infection a T. b.
rhodesiense (Afrique de I’Est), la phase lymphatico-sanguine ne dure que quelques semaines
a quelques mois, les symptomes sont plus marqués, 1’atteinte du systéme nerveux est brutale

et la mort peut survenir en quelques mois.

La THA a été pendant longtemps considérée comme une maladie fatale dans 100%
des cas, cependant les observations de terrain et plusieurs études ont montré que ce n’est pas
toujours le cas (Checchi et al., 2008; Sternberg et Maclean, 2010; Bucheton et al., 2011). En
fait, ’infection par T. b. gambiense en Afrique de 1’Ouest et Centrale se caractérise par une
importante diversité clinique allant de formes asymptomatiques (Jamonneau et al., 2002;
Jamonneau et al., 2004; Checchi et al., 2008) a des infections aigués (Truc et al., 1997;
Garcia et al., 2000), des guérisons spontanées étant méme suspectées (Jamonneau et al.,
2000a; Jamonneau et al., 2004). Par ailleurs, certains individus vivant en zone d’endémie,
présentent une réactivité immunologique (stable dans le temps) vis-a-vis des antigenes de
trypanosomes sans que les trypanosomes ne puissent étre mis en évidence malgré des
recherches répétées (Garcia et al., 2000). Une partie de ces individus appelés séropositifs
(SERO), chez qui de I'ADN parasitaire peut-&tre mis en évidence par PCR (Kabiri et al.,
1999; Koffi et al., 2006), sont suspectés d'étre des porteurs asymptomatiques de trypanosomes
(Garcia et al., 2006). N'étant généralement pas traités, ils pourraient contribuer au maintien de
la transmission en zone d'endémie malgré les efforts de lutte entrepris par les programmes

nationaux (Bucheton et al., 2011).

Le déterminisme de cette diversité clinique est encore mal connu mais repose
certainement en grande partie sur la nature des interactions entre le trypanosome et son hote.
Il doit étre recherché a la fois chez le parasite (variabilité génétique) et chez 1’hote
(susceptibilité individuelle a la maladie). Concernant les facteurs génétiques de I’hote, leur
existence a été démontrée pour de nombreuses maladies infectieuses comme la lépre ou la

tuberculose (Burgner et al., 2006), ou parasitaires : schistosomiase (Marquet et al., 1996),



paludisme (Abel et al., 1991; Garcia et al., 1998) et leishmaniose (Bucheton et al., 2003).
L’importance de ces facteurs génétiques dans le contrdle des infections dues aux
trypanosomes africains a également été clairement démontrée dans les modeéles animaux
d’infection, aboutissant a la localisation de QTLs (Quantitative Trait Loci ou loci a caractére
quantitatif) de résistance/susceptibilité a la fois sur les chromosomes murins et bovins (Iraqi et
al., 2000; Hanotte et al., 2003). Chez I’homme, deux études menées en Cote d’Ivoire et en
République Démocratique du Congo (RDC) ont mis en évidence des associations génétiques
entre des polymorphismes de génes de cytokines et un risque variable de développer la THA
(Courtin et al., 2006a; Courtin et al., 2007). Par ailleurs, une étude récente a montré que deux
variants d’APOLI1 associés au développement de la maladie rénale chez les Afro-Américains,
étaient capables de lyser in vitro des souches de T. b. rhodesiense mais pas T. b. gambiense
(Genovese et al., 2010). Ces polymorphismes d’APOL1 pourraient étre impliqués dans le
déterminisme de la susceptibilité humaine a I’infection a T. b. rhodesiense mais ils pourraient
étre moins importants dans I’infection a T. b. gambiense, espece pour laquelle les mécanismes
de résistance au sérum humain ne sont pas encore compléetement établis (Kieft et al., 2010).
Bien que peu d'études soient encore disponibles, ces résultats suggerent que chez I'homme
également, l'infection par les trypanosomes, est en partie contrdlée par des facteurs génétiques
de I'ndte (Bucheton et al., 2011).

Actuellement aucun vaccin n’est disponible, et les traitements actuels nécessitent une
hospitalisation longue dans des centres de traitement spécialisés souvent rares et éloignés du
lieu d’habitation des patients. Les molécules disponibles sont anciennes et responsables
d’effets secondaires séveres (de 5 a 10% d’encéphalopathies mortelles dans le cas du
mélarsoprol utilisé en seconde période depuis 1948) (Kennedy, 2008). Par ailleurs, les
derniers rapports font état de 25 a 30% d’échecs thérapeutiques au mélarsoprol en RDC. Une
avancée trés importante et récente dans le traitement de la deuxiéme phase de la THA est
’utilisation depuis 2009 d’un régime de traitement combinant le nifurtimox et 1’éflornithine
connu sous le nom de NECT (Nifurtimox-Eflornithine Combination Therapy). Cependant le
NECT est cher, difficile a administrer et n'est pas utilisé dans le cas des infections a T. b.
rhodesiense (Simarro et al., 2011). Une meilleure caractérisation des processus biologiques
contr6lant la trypanotolérance humaine ainsi que de leurs importances au niveau
épidemiologique apparait donc comme un point crucial qui doit permettent de progresser (i)
dans la connaissance des processus biologiques impliqués dans le contréle ou non de

I'infection avec comme perspective l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques ou



vaccinales et (ii) dans la mise en place de stratégies de lutte contre la THA plus efficaces et

durables.

L’objectif de cette thése a été de caractériser la diversité des réponses a ’infection a T.
b. gambiense afin de réaliser une étude des déterminants immunologiques et moléculaires
impliqués dans cette hétérogénéité de réponses observées. Cette étude a été réalisee en Guinée
qui comprend les foyers de maladie du sommeil les plus actifs en Afrique de I'Ouest. Deux
grandes étapes caractérisent donc ce travail :

1- La caractérisation de la diversité clinique résultant de I’infection par T. b.
gambiense, notamment de la trypanotolérance, en combinant a la fois des suivis dans le temps
et l'utilisation d'outils diagnostiques plus sensibles et plus spécifiques que ceux utilisés sur le

terrain.

2- La caractérisation des réponses de I’hdte vis a vis des trypanosomes dans les
différentes catégories d’individus par 1’évaluation de la réponse immune (dosage de
cytokines) et I’expression des génes du TLF en particulier I’APOL1 dans le compartiment

sanguin.

Le plan retenu pour cette thése s’organise autour de 4 parties. Dans la premiére partie,
nous ferons d’abord une présentation générale de la THA, ensuite nous développerons les
facteurs génétiques et immunologiques associé€s a la susceptibilité/résistance a 1’infection par
les trypanosomes africains. Nous terminerons cette premiere partie par la problématique de
I’étude. La deuxiéme partie détaillera la méthodologie de cette these et les résultats seront
présentés dans la troisieme partie. Enfin la quatriéme partie abordera la discussion des

résultats obtenus.



Premiere partie : Revue bibliographique

Chapitre 1 : Historique de la THA

1.1. Premiére description de la THA

Les premiers cas de THA auraient été signalés dans les écrits de 1’historien Arabe Ibn
Khaldoun qui raconte la mort du Sultan Mari Djata Il du Mali en 1374 et de certains de ses
sujets apres une période de sommeil continu. La premiere description de la THA est faite en
1742 par John Atkins qui rapporte un trouble profond du sommeil qu’il nomme « Sleeping
distemper » dans son ouvrage The Navy Surgeon. Par la suite et jusqu’au début du 19°me
siécle, la THA est signalée un peu partout le long des cotes ouest —africaines, de 1’Angola
jusqu’a Dakar par des observateurs frangais, anglais et portugais. Winterbottom, en 1803,
dans sa description du “ lethargus ” remarque 1’importance de I’hypertrophie des ganglions du
cou. Ce signe ¢était non seulement connu des trafiquants d’esclaves qui rejetaient
systématiquement les porteurs d’adénopathies cervicales, mais aussi de plusieurs tribus
africaines qui pratiquaient 1’ablation systématique des ganglions cervicaux a des fins
curatives. Dans le courant du 19°™ siécle, de nombreux cas sont signalés en Afrique de
I’Ouest et Centrale, mais sans que 1’on puisse quantifier I’importance de la THA. Une
premiére épidémie est alors décrite dans les années 1880-1890, notamment au Congo, en
République Centrafricaine et en Ouganda ou 200.000 morts ont été signalés dans la région de
Busoga. De nombreux villages sont décimés par la THA (Martin et al., 1909). L’agent
responsable de cette affection reste toujours inconnu et beaucoup pensent qu’elle est d’origine

infectieuse et contagieuse.

1.2. Identification de I’agent pathogéne

C’est en 1901 que le parasite responsable de la THA est identifi¢ par Robert Forde qui
Vvoit des formes mobiles dans le sang d’un capitaine de bateau faisant du trafic fluvial depuis 6
ans en Gambie. A la demande de Robert Forde, Joseph Dutton examine le sang du patient et
identifie un trypanosome qu’il décrit sous le nom de Trypanosoma gambiense (découvert en

Gambie). En 1903, Dutton et Todd retrouvent plusieurs fois le méme trypanosome chez des
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africains en Gambie (Dutton, 1903; Dutton et Todd, 1906), et la méme année, Castellani
trouve en Ouganda des trypanosomes dans le LCR des malades atteints de THA (Castellani,
1903). Cependant, il pense qu’il existe en fait deux espéces de trypanosomes distincts : 1’un
sanguicole et peu pathogene, 1’autre localis¢ dans le systéme nerveux et responsable de la
THA. Il nomme cette derniére espéce : Trypanosoma ugandense. Dans la méme année, David
Bruce et David Nabarro constatent que les trypanosomes sanguicoles sont identiques a ceux
du systéme nerveux et qu’ils constituent le premier stade de la maladie (Girolami, 1971).
Bruce confirme alors que Trypanosoma gambiense est 1’agent étiologique de 1’endémie
sommeilleuse. En 1908, en Afrique de I’Est, des cas apparemment plus séveres de la méme
maladie semblant conduire beaucoup plus rapidement a la mort sont rapportés. 1l est démontré
par la suite que le parasite responsable de cette forme aigué de la THA différe de
Trypanosoma gambiense et Harold Fantham et John Stephens, en 1910 le baptisent

Trypanosoma rhodesiense (découvert en Rhodésie).

Sachant désormais que la THA évolue en deux phases et que I’agent responsable est le

trypanosome, la question principale portait sur la transmission de ce trypanosome.

David Bruce suspecte les glossines d’étre le vecteur de cette maladie et en fournit la
preuve expérimentale avec I’aide de David Nabarro en infectant des singes a la fois par piqlre
de glossines sauvages et de glossines nourries au préalable sur des sommeilleux. En 1912,
Allan Kinghorn et Warrington Yorke démontrent le role de Glossina morsitans dans la
transmission de Trypanosoma rhodesiense pendant qu’Emile Roubaud et Gaston Bouet
prouvent en 1913, que le cycle du trypanosome chez la glossine varie en fonction des espéces

de parasites.

1.3. Evolution de la THA au cours du 20°™ siécle & nos jours

La THA continue de sévir en Afrique noire malgré ces importantes decouvertes. Une
épidémie se déclare en Afrique de I’Ouest et Centrale au début des années 1920 et la situation
devient dramatique dans les années 1924-1926, notamment au Cameroun ou 45% des déceés
lui sont imputables. C’est en 1926, devant I’ampleur de la situation que le médecin militaire
francais Eugene Jamot (1879-1937) développe les premieres equipes mobiles de dépistage et
de traitement, qui vont sillonner toutes les zones touchées par 1’épidémie entre 1926 et 1932.
Ces campagnes de lutte, basées sur le dépistage de masse et la lutte anti-vectorielle vont

permettre de contenir I’épidémie et dans les années 1960, les enquétes épidémiologiques



menées dans la plupart des pays d’Afrique noire ne décelent plus que quelques rares cas de
THA (figure 1). La méthode proposée par Jamot pour combattre la THA reste le modéle de
lutte contre une ‘“‘grande endémie” en zone tropicale (Gentilini, 1993). Les faibles
prévalences observées dans les années 1960 laissaient a penser que la maladie du sommeil
était en voie d'élimination. Cependant, la maladie a commencé a réapparaitre dans la plupart
des foyers historiques & partir des années 1970 pour atteindre & nouveau dans les années 1990,
des niveaux comparables & ceux observés lors de I'épidémie précédente (WHO, 1998). Si la
baisse des moyens financiers et l'instabilité politique et sociale, qui a résulté de l'accés a
I'indépendance des pays concernés, sont des facteurs qui ont certainement joué un réle
déterminant dans cette ré-émergence, d'autres facteurs, d'ordre biologique et épidémiologique,
ont également certainement joué un réle important, en particulier : I'existence suspectée (i) de
réservoirs animaux de parasites (Truc et al., 1991; Simo et al., 2006; Njiokou et al., 2010)
ainsi que (ii) d'individus porteurs asymptomatiques de parasites non détectés par les

programmes de lutte (Bucheton et al., 2011).
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