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Résumé

Actualités dans le diagnostic biologique des
Trypanosomoses Humaines Africaines (THA). A propos
d’un cas récent de THA congénitale.

Les trypanosomoses humaines africaines (THA) sont des maladies tropicales vectorielles des
zones reculées d’ Afrique sub-saharienne, transmises par la mouche tsé-ts¢.

A Tours, deux cas de THA ont été diagnostiqués chez une réfugiée en France depuis quatre ans
et présentant des troubles neurologiques, ainsi que chez son fils, né en France et présentant le
méme type de troubles. Le diagnostic a été posé fortuitement en examinant le liquide
céphalorachidien de I’enfant ; ce qui a permis de suspecter une THA congénitale et de prendre en
charge les deux patients.

A P’occasion de ce travail de thése et afin d’étayer ces cas cliniques, nous avons souhaité faire
un état des lieux de cette pathologie peu connue en France. Les aspects épidémiologiques et
cliniques des deux entités que sont les THA chroniques de I’ouest africain et aigués a I’est sont
d’abord évoqués. Dans le cadre de notre DES de biologie médicale, nous nous attardons
¢galement sur les outils diagnostiques disponibles et en développement, dont les techniques de
détection moléculaire et leur utilisation éventuelle dans des arbres diagnostiques adaptés au stade
de la maladie et a la sous-espéce parasitaire en cause. Enfin, nous abordons les aspects
thérapeutiques, tant ceux historiques ou de terrain que ceux concernant d’assez nombreuses
molécules actuellement en développement.

Méme si I’OMS prévoit I’éradication de la maladie du sommeil a bréve échéance, en particulier
grace a I’évolution des outils diagnostiques et thérapeutiques tel que nous 1’avons rappelé ici,
I’absence de spécificité des symptomes et la rareté de la maladie hors des zones d’endémie
doivent conduire a rester vigilant dans la pratique médicale en France.

Mots-clés : Trypanosomose humaine africaine, maladie tropicale négligée, vecteur, mouche tsé-
tsé, réfugié, troubles neurologiques, transmission congénitale, techniques biologiques, biologie
moléculaire, épidémiologie, traitement, arbres diagnostiques.



Summary

Improvements in laboratory diagnostic in Human African
Trypanosomiasis (HAT). About a recent case of
congenital HAT

The human african trypanosomiasis is a neglected tropical vector-borne disease of remote
subsaharian african areas, whose vector is the tsetse fly.

In Tours, two HAT cases were diagnosed in a political refugee with neurological problems who
has been in France for 4 years before the diagnosis and her son, born in France, who suffered from
the same clinical presentation. HAT was diagnosed by chance while examining the cerebrospinal
fluid of the child. After diagnosis and considering the clinical cases, congenital transmission from
mother to child was suspected. The two patients were treated accordingly.

This thesis reviews the current situation about this disease in order to back up our clinical cases.
Indeed little is known about this disease in France. We develop epidemiological and clinical sides
of the two entities discribed in HAT. One of two clinical form is a chronical affection found in
ouest Africa while the other is acute and discribed in east Africa. Within the course of the « DES
de biologie médicale » we study the current diagnostic tools and those in the pipe line among
which is molecular biology. We discuss their places in algorithm for diagnosis and the difference
in the algorithms according to staging of the disease and the trypanosomal subspecies involved.
Finally we adress the therapeutic aspects, historical ones as much as current and future
applications.

WHO foresees elimination of HAT in short notice thanks to rapid developments of diagnostic
tools and therapeutic ones. Out of endemic areas, the lack of specificity of symptoms and the low
frequency of the disease should stay in minds and we should always be alert.

Keywords : Human african trypanosomiasis, neglected tropical disease, vector-borne, tsetse fly,
refugee, neurological problems, congenital transmission, diagnostic tool, molecular biology,
epidemiology, therapy, algorithm.
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Ac : anticorps

Ag : antigéne

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNP : adénopathie

ALAT : alanine aminotransférase

AMM : autorisation de mise sur le marché

ANOFEL : association frangaise des enseignants de parasitologie et mycologie
ARN : acide ribonucléique

ASAT : aspartate aminotransférase

ATP : adénosyl triphosphate

AUDIPOG : association des utilisateurs de dossiers informatisés en pédiatrie, obstétrique et gynécologie
Auto-ac : auto-anticorps

BAL : british anti-lewisite

BL : lymphocyte B

BHE : barriere hémato-encéphalique

CATT : Card agglutination test for trypanosomiasis

CATT-FP : Card agglutination test for trypanosomiasis-filter paper
CATT-P : Card agglutination test for trypanosomiasis-plasma
CATT-WB : Card agglutination test for trypanosomiasis-whole blood
CRP : C reactive protein

CXCL-13 : C-X-C motif chemokine-13

DFMO : DL-a- difluoro-méthyl-ornithine ou éflornithine

DMM : date de mise sur le marché

DNDi : drug for neglected diseases initiative

DPP : dossier patient partagé

DS : déviation standard

EBV : ebstein-barr virus

ECG : électrocardiogramme

ECBU : examen cytobactériologique des urines

EDTA : éthyléne diamine tétra-acétique

EEG : électro-encéphalogramme

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay

EMT : essential medicines list ou liste des médicaments essentiels
EPPs : électrophorese des protéines sanguines

ESAG6/7 : expression-site-associated genes 6/7

ETat : edinburgh trypanozoon antigen repertoire

ETO : échographie transoesophagienne

ETT : échographie cardiaque trans-thoracique

FAO : food and argriculture organization of the united nations
FEVG : fraction d’éjection du ventricule gauche

FFLB : fluorescent fragement-length barcoding

FISH : fluorescence-hybridation in situ

FLAIR : fluid-attenuated inversion recovery

FLT : facteur de lyse du trypanosome

GB : globules blancs

GH : growth hormone

GPI-PLC : glycosylphosphatidylinositol-specific phospholipaseC



GR : globules rouges

HAPT : récepteur de haute affinité-faible capacité a la pentamidine
Hb : hémoglobine

HG : hémagglutination

HPLC : chromatographie en phase liquide a haute performance
HSM : hépato-splénomégalie

ICAM-1 : intercellular adhesion molecule-1

IF : immunofluorescence

IFI : immunofluorescence indirecte

IFN-y : interféron-y

Ig : immunoglobuline

[I-2 : interleukine-2

II-6 : interleukine-6

[I-10 : interleukine-10

IM : intramusculaire

IRD : Institut pour la recherche et le développement

IRM : imagerie par résonnance magnétique

ISG : invariant surface glycoprotein

ITS-1 : first internal transcibed spacer

IV : intraveineux

kb : kilobase

kDa : kilodalton

LAMP : amplification par médiation par boucle

LCR : liquide céphalo-rachidien

LiTat : lille trypanozoon antigen types

LT : lymphocyte T

mAECT : mini-anion-exchange centrifugation technique
mMAECT-BC : mini-anion-exchange centrifugation technique buffy coat
MDA : amplification par déplacement multiple

MGG : may-griinwald giemsa

mHCT : microhaematocrit centrifugation technique ou centrifugation en tube a micro-hématocrite
MMP-9 : métalloprotéase-9

M@ : macrophage

MSF : médecin sans frontiére

NASBA : amplification d’acide nucléique spécifique

NECT : Nifurtimox éflornithine combination therapy

NFS : numération formule sanguine

NMT : N-myristoyltransferase

NO : monoxyde d’azote

NOS : nitric oxide synthase

NSE : neuronal specific enolase

OC : oligo-chromatographie

ODC : ornithine decarboxylase

OMS : organisation mondiale de la santé

ONG : organisation non gouvernementale

PATTEC : Pan-african tsetse and trypanosomosis eradication campaign
PCR : polymerase chain reaction

PCT : procalcitonine

PDB : paire de base

PL : ponction lombaire

PNA : acides nucléiques peptidiques

PNA-FISH : Acides nucléiques peptidiques par fluorescence in situ
PNLTHA : programmes nationaux de lutte contre les trypanosomoses humaines africaines



PNN : polynucléaires neutrophiles

PSG : polysomnographique

QBC : quantitative buffy coat

RCA : République Centrafricaine

RDC : république démocratique du Congo

rDNA : acide désoxyribonucléique ribosomal

RIME : éléments génétiques mobiles répétés
SOREMP : sleep onset rapid eye movement period
SNC : systeme nerveux central

SRA : serum resistance associated

SSP : soin de suite pédiatrique

T : trypanosome

T. brucei : Trypanosoma brucei

T. b. brucei : Trypanosoma brucei brucei
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Introduction

De nombreuses pathologies infectieuses ont une répartition limitée aux zones tropicales du globe du fait
d’une transmission obligatoire par des vecteurs uniquement présents dans ces zones tropicales.
Cependant, I'augmentation des flux intercontinentaux suite aux voyages professionnels ou touristiques,
ou suite a lI'augmentation des réfugiés politiques ou économiques, conduit a étre de plus en plus
frégquemment confronté aux pathologies tropicales dans les pays du nord.

Si certaines de ces pathologies sont bien connues sous nos latitudes pour des raisons historiques et de
fréquence de diagnostic, comme le paludisme (2171 cas d’importation en France en 2013(1)), ou a cause
de tableaux cliniques spectaculaires comme les filarioses lymphatiques responsables d’éléphantiasis,

d’autres restent moins connues.

Parmi elles, les trypanosomoses humaines africaines (THA), parasitoses transmises par la mouche tsé-tsé,
sont des pathologies en principe limitées & la zone géographique du continent africain située entre le 14°
paralléle de latitude nord et le 20° paralléle de latitude sud(2). On estime que 65 millions de personnes
sont susceptibles d’étre touchées par ces affections, plus connues sous le nom de « Maladie du
sommeil »(3).

A la suite des flambées épidémiques du début du XXéme siécle, la lutte contre ces THA en zones
d’endémie a permis la décroissance du nombre de cas. Cependant, a cause de l'instabilité politique et
sociale ayant suivi la période d’accession a I'indépendance des pays africains, la maladie du sommeil a
regagné du terrain. Ceci a conduit a un cri d’alarme de 'OMS en 1997 pour que la lutte contre cette
pathologie tropicale négligée reprenne et que la prévalence de la maladie diminue en zone d’endémie(3).
En ce début de XXléme siecle, des progres évidents ont ainsi été réalisés dans les arbres diagnostiques
menant de la suspicion clinique, a la confirmation du cas et de son stade, et enfin au traitement(4). Par
ailleurs, dans les pays du nord, des outils diagnostiques plus performants et des techniques

d’identification reposant sur la biologie moléculaire ont été développées(5).

En 2013, a Tours, le diagnostic de maladie du sommeil a été porté de maniere fortuite chez une mere et

son enfant apres deux a trois ans d’évolution méconnue, et une transmission congénitale suspectée.

Grace aux informations biologiques disponibles a notre niveau et aux éléments cliniques présents dans
les dossiers d’hospitalisation de ces deux patients, nous présentons ici la synthese de ces deux cas

cliniques originaux qui suscitent un grand nombre de questions.
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En parallele, et afin de tenter de répondre a ces questions, nous avons analysé dans la littérature les
différents aspects de la maladie du sommeil et de sa prise en charge, en insistant tout particulierement

sur les outils de biologie ainsi que sur leur évolution dans le contexte épidémiologique actuel.

Enfin, dans la discussion, la confrontation des 2 cas cliniques aux données de la littérature nous permet
d’essayer de mettre en lumiere toute la difficulté que représente encore a I'heure actuelle la

confrontation a cette maladie tropicale négligée, d’autant plus en dehors des zones d’endémie.
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I RAPPEL

I.A Epidémiologie des Trypanosomoses Humaines Africaines (THA)

I1.A.1 Histoire de I’évolution épidémiologique

Les THA sont des maladies anciennes comme |’atteste la premiere description connue de ce qui semble

ieme

étre la maladie du sommeil par lbn Khaldoum a la fin du XIV""" siecle. Il décrit la mort du sultan du Mali
Mari Djata Il a la fin d’'un mal ayant entrainé un état Iéthargique. Par la suite d’autres descriptions plus

détaillées de la maladie sont faites sur des esclaves africains au XVIII*™® et XIX*™ siécle(2).

C’est le biologiste britannique David Bruce, en 1895, qui connecte en premier la maladie Nagana aux
glossines chez les animaux et qui identifie le trypanosome comme responsable de la maladie. Il a donné

son nom a Trypanosoma brucei (T. brucei)(6).

Au début du XX°™ siécle deux maladies différentes étaient connueschez 'Homme: la fiévre 2
trypanosome et la maladie du sommeil. En 1901 Forde met en évidence des « vermicules mobiles » chez
un marin atteint de fievre cyclique. Ce n’est qu’en 1902 que le parasite est nommé Trypanosoma
gambiense par Dutton(7). La méme année, Castellani observe le parasite dans le LCR d’un patient
sommeilleux. La maladie est unifiée en 1904 par Manson.(6)

La transmission cyclique de la maladie est décrite en premier en 1910 lors des expériences de Kleine qui

réussit a infecter des animaux via une glossine(2).

La premiere grande épidémie ou plutot série d’épidémies de THA a eu lieu entre 1896 et 1906. Une de
ces épidémies particulierement sévere a eu lieu en 1896 au Congo francais et en République
Centrafricaine (RCA), le long des rivieres. D’autres épidémies meurtrieres ont eu lieu en Ouganda en
1901 puis Soudan et Tanzanie en 1905. La colonisation a certainement fortement contribué au
développement de ces épidémies. En effet, la colonisation des pays africains a modifié les habitudes
ancestrales des tribus avec l'augmentation de la migration des populations, la déforestation et
I’expansion des territoires habités vers des zones d’habitation des mouches tsé-tsé. Les troupeaux de
bétails puis les animaux sauvages, touchés par la peste bovine introduite par les colonisateurs, ont été

décimés ce qui a forcé les mouches tsé-tsé a changer de source de nourriture(8).

La deuxieme grande épidémie est survenue entre les deux guerres dans différents pays d’Afrique

subsaharienne(2).

Dés 1916, Eugene Jamot lutte contre les THA. Il dépiste les populations et les traite comme en Ubangi-
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shari au nord du Congo frangais. En 1922, il est muté au Cameroun et met en place un systeme d’équipes

mobiles permanent(8).

La lutte contre les THA est basée sur les « postulats » suivants :

- dépistage de la population et traitement des malades, afin de contréler le réservoir. Ce
systeme de lutte suppose une approche efficace des populations concernées et une
formation du personnel ;

- réduction des foyers de glossines via la lutte anti-vectorielle.

Entre 1960 et 1965, la maladie du sommeil avait presque disparu. Les équipes mobiles ont permis un
contréle de la maladie, avec environ 4 000 cas annuels de THA signalés dans les années 1960 en

Afrique(9).

Puis les guerres civiles, la pauvreté, le déplacement des populations ainsi que le désintérét mondial sont
autant de facteurs qui ont permis la réémergence de la maladie. La surveillance de la maladie a diminué
et les risques de transmission ont augmenté. A partir des années 1970, des épidémies réapparaissent,
pour atteindre des sommets dans le milieu des années 1990(3). La recherche mondiale ne montrait que
peu d’intérét face a la maladie, a I'exception, en France, de quelques laboratoires universitaires dont
ceux de Bordeaux, Grenoble et Limoges et de I'Institut pour la Recherche et le Développement (IRD)(10),
organisation unique en Europe dont les axes de recherche étudient les relations entre 'Homme et son
environnement notamment dans les zones tropicales afin d’aider au mieux ces pays dans leur

développement social, culturel et économique.

En 1995, 40 000 cas sont diagnostiqués mais les estimations font état de 300 000 infections dont de
nombreuses sont passées inapergues par manque de moyens diagnostiques(9). En 1997, lors de la 50°me
assemblée mondiale de la santé, |'organisation mondiale de la santé (OMS) lance un premier signal
d’alarme qui passe inapergu(11).

Ce n’est qu’en 2001 qu’une subvention de 25 millions de dollars, accordée par le Laboratoire
pharmaceutique Aventis, permet de recommencer la lutte en reformant des équipes, en fournissant des
médicaments et en relancant la recherche.

La méme année, les chefs d’état de I'Organisation de I'Union Africaine(12), réunis a Lomé au Togo,
lancent une campagne panafricaine d’éradication de la mouche tsé-tsé et des trypanosomes et créent
une cellule chargée de coordonner et d’élaborer le plan d’action du PATTEC (Pan-African Tsetse and
Trypanosomosis Eradication Campaign)(13)(14).

Puis I’'année d’apres, un programme OMS d’élimination de la maladie du sommeil voit le jour.

Des campagnes de dépistage de masse, comprenant le déplacement d’équipes mobiles dans les
différents foyers de présence des THA, sont mises en place avec I'aide combiné des organisations non

gouvernementales (ONG) et des structures locales gouvernementales.
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C’est donc grace a I'effort conjoint d’ONG, de I'OMS et des programmes de lutte nationaux africains, que
la maladie régresse actuellement.

L’OMS note une baisse de 73% du nombre de cas entre 2001 et 2010, avec moins de 10 000 nouveaux
cas notifiés en 2009(3). Grace a la diminution de la prévalence de la maladie, 'OMS considére
aujourd’hui que la maladie du sommeil est sous controle. Le dépistage de masse diminue au profit du
dépistage passif avec le déplacement de personnes potentiellement sommeilleuses dans des
dispensaires locaux ou des hopitaux de district(15). L'OMS a donné en 2012 des objectifs a court terme
et prévoit que la maladie ne sera plus un probléme de santé publique en 2020 et sera éradiquée en

2030(16).
1.A.2 Le parasite

I.A.2.a Classification du parasite

Le parasite, transmis a 'Homme par la piqlre d’un invertébré, est un protozoaire, eucaryote unicellulaire,
hétérotrophe, sanguicole de I'ordre des Kinétoplastidés, de la famille des Trypanosomatidae et du genre
Trypanosoma (Tableau | et Figure 1). Il tire son nom du grec trupanon sorte de tire-bouchon qui fait
référence a sa forme. Le sous genre Trypanozoon comprend les espéces Trypanosoma equiperdum,
Trypanosoma evansi qui sont pathogénes chez les animaux et T. brucei séparé en trois sous-espéces :
Trypanosoma brucei brucei (T. b. brucei), Trypanosoma brucei gambiense (T. b. gambiense) et

Trypanosoma brucei rhodesiense (T. b. rhodesiense) (Figure 1) (3).

Il existe une vingtaine d’espéces infectants les vertébrés et responsables de trypanosomoses. Citons
comme exemple la trypanosomose des oiseaux dont le parasite responsable est Trypanosoma avium ou
encore la maladie Nagana des chevaux et du bétail, dont les ruminants domestiques tels les boeufs,
chevres et moutons. Cette derniére, aussi appelée trypanosomose animale africaine, est due a plusieurs
espéces de trypanosomes, dont T. brucei sous espéce T. b. brucei inoculé par le méme diptére que celui
transmettant la maladie du sommeil a 'Homme.

Les deux seuls trypanosomes qui infectent I’'Homme sont Trypanosoma cruzi qui donne la maladie de
Chagas et enfin, le parasite dont nous allons parler dans ce travail, Trypanosoma brucei dont deux de ses
sous-espéces sont responsables de la maladie du sommeil a savoir T. b. gambiense et T. b. rhodesiense.
Les autres espéces de Trypanosoma ne peuvent induire d’infection chez 'Homme en raison de la
présence d’un facteur de lyse du trypanosome (FLT)(17). En effet, il existe un FLT dans le sang humain
auquel seul les deux sous-espéces, responsables de la maladie du sommeil chez 'Homme, sont

résistantes.

14



Tableau | : classification de Trypanosoma sp (d’aprés (18))

Mastigophora

Zoomastigophorea
Kinetoplastida

Trypanosomatina

Trypanosomatidae

Crithida Leptomonas Herpetomonas  Blastocrithidia | Trypanosoma Phytomonas Leilshmania
R A S N DR
Herpetosoma Megatrypanum Schizotrypanum Tejeraia Duttonella Nannomonas
T. (H.) lewisi T.(M.) theileri T.(S.) cruzi T.(T) rangeli* T.(D.) vivax T.(N.) congolense  T.(T) equiperdum’
T. (H.) musculi T.(M.) melophagium T.(S.) dionisii T.(D.) uniforme  T(N.) simiae T.(T) evansi
T.(H.) microti T.(T.) brucei

A. Stercoraria

T(T) b. brucei
T.(T) b. rhodesiense
T.(T.) b. gambiense

B. Salivaria

Embranchement Sous- Super- | Classe Sous- Exemple
embranchement | classe classe
SARCOMASTIGOPHORES | Mastigophores= zoomastigophores Trypanosoma
flagellés Leishmania
Trichomonas
Opalinates Opalines
Sarcodites Rhizopodes
Actinopodes
APICOMPLEXES Sporozoaires Grégarines
Coccidies Plasmodium
falciparum
Toxoplasma
CILIOPHORES = CILIES
MYXOZOAIRES
Sous-régne
Embranchement

Sous-embranchement

Classe
Ordre
Sous-ordre

Famille

Endotrypanum Genre

Pycnomonas | Sous-genre

T. (P) suis

Espéce

Sous-espéce

Figure 1 : classification des trypanosomes chez les mammiféres (d’apres (3))

I.A.2.b Les deux agents des THA

Comme nous venons de I'évoquer au chapitre précédent, deux sous-especes de trypanosomes

sont

responsables de la maladie du sommeil et donc pathogénes pour I'Homme : T. b. gambiense et T. b.

rhodesiense. Leur transmission est vectorielle et ils appartiennent a la section dite salivaire des

Trypanosoma car ils se transmettent par la salive des mouches lors de leur piqdre.

Elles sont responsables de deux tableaux cliniques différents de la méme maladie et, bien que localisées

exclusivement sur le continent Africain, elles se retrouvent a deux endroits différents. Nous le

développerons dans les chapitres suivants.

Afin de traiter au mieux les patients et d’utiliser les arbres diagnostiques adéquats, spécifiques de la

sous-espéce pour augmenter la sensibilité des tests, il est nécessaire de pouvoir les différencier.

Malheureusement, elles ne sont pas morphologiquement distinguables I'une de 'autre, et seules des

techniques complémentaires permettent de savoir a quelle sous-espéce on a affaire. Le test de son

pouvoir pathogéne par inoculation a des souris apres incubation in vitro avec du sérum humain a été
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supplanté par des techniques d’électrophorése des iso enzymes et des techniques de biologie
moléculaire(19)(20). Ces dernieres sont en cours de développement.

T. b. brucei espece non pathogene pour 'Homme, n’est pas reconnaissable en microscopie des deux
autres sous especes citées ci-dessus. Un test de résistance au sérum humain permet de s’assurer que les
deux autres sous especes de Trypanozoma brucei pathogenes pour I’'THomme ne sont pas incriminées. Ce
test consiste a observer la croissance du parasite in vitro incubé dans un milieu de culture a base de
sérum humain non infecté par les THA. Grace au FLT du sérum humain dont nous avons parlé
précédemment, seules les deux sous-especes pathogénes pour I’homme pourront croitre. L'utilisation de
cette technique peut s’avérer utile notamment si 'on suspecte I'implication de T. b. rhodesiense qui
reste difficile a différencier de T. b. brucei par biologie moléculaire ou analyse enzymatique et ce
d’autant plus qu’il existe plusieurs sous-espéces de T. b. brucei dans les régions infectées par T. b.
rhodesiense(21).

Pour différencier les deux sous-espéces pathogenes pour I’'Homme, I’étude morphologique des parasites
n’est pas contributive. En plus du tableau clinique et de la répartition géographique qui permettent
d’orienter sur la sous-espéce en cause, des techniques de biologie moléculaire, que nous reverrons par la
suite, sont disponibles pour différencier les deux parasites.

T. b. gambiense se divise en deux groupes. Le groupe | qui exprime un marqueur moléculaire spécifique
(T. b. gambiense-specific glycoprotein, TgsGP), aussi utilisé pour son identification, et le groupe 2 ol ce
géne spécifique n’est pas retrouvé(22). Le groupe | donne la forme chronique de la maladie. L'implication
du type Il de T. b. gambiense en pathogénicité humaine n’est pas établie avec certitude mais il serait
responsable d’un tableau clinique aigu qui ressemblerait a celui engendré par T. b. rhodesiense. Il a été
isolé pour la derniere fois chez des patients en 1992(23).

T. b. rhodesiense se divise en deux groupes selon sa localisation. Le groupe Busoga qui est responsable
de la forme aigué décrite le plus fréquemment et le groupe Zambie a 'origine d’une forme clinique

moins aigué de la maladie(2).

I.A.2.c Morphologie et localisation chez son hote vertébré

Trypanosoma brucei est un eucaryote dont le matériel génétique est 100 fois moins abondant que celui
de 'Homme, avec 25 millions de bases. Dans le sang de son hote, on le retrouve sous forme fusiforme
trypomastigote. Il mesure entre 12 um a 42 pm de long sur 1,5 um a 3,5 um de large (Figure 2). Le
trypomastigote se rencontre sous plusieurs formes dans le sang humain. Une forme de réplication dite
« Slender », longue, et une forme de non division dite « Stumpy », plus trapue que la précédente, et ne
possédant pas de flagelle libre (Figure 3). Le flagelle part du corps basal, en arriere du parasite, puis
passe sous la membrane ondulante et, pour la forme « Slender », se prolonge par un flagelle libre de 6

pum(24).Entre ces deux formes, on rencontre des formes dites intermédiaires.
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Le deuxieme organite contenant de I'acide désoxyribonucléique (ADN) est le kinétoplaste, en position
terminal. C’est un ADN extranucléaire qui contient ’ADN mitochondrial (Figure 2). L’'ADN mitochondrial
circulaire se présente sous deux formes, des maxi-cercles de 20 kb et des mini-cercles de 1 a 2 kb. Les
maxi-cercles codent pour les protéines mitochondriales et les mini-cercles sont des acides ribonucléiques
(ARN) guides. Ce sont de petits éléments utiles qui, en modifiant 'ADN du parasite lors de sa

transcription par ajout de résidus-U, servent au processus de production de I’ARN (25).

de Trypanoso}nd sph(MGG, x 1 000, Service de Parasitologie

Figure 2 : forme trypomastigote "slender"

de Tours)

Trypanosoma est un parasite tres mobile grace a son flagelle. On peut le retrouver dans les liquides
extracellulaires des hotes vertébrés qu’il infecte : le sang, les ganglions ou le Liquide Céphalo-Rachidien

(LCR), et ceci en fonction du stade de la maladie pendant lequel sont faites les recherches diagnostiques.

trypomastigote
Slender

Glossine
glandes
salivaires

trypomastigote
Metacyclic

Yertébré /
Eplmasﬁgoto\ . trvnomastla.oto
Glossine - Intermediaire
intestin moyen
trypomastigote
trypomastigotes Stumpy

Figure 3 : schéma des différentes formes de Trypanosoma sp chez le diptére et I'hote vertébré (d’apres

(26))

La biologie cellulaire du trypanosome est tres différente de celle des hotes vertébrés qu’il infecte(27). De
nombreuses recherches se focalisent sur ces particularités pour développer des traitements ciblant

spécifiquement le parasite. Ces recherches n’ont, pour le moment, pas abouties.
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A la surface des trypanosomes, on retrouve un manteau de glycoprotéines qui se modifie trés
fréquemment. La variation antigénique que ces glycoprotéines, aussi appelées Variant Surface
Glycoproteins (VSGs), changent les épitopes accessibles par le systeme immunitaire de I'h6te
trypanosomé. Cette variation a lieu au moyen de recombinaisons ou par commutation antigénique entre
les génes codant pour les VSGs, qui sont trés nombreux, ou par phénomene de modification lors de Ia
transcription (Figure 4). Le grand nombre de génes codant pour les VSGs lui permet un grand nombre de
variation antigénique. Ces VSGs déterminent le type antigénique variant (VAT) du clone de trypanosome
qui induit la production d’anticorps (Ac) spécifiques protecteurs chez I’hote sommeilleux(28). Ces VSGs
sont tres antigéniques et le fait de remplacer un épitope par un autre permet au trypanosome
d’échapper a la réponse immunitaire que I’hote a déja initiée. Ainsi, I’'h6te n’arrive pas a développer de
réponse immunitaire adaptative efficace. Des vagues de parasitémie se succedent et ce aprés chaque
émergence d’un nouveau variant antigénique. C'est de la forme « Stumpy » qu’émerge les nouveaux
variants antigéniques (Figure 4)(29).

Cassette
Réservoir de génes VSG d'expression

Ac contre le
variant 3

Ac contre le | ——
variant 1
Varlaot 2 Viarkaot 3
it | . \ ! varast 4

e
w

| au site d'expression !

!

| 1 < ] )

ViGiy

Expeceskon wic
T A S S 2 | 22 3 o3 Al | [

Milions de trypanosomes
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%

Mombre de semaines aprés la piqure de la mouche tsé-tsé
Vi, VNG

Figure 4 : exemple de commutation antigénique (d’aprés (30))

Ce phénomeéne a aussi des conséquences en thérapeutique, car cette variabilité antigénique empéche la
mise au point d’un vaccin efficace.

Le systeme immunitaire de I’'h6te étant stimulé sans discontinuer par les épitopes des VSGs, une
inflammation chronique s’installe avec production de cytokines pro-inflammatoires de maniere excessive
et prolongée, et apparition d’auto-anticorps (auto-Ac) par définition non protecteurs(31)(20). La
dysrégulation du systeme immunitaire de I'hOte infecté entraine une immunodépression avec des
infections opportunistes possibles. Dans le mécanisme de I'immunosuppression observée chez I'hote
infecté, intervient une immunodépression des lymphocytes B spécifiques des trypanosomes avec en
particulier une réduction des anticorps spécifiquement dirigés contre les antigenes des trypanosomes.
Une diminution de production d’Interleukine-2 (II-2) et d’expression de récepteurs a I'll-2 sur les cellules

T a été mise en évidence sur plusieurs modeles(32).
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1.A.3 Réponse immunitaire chez I’héte vertébré

Les trypomastigotes, entrainent la génération d’une réponse immunitaire chez I’"h6te vertébré qui est
axée sur deux mécanismes principaux : la production d’Ac et I'activation des macrophages. Le parasite se
sert de cette réponse immunitaire et la détourne a son avantage pour continuer a se développer et

atteindre le systeme nerveux central (SNC).

I.A.3.a Role des anticorps

L’activation de la réponse immunitaire humorale permet la production, par les lymphocytes B, d’Ac
essentiellement de type M qui permettent, via la voie du complément, une réponse non spécifique

aboutissant a la lyse du parasite.

Le changement fréquent de ses protéines de surface, appelé variabilité antigénique, comme expliqué
dans le chapitre 1.A.2.c « Morphologie et localisation chez son hote vertébré » permet au
trypanosome d’échapper périodiquement a la lyse du complément.

Ces protéines VSGs induisent la production, par I'hote, d’auto-Ac anti-tryptophane like qui sont dirigés
contre le SNC, que ce soit des auto-Ac anti-galactocérébroside dirigés contre la myéline, ou des auto-Ac
anti-neurofilament dirigés contre les neurones (Figure 5). Grace aux épitopes des VSGs, de nombreux
autres auto-Ac sont produits par le systéme immunitaire de I’héte.

Il est communément admis que le parasite n’atteint pas le SNC du vertébré dés le début de I'infection. La
production excessive et prolongée, grace aux VSGs, de TumorNecrosis Factor-a (TNF-a) lors de la
réponse immunitaire provoque une inflammation qui favorise le passage des Ac dans le SNC (Figure 5).
Une fois passés la barriere hématoencéphalique (BHE), les auto-Ac anti-myéline et anti-neurone
attaquent la matiére cérébrale de leur héte entrainant une démyélinisation. La phase clinique de
polarisation cérébrale peut commencer appelée aussi phase Il neurologique. Nous verrons dans le
chapitre 1.B.3 « Développement en deux stades cliniques » que de nouvelles théories ont vu le jour.
D’autres Ac retrouvés dans le LCR sont produits in situ comme nous reverrons dans la suite de ce

travail(32).

I.A.3.b Role des macrophages

Lors de la réponse immunitaire, les macrophages proliférent et se retrouvent dans les différents tissus.
IIs produisent des facteurs pro-inflammatoires, le monoxyde d’azote (NO) et le TNF-a, dont nous avons
parlé ci-dessus (Figure 5).

Ces macrophages permettent aussi, par I’hydrolyse de la L-arginine en L-ornithine par I'arginase, la
production de facteurs essentiels a la croissance et a la survie du Trypanosoma comme nous le reverrons

au chapitre I.D.3.d.iv (Figure 5).



Si le role central des macrophage est certain, les lymphocytes T ont aussi leur importance puisque leur
stimulation par un facteur synthétisé par le trypanosome, le Trypanosome released lymphocyte
triggering factor (TLTF), permet la production d’interféron y (IFN-y) qui joue un role majeur dans la

prolifération du parasite.

~ 4
'~

¢ '

IFN-y L-ornithine TNF-a, NO Autoantibodies

N/ } }

Inflammation
Cachexia

Parasite growth Tissular lesions

(T : trypanosome, TL : lymphocytes T, M@ : macrophage, BL : lymphocyte B, IFN-y : Interféron y)
Figure 5 : schéma de la réponse immunitaire de 'Homme infecté par Trypanosoma sp (d’aprés(32))

Les trypanosomes induisent la sécrétion de différents composants par les cellules immunitaires. En plus
de leur effet trypanocide, ces molécules sont aussi impliquées dans des mécanismes déléteres pour les

tissus de I’hote et/ou des effets bénéfiques sur la croissance du parasite.
1.A.4 Le vecteur diptére hématophage = la mouche tsé-tsé

La mouche tsé-tsé est un diptere hématophage vivipare diurne appartenant au genre Glossina. On
dénombre 31 especes et sous-espéces du genre Glossina répartis en trois groupes en fonction de leurs
habitats : Glossina fusca (foréts), Glossina palpalis (rivieres et foréts) et enfin Glossina morsitans

(savanes)(33).

Glossina palpalis comprend neuf especes dont Glossina palpalis gambiense.

Son surnom de mouche tsé-tsé lui vient de tribus d’Afrique qui I'on nommée ainsi par onomatopée avec
le bruit du frottement de ses ailes lors de son vol. C’est une mouche de grande taille de 6 a 15 mm de
longueur (Figure 6 et Figure 7).

La glossine est attirée par les couleurs bleues, blanches, noires et les contrastes de couleur. En revanche,
elle évite le vert, le jaune et le rouge. Les odeurs de mammifére |'attirent, que ce soit I'urine, les
excréments, la sueur, les poils ou I’haleine.

La premiére ovulation de la femelle la rend inféconde aux accouplements ultérieurs.
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Figure 7 : photo de Glossina sp (d’apres (35))

On retrouve les glossines sur toute la zone tropicale du continent africain que I'on nomme la « tsé-tsé
belt ». Chaque espéce ou sous-espece de glossine est vectrice d’espéces ou sous-especes préférentielles
de trypanosomes, et se nourrit sur des hotes vertébrés privilégiés : 'Homme ou éventuellement les
porcs pour Glossina palpalis, et I’'THomme voire les antilopes et d’autres animaux sauvages tels le lion,
mais aussi les cochons ou d’autres animaux domestiques pour Glossina morsitans.

Les zones ou l'on retrouve la glossine combinent obligatoirement 4 facteurs principaux: une
température comprise entre 25°C et 30°C, la présence de zones ayant une forte humidité et un ombrage

adéquats et enfin la présence de nourriture pour ces diptéres. La mouche tsé-tsé vit donc dans des

éme éme

régions bien délimitées d’Afrique entre deux lignes : entre le 14°"" parallele Nord et le 20°™" paralléle
Sud au nord du désert du Kalahari(3).

Son habitat comprend obligatoirement de I'’eau douce, que la mouche soit hygrophile et se retrouve
dans les rives des lacs et berges des rivieres comme au niveau des mangroves de Guinée, ou xérophile
dans la savane arborée du Burkina-Faso.

On observe une recrudescence des cas de THA un a trois mois aprés la saison des pluies lorsque la

population de glossine augmente et aprés l'intervalle de temps nécessaire a I'infection des humains.
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C’est la méme espéce de mouche qui transmet la maladie Nagana.

Lorsqu’infectée, la mouche est « malade », comme on le décrit au chapitre suivant, et le reste toute sa
vie. Mais les conditions de développement du parasite chez la glossine sont strictes, et seule une faible
proportion des mouches sont porteuses de parasites infectants pour le vertébré. Ce chiffre est estimé a
0.1% pour T. b. gambiense(36)(37).

Le male et la femelle peuvent étre porteurs du parasite et transmettre la maladie.

On comprend donc qu’en fonction de la sous-espéece de trypanosome, il existe des facteurs de risque de
transmission de la maladie du sommeil qui dépendent de la présence des trois acteurs du cycle

parasitaire: la mouche tsé-tsé, le réservoir animal et 'Homme.

L1.A.5 Cycle parasitaire
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Figure 8 : cycle parasitaire de Trypanosoma brucei (d’apres (38))

La glossine s’infecte au cours d’un repas sur un vertébré porteur dans son sang du Trypanosoma (Figure
8 étape 5). Les trypanosomes sous formes trypomastigotes trapues ou « stumpy » sont les seules formes
infectantes pour la glossine. Les conditions de développement du parasite chez la glossine sont strictes ;
par exemple, les lectines intestinales de la glossine empéchent la maturation du stade trypomastigote a

procyclique du parasite. Lorsque les parasites affluent en trop grande quantité dans l'intestin du vecteur
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ou lorsque les lectines sont encore immatures chez la jeune mouche tsé-tsé, rien n’'empéche la
maturation du trypanosome. lls traversent la tunique intestinale de la glossine et cheminent de son jabot

a son intestin moyen sous forme procyclique (Figure 8 étape 6 et Figure 9).

Figure 9 : représentation de Glossina sp (d’aprés (10))

La forme procyclique est plus allongée que la forme «stumpy». Le parasite subit quelques
transformations. Il perd son manteau de glycoprotéines par glycolyse et grace a son fort taux de

réplication, le parasite va finalement coloniser les glandes salivaires de la glossine ou il va se fixer au

revétement muqueux. Le trypanosome prend alors une forme épimastigote (Figure 8 étape 7 et Figure 3).

La glossine est « malade », il y a transformation de sa salive qui devient laiteuse. La mouche tsé-tsé,

méme si elle ne transmet pas le trypanosome a sa descendance, est ralentie mais ne meurt pas.

C’est au niveau des glandes salivaires du diptere que le trypanosome devient métacyclique et reprend
une forme trypomastigote qui sera infectante pour ’'Homme (Figure 8 étape 8). La forme métacyclique
du parasite subit, entre autre, une transformation de ses protéines de surface ce qui lui permet de se
détacher de la muqueuse des glandes salivaires et de rejoindre le canal alimentaire ou elle attend le
prochain repas de la glossine pour infecter son hote vertébré.

Le cycle évolutif chez la glossine dure de 2 semaines a un mois en fonction de la température
extérieure(39).

Il peut arriver qu’il y ait reproduction sexuée entre les trypanosomes chez les diptéres. Ceci leur permet
des échanges génétiques importants favorisant une évolution rapide et leur permet aussi entre autre des
échanges de genes codant pour des résistances médicamenteuses(40).

Le rythme de ponte larvaire efficace chez la glossine femelle, qui suit habituellement son repas sanguin,
devient de moins en moins rapide : les trypanosomes, qui oblitérent la trompe du diptére, diminuent le
rendement des repas et I'obligent a se nourrir de maniere plus fréquente. Avec I'augmentation du
nombre de repas de la glossine infectante, s’ensuit une augmentation de la transmission des parasites a
I’'Homme. A chaque repas le trypanosome est injecté par centaine (Figure 8 étape 1).

Au point d’inoculation de I’'hote vertébré les formes métacycliques deviennent gréles et se multiplient

pour ensuite gagner le systéme sanguin et lymphatique (Figure 8 étapes 2, 3 et 4). Cela correspond en
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clinique a la phase lymphatico-sanguine. La parasitémie, c’est-a-dire la charge parasitaire sanguine, avec
la sous-espéce T. b. gambiense est généralement plus faible qu’avec la sous-espéece T. b. rhodesiense, ce

qui peut mettre les méthodes diagnostiques microscopiques en défaut.

1.A.6 Modes de transmission

I.A.6.2a Transmission par piqlire de la glossine

C’est le mode de transmission principal qui entraine I'apparition d’un chancre d’inoculation au site de la
piqare.
D’autres modes de contamination, beaucoup moins fréquents que I'inoculation par le diptére, ont été

décrits.

I.A.6.b Transmission verticale

Le passage transplacentaire du parasite T. b. gambiense a déja été impliqué dans des cas de

trypanosomose congénitale(41).

I.A.6.c Inoculation par voie sanguine

Théoriquement, ce mode de contamination comprend les transfusions sanguines et les transplantations
d’organes de donneurs infectés. A notre connaissance, il n’y a pas encore eu de cas signalés avec ce

mode de transmission.

En revanche, des cas d’accidents de laboratoire ont été décrits(42)(43).

I.A.6.d Transmission par voie sexuelle

Ce mode de contamination a été rapporté chez une femme n’ayant jamais séjourné dans une zone a

risque. Son partenaire était connu pour avoir la maladie du sommeil(44).

I.A.6.e Inoculation par un autre vecteur

éme

Cette hypothése a été mise en avant au début du XX™" siécle pour expliquer ce que I'on appelait alors :
les « épidémies de cases » touchant des zones de village particulieres. Des vecteurs mécaniques
hématophages, autre que les glossines, ont été mis en avant dont des moustiques du genre

Mansonia(45).

L'existence de tels vecteurs permettrait aussi d’expliquer la présence de foyers de THA sans glossine

retrouvée dans la zone incriminée(46).
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1.A.7 Situation actuelle et répartition géographique

I.A.7.a Nombre de cas de THA

La population susceptible d’étre piquée par des glossines porteuses des parasites se chiffre a 65 millions
de personnes, habitant toutes en Afrique, selon un rapport de 'OMS(3). En 2006, I'OMS estimait le

nombre de cas de THA entre 50 000 et 70 000 malades(47).

Selon les chiffres de I’'OMS, 36 pays d’Afrique subsaharienne ont déclarés des cas de THA(48):

- Au cours des dix dernieres années, la République Démocratique du Congo (RDC) a déclaré
70 % des cas et 89% des cas sur la seule année 2013 ;

- Au second rang, on trouve le Tchad et le Soudan du Sud qui comptent chacun entre 100 et
200 nouveaux cas en 2013, la République Centrafricaine (RCA) devrait étre classée aussi au
second rang mais des troubles socio-politiques n’ont pas permis de récolter les chiffres ;

- Puis, avec moins de 100 cas par an en 2013, I’Angola, le Cameroun, le Congo, la Céte d’lvoire,
le Gabon, le Ghana, la Guinée, la Guinée équatoriale, le Malawi, le Nigéria, I'Ouganda, la
République-Unie de Tanzanie, la Zambie et le Zimbabwe suivent ;

- Les autres pays d’Afrique ne sont plus épidémiques et aucun nouveau cas n’y a été signalé en
dix ans. Cela concerne, le Bénin, le Botswana, le Burkina Faso, le Burundi, I'Ethiopie, la
Gambie, la guinée Bissau, le Kenya, le Liberia, le Mali, le Mozambique, la Namibie, le Niger, le
Rwanda, le Sénégal, la Sierra Leone, le Swaziland et le Togo.

Ces chiffres doivent étre néanmoins interprétés avec réserve. En effet, ce ne sont que des tendances et
dans de nombreuses régions, il est difficile d’établir avec certitude le nombre de cas.

La création d’un atlas des THA permet de mieux analyser la répartition géographique, dans I'espace et
dans le temps, en incluant des données géographiques et environnementales. Cet atlas a été dessiné en
se basant sur des données récupérées par des états membres de 'OMS, en association avec la Food and
Agriculture Organization of the united nations (FAO)(49) qui a pour but d’éliminer la faim dans le monde
en diminuant la pauvreté, en assurant un progrés économique et social pour tous. Il permet d’estimer la
taille et la localisation des populations a risque. Cette population a risque est plus facilement estimée en
ce qui concerne le risque de contracter T. b. gambiense que T. b. rhodesiense. En effet, |'existence d’un
réservoir animal pour T. b. rhodesiense rend difficile I’estimation du risque.

Cet atlas est en continuel changement avec des mises a jour prévues périodiquement (Figure 10).
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Figure 10 : atlas de la répartition des cas de THA entre 2000 et 2009 (d’apres (50))

Pour chaque pays, la fin de I'analyse des données est considérée comme compléete quand toutes les

données sur la période 2000-2009 ont été analysées et incluses dans la base de données.

Retenons que sept Pays comptent 97% des cas : I’Angola, le Congo, I’'Ouganda, la RDC, la RCA, le Soudan

du Sud et le Tchad. L'Ouganda est le seul pays ou les deux formes de maladie du sommeil, que nous

développerons par la suite, dans le chapitre I.B « Clinique des THA », sont présentes.
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I.A.7.b Distribution sur le continent africain et les facteurs de risque de transmission de

la maladie

L.A.7.b.i Afrique de I’Est/Afrique de I'Ouest

La distribution de la maladie du sommeil est fonction des zones ou I’on trouve le vecteur et le réservoir

au contact de ’'Homme :

T. b. gambiense, transmis par Glossina palpalis, sévit dans 24 pays d’Afrique de l'ouest et
d’Afrique centrale, avec moins de 20 000 cas par an, 7 106 en 2012, soit 97% des cas
rapportés de THA(51) (Figure 11 et Figure 12). Cette sous-espece de Trypanosoma serait
strictement humaine, méme si des auteurs évoquent le porc comme hoéte vertébré
possible. Il semblerait néanmoins que la sous-espece impliquée, T. b. gambiense groupe |,
serait génétiquement différente de celle retrouvé chez le cochon. Cependant, il a été
observé une diminution des infections a T. b. gambiense chez les animaux domestiques apres

une campagne de dépistage et traitement de la population humaine environnante(36)(52) ;

T. b. rhodesiense est transmis principalement par Glossina morsitans. On le retrouve dans 13
pays d’Afrique de I'est et d’Afrique australe (Figure 13). L'incidence de cette forme de THA
est faible mais stable avec 112 cas déclarés a I’'OMS en 2012. Cette sous-espéce peut étre
transmise a différents vertébrés dont les antilopes, d’autres animaux sauvages et des
bovidés. Il s’agit donc d’'une anthropozoonose. La maitrise du réservoir humain n’est pas

suffisante pour controler la maladie ;

Avec la modification des habitudes et modes de vie, on a une modification des réservoirs animaux de la

maladie. En Ouganda, par exemple, les effectifs d’animaux sauvages diminuent et le réservoir des

parasites transmissibles a 'Homme se déplace vers les animaux domestiques. Ceci s’observe dans

d’autres pays africains. Les troupeaux de bétail sont ainsi classiquement porteurs de T. b. rhodesiense,

bien qu’aucun cas humain ne soit déclaré dans ces régions tel le Kenya de I'ouest.
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Figure 11 : risque infectieux a T. b. gambiense en Afrique centrale (2000-2009) (d’aprés (53))
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Figure 13 : risque infectieux a T. b. rhodesiense en Afrique de I'est et du sud (2000-2009) (d’apreés (53))

L'absence de programme de lutte est un facteur de risque important de transmission de la maladie.
L'instabilité politique et la dangerosité d’acces de certains territoires africains touchés par les THA,
comme la RDC ou I’Angola, par les équipes mobiles sont autant de facteurs limitant la surveillance et le
dépistage des populations a risque.

Le défaut d’éducation de la population a risque vis a vis de la maladie, concernant son mode de
contamination par exemple, entretient les croyances tribales et empéchent la compréhension des

systemes de lutte et de leur utilité par les tribus africaines(54).
A l'intérieur méme des régions d’Afrique que I’on vient de voir, on peut délimiter des zones d’épidémie

de la maladie.

L.A.7.b.ii Zones d’épidémie dans les régions africaines

A I'intérieur d’'une méme région, les cas rapportés définissent de petits foyers d’épidémie plus ou moins

étendus : la mouche est active sur une zone bien délimitée, que ce soit un village voire une région

entiere.
Globalement, les THA se retrouvent dans les zones rurales pauvres et reculées ou I'on vit de I'agriculture,
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de I’élevage, de la chasse et de la péche(3).

La glossine se trouve principalement en zone forestiere humide, ol elle peut se nourrir sur de nombreux
hotes. Le contact avec 'Homme est sporadique au cours d’activités comme la chasse, ou lorsque les
hotes potentiels vivent dans des clairieres en lisiere de forét ou dans les zones frontalieres de
déforestation(55).

Dans les zones plus arides, la mouche se trouve prés de la végétation et des points d’eau. Ainsi la péche
ou les activités domestiques, comme aller chercher de I’eau ou encore I'agriculture, sont des activités a
risque(56)(57)(58).

La présence de mangrove et la culture du riz ou les activités pres de cette végétation ont aussi été
impliquées comme facteur de risque de maladie du sommeil(59).

Des zones de transmission en dehors des zones rurales existent. On retrouve la maladie dans les
faubourgs des villes, en périphérie de celles-ci, comme a Kinshasa par exemple(56).La maladie est aussi
observée a lI'intérieur-méme des villes lorsqu’un reliquat de végétation existe(60).

L'absence d’hotes vertébrés autres que I’'Homme est un facteur a prendre en compte dans le risque de
transmission des THA(61).

La prévalence de la maladie est plus importante chez les adultes. Ce constat est lié a un risque
d’exposition plus important des adultes aux piglires de mouches tsé-tsé que des enfants(3).

En ce qui concerne le voyageur, le risque de contact avec le trypanosome est faible. En effet, les touristes

vont rarement dans les zones rurales a fort risque de transmission de la maladie.

I.A.7.c Cas d’importation

Entre 1980 et 2004, la France, via 46 laboratoires sollicités par le réseau ANOFEL Association Francaise
des Enseignants de Parasitologie et Mycologie, a dénombré 26 cas de THA dont 24 dus a la sous-espéce
T. b. gambiense et deux a T. b. rhodesiense. Parmi ces 26 cas de THA, 15 des patients concernés étaient

originaires d’Afrique et 11 étaient d’origine francaise (Tableau I1)(62).

Le délai diagnostique, chez les patients d’origine africaine, était de cing mois a sept ans sans que I'on
sache si ce laps de temps correspondait a la durée d’incubation de la maladie ou a une errance
diagnostique. Parmi les causes de retard diagnostique, on note la présence de symptomes peu
spécifiques de la maladie : quatre fois un syndrome psychiatrique et deux fois un tableau de syndrome
mononucléosique. Le mode de transmission non usuel de la maladie est aussi une cause de retard

diagnostique avec le signalement d’une contamination par transfusion chez un enfant africain.
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Tableau Il : liste des 26 cas de trypanosomoses humaines africaines observés en France entre 1980 et

2004 (d’apres (62))

N° Année Tr.1  Origine Pays de Age Sexe Délai2 Stade Trait.5 Ev.6 Publication {1* auteur, Revue, année, tome, page)
cas du patient contamination diagnostic  clinique3
[1 1980 g Burkina Faso Guinée 23 m 3ans 2 su/ml de non publié |
2 1981 g France Cameroun/Congo 29 m ne pe qu non publié
3 1981 g France Cameroun/Congo 29 m 3 mois 1 pe qu non publié
4 1981 g Gabon Gabon 32 m nc 1 ef gu non publié
5 1981 q Mali Guinée 45 m 2 ans 2 ef/ml qu non publié
6 1982 g Espagne Guinée equator 19 m nc 1 pe qu non publié
7 1982 g Gréce Cote d'lvoire 28 m 5ans 24 ml sq non publié
8 1983 9 Cameroun Cameroun 40 f nc nc nc nc non publié
9 1984 g Cote d'lvoire Cote d'lvoire 31 m 7 ans 2 ml gu non publié
10 1984 g Congo Congo 31 f nc 24 ml gu non publié
11 1986 g Centrafrique Centrafrique 14 f 13 mois 2 ef gu Benhamou PH, Presse Med,1989; 18:1199-202
12 1988 g Angola Angola 4 m 2 ans 2 ef gu Blanchot |, Pédiatrie, 1992; 47:179-83
13 1988 g RDCongo RDCongo 34 f nc 2 mlef qu non publié
14 1990 g France Congo 28 f 1an 2 ef qu Peceny J, Med Mal Inf, 1995, 25:542-4
15 1991 g RDCongo RDCongo 39 m 5ans 24 ef sq Bédat-Millet AL, Rev Neurol, 2000; 156 :505-9
16 1992 g Congo Congo 62 m nc nc nc nc non publié
17 1992 g Gabon Gabon 50 m ne 2 mi de non publié
18 1993 g RDCongo RDCongo 30 f nc 24 ef sq Peceny J, Med Mal Inf, 1995, 25:542-4,
19 1993 r France Rwanda 27 m 1sem. 1 ml qu Montmayeur A, Bull Soc Path Exot, 1994, 87:368-71
20 1993 r France Rwanda 30 m 1sem. 2 ml qu Imbert P, BEH, 199¢4; 18:79
21 1996 g France Guinée 53 m 5 mois 2 ef qu Raffenot D, Ann Biol Clin, 2000, 58:94-6
22 1997 g France Guinée 53 m ne 1 pe gu Malvy D, Med Trop, 2001; 61:323-7
23 1998 g France Gabon 45 m 2 sem. 1 pe gu Iborra C, Clin Inf Dis, 1999, 28:679-80
24 1999 g France Gabon 50 m nc 1 pe qu non publié
25 1999 g Congo Congo 34 f ne nc nc nc non publié
26 2001 g RDCongo RDCongo 28 f 5 mois 2 ef qu Landron C, Eur J Int Med, 2003,14:390-1

1 Espéce en cause : g = THA & T. gambiense, r : THA & T. rhodesiense

2 nc = délai non connu

31 = forme lymphatico-sanguine, 2 = forme neurologique

4 Forme neurologique avec composante psychiatrique

5 Traitement, ef = eflornitine, ml = mélarsoprol, pe = pentamidine, su = suramine
6 Evolution, gu = guérison, sq= séquelles, de = décés, nc = évolution inconnue

Mondialement, on estime que le nombre de cas dus a T. b. gambiense diagnostiqués en dehors de

I’Afrique se porte a 20 par an, selon 'OMS (Jannin), et 30 cas de maladie du sommeil pour T. b.

rhodesiense.

En Europe, il y aurait eu 109 cas de THA d’importation entre 1904 et 1963 et 94 cas entre 2000 et 2010

dont 72% avec T. b. rhodesiense(63)(64). La majorité des cas chez les migrants sont dus a T. b. gambiense

alors que les touristes caucasiens, lors de leurs safaris dans les réserves de Tanzani du Nord et

d’Ouganda, s’infectent préferentiellement avec la forme rhodésienne(65).

Parmi les cas de THA importés, les tableaux cliniques survenant chez des personnes caucasiennes sont

plus aigus que chez les personnes d’origine ethnique africaine. La présence du chancre d’inoculation est

plus fréquente. De méme les trypanides sont visualisées chez la moitié des caucasiens mais sont plus

difficiles a voir sur les peaux foncées.

I.B Clinique des THA

La présentation clinique des THA dépend, principalement, de la sous-espéce parasitaire en cause :

- T. b. gambiense est responsable d’un tableau clinique chronique estimé a trois ans d’évolution

en moyenne et aboutissant, généralement, a la mort en I'absence de traitement(66)(67).

- T. b. rhodesiense a une présentation clinique aigué, avec une atteinte cardiaque a type de

myocardite, et une atteinte rénale avec une protéinurie, entrainant |‘apparition de la phase
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neurologique en trois semaines a deux mois d’évolution avec un taux de mortalité estimé a 6% sous

traitement(68).

Les signes cliniques et symptomes des deux différentes présentations cliniques restent les mémes mais
sont présents plus ou moins fréquemment, plus ou moins t6t dans la maladie ou de maniére plus ou

moins marquée en fonction de la sous-espéece en cause comme nous allons le développer ci-dessous.

Tableau lll : signes et symptomes des THA chez les natifs en fonction de la phase et de la sous-espéce

parasitaire incriminée (d’apreés (69))

T. b. gambiense T. b. rhodesiense
Phase | Phase ll Phase | Phase ll
Durée moyenne de la [ERRUES 18 mois 1-3 Quelques

phase semaines semaines

Chancre <5% 0% 5-26% 0%
Lymphadénopathies 79-95% 56-85% 21% 51-80%
Fievre 10-20% 10-40% 28-90% 18-37% a 72%
Céphalée 51-80% 38-79% 96% 51-80%
Trypanides Rarement observées chez les natifs

Prurit 29-33% 17-57% 0% 6-53%

Hépatomégalie 1-20% 7-17% 0-40% 6-30%

Splénomégalie 9-27% 5-19% 0-36% 16-58%
Somnolence 18% 29-41% 25-33% 51-66%
Tremblements 5% 19-21% 17-61% 16-67%
Troubles neurologiques [REY%A 20-40% <20% 50-58%

Troubles psychiatriques [RES%A 25% 17% 15-22%

I.B.1 Chancre d’inoculation

Au niveau du site de la piqlre douloureuse du diptere, un nodule chaud se forme, consécutif a la
multiplication parasitaire in situ. C'est le chancre d’inoculation ou trypanome.

Il passe souvent inapercu dans les THA a T. b. gambiense.

En ce qui concerne les infections a T. b .rhodesiense, le chancre apparait rapidement, en quelques jours,
et subsiste deux a trois semaines. Il est retrouvé dans cinq a 26% des infections avec ce dernier et
s’ulcere (Tableau llI)(3). Une desquamation périphérique peut se produire avec hyperpigmentation

secondaire de cette zone cutanée.

I.B.2 Période d’incubation

Le délai d’apparition des premiers signes cliniques est difficile a évaluer. On estime que ce délai se situe

entre quelques semaines et plusieurs années.
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I.B.3 Développement en deux stades cliniques

Les THA se déroulent en deux phases :

= La phase | ou lymphatico-sanguine dite de généralisation : correspondant au développement
et a la dispersion du parasite dans le systéme lymphatique et sanguin de I'h6te vertébré
infecté. Pendant ce stade, la clinique est souvent indolente et les patients ne se plaignent

pas ;

= la phase Il ou hémato-encéphalique dite de polarisation cérébrale : correspondant au
passage de la BHE par le parasite et a son développement in situ. Des avancées dans la
physiopathologie de la maladie remettent en question le passage du parasite uniquement
pendant la phase Il. Il a été montré que les parasites, via la production d’une protéase,
passent la BHE de I’h6te infecté dés 20 jours aprés le début de I'infection mais restent
confinés au niveau des leptoméninges. La présence des trypanosomes évoluerait en parallele
de leur nombre dans le sang avec les vagues de parasitémie. Leur nombre serait régulé par la
sécrétion de prostaglandine par le parasite lui méme et par I’hote infecté. Plus la densité de
trypanosome augmente plus la quantité de prostaglandine augmente. Lorsque la
concentration de prostaglandine atteint un seuil suffisant, elle interfere avec la régulation du
sommeil de ’h6te sommeilleux entrainant les symptomes typiques de la phase Il. Ce ne
serait que lorsqu’il y a déséquilibre que les trypanosomes atteindraient le tissu cérébral
entrainant une méningo-encéphalite puis la mort(70).
Mais plusieurs mécanismes seraient impliqués dans le développement de symptémes
neurologiques et le passage par le parasite de la BHE n’en serait qu’une composante. La
réaction inflammatoire périvasculaire médiée par les astrocytes et faisant intervenir le TNF-a
et I'Interleukine-1, de méme que les Ac anti-myélines seraient des facteurs importants dans

le développement de ces symptomes(32).

Les signes cliniques et symptomes développés par le malade au cours des THA ne sont pas
pathognomoniques de la maladie. lls sont peu spécifiques, et ne sont pas toujours présents au cours de
I’évolution de la maladie rendant le diagnostic de maladie du sommeil parfois difficile et, lorsque le
diagnostic est posé, rendant le diagnostic de phase difficile a affirmer avec certitude en dehors
d’arguments biologiques. La distinction en deux phases cliniques est d’autant plus sujette a controverse

que les différents signes cliniques sont souvent présents en phase | et en phase Il (Tableau IIl).

Seul le tableau neurologique et I'analyse du LCR permettent une catégorisation indiscutable en phase Il

neurologique, catégorisation utile au choix thérapeutique qui en découle.
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Historiguement, les signes cliniques et symptomes sont répartis comme suit en fonction du stade de la

maladie (Tableau IV):

= Phase lymphatico-sanguine : les adénopathies, la fievre, le prurit, les trypanides, I'atteinte
cardio-vasculaire, les cedemes, le syndrome douloureux, les céphalées, I'altération de I'état

général ;

= Phase hémato-encéphalique : les troubles sensitifs, les troubles du sommeil, les troubles
psychiques, la confusion mentale, le syndrome pyramidal, les mouvements anormaux, les

troubles endocriniens.

Tableau IV : signes cliniques et symptomes principaux en fonction du stade de la maladie au cours des

THA

Phase lymphatico-sanguine Phase hémato-encéphalique

*  ADNP cervicales sus claviculaires ) . .
Signes neurologiques au premier plan :

*  Fievre intermittente .
* Hypersomnie

e Céphalé
ephalees e Sensitifs

¢ Trypanides +  Psychiques

. Prurit

¢  Moteurs
e (Edemes
L, Cachexie
*  HSM modérée
*  Troubles cardio-vasculaires Evolution fatale

ADNP : adénopathies, HSM : hépato-splénomégalie,

1.B.3.a Phase lymphatico-sanguine

I.B.3.a.i Lymphadénopathies

La présence d’adénopathies correspond a une phase de prolifération lymphatico-sanguine locorégionale

des trypanosomes(71).

Elles sont de petite taille, souples, mobiles et non douloureuses.

Lors de la phase |, les lymphadénopathies sont moins fréquemment retrouvées avec les infections a T. b.
rhodesiense qu’avec celles a T. b. gambiense (21% vs 79-95%)(3).Cette tendance tend a s’équilibrer a la
baisse lors de la phase Il (Tableau Ill).

Chez les patients infectés avec T. b. gambiense, les adénopathies sont souvent retrouvées au niveau de
la chaine cervicale latérale en arriere du muscle sterno-cléido-mastoidien ; alors que ceux infectés avec
T. b. rhodesiense développent préférentiellement des adénopathies submandibulaires, ces adénopathies

peuvent se développer dans d’autres sites comme la région axillaire, inguinale et épitrochléenne.
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I.B.3.a.ii Fievre

Lors des vagues de parasitémie, la température du patient augmente. La fievre est donc intermittente et

suit ces vagues.

Les épisodes fébriles durent de un jour a une semaine entrecoupés d’intervalle de quelques jours a
plusieurs mois selon 'OMS(3).
Ce signe est plus marqué au stade lymphatico-sanguin que lors de la polarisation cérébrale et est plus

fréquent avec T. b. rhodesiense (Tableau Ill) (3).

I.B.3.a.iii Céphalées

Les céphalées sont fréquentes et ne font que croitre lors de I’évolution de la maladie. Ce symptome est

peu spécifique et ne permet pas d’orienter le diagnostic (Tableau Ill).

I.B.3.a.iv Trypanides

Les trypanides sont des Iésions papuloérythémateuses de cing a dix centimétres situées au niveau du
tronc et de la racine des membres(71). Ces signes cutanés peuvent étre hémorragiques, nécrotiques,
oedémateux ou prurigineux et sont spontanément résolutifs sans cicatrice. Ces trypanides se retrouvent

plus souvent chez les trypanosomés a T. b. rhodesiense(71).

I.B.3.a.v Prurit

Le prurit est fréquent mais peut étre associé a d’autres pathologies tropicales, comme les filarioses qui

sévissent de maniere endémique dans des zones ou I'on retrouve le trypanosome.

Tout comme les céphalées, ce symptome augmente en sévérité avec I'évolution de la maladie. Des
Iésions de grattage caractéristiques sont fréquentes en phase Il de la maladie. Le prurit est présent en

moyenne chez un tiers des patients a la phase | et la moitié des patients en phase Il (Tableau lll) (3).

I.B.3.a.vi Oedéemes

Les cedémes, mobiles et fugaces, sont plus fréquents au niveau facial et sous-orbital, qu’au niveau des
membres. lls ont été retrouvés dans 13% des cas de maladie du sommeil, lors d’'une étude menée en
RDC, donc liée a T. b. gambiense(72). Ce symptdme serait plus fréquent dans les THA a T. b.

rhodesiense(3).

I.B.3.a.vii Hépato-splénomégalie

L'hépato-splénomégalie (HSM) est souvent observée. Elle s’Tamende souvent a la phase Il (Tableau Ill).



I.B.3.a.viii Syndrome douloureux

Tout comme le signe clinique précédent, les douleurs musculaires et squelettiques dites rhumatismales
ne sont pas spécifiques mais sont souvent présentes lors des poussées fébriles et ne permettent pas

d’aider au diagnostic.

I.B.3.a.ix Troubles cardiovasculaires

Les troubles du rythme cardiaque, de la conduction et de la repolarisation, sont les principaux
symptomes cardiaques décrits. lls sont repérables a I'électrocardiogramme (ECG) par un allongement de
I’espace QT, des troubles de la repolarisation et un microvoltage. Ces signes a I'ECG peuvent se traduire
cliniqguement par des tachycardies, un assourdissement des bruits du coeur, des douleurs thoraciques, ou

des arythmies. Des hypotensions artérielles ont aussi été retrouvées(71).

Ces troubles du rythme sont présents tot et sont de plus en plus fréquents avec I'avancée dans la
maladie. On les retrouve dans la moitié des patients de phase | infectés avec T. b. gambiense pour
aboutir a 70% lors de la phase 11(73).

Les troubles cardiaques avec les THA a T. b. rhodesiense sont plus graves. Il a été décrit des aryhtmies
mais aussi des pancardites(71).

Les atteintes cardiaques n’ont pas été, a notre connaissance, trés étudiées dans les THA. Mais il
semblerait, lors d’autopsies, que linfiltration du coeur par les trypanosomes entrainerait des
inflammations locales, des fibroses cardiaques et méme des insuffisances cardiaques et que ces
anomalies seraient fréquemment présentes(74).

Une étude prospective en 2007 a comparé les troubles de conduction visibles a 'ECG et les résultats
d’examens biologiques comme le NT-proBNP, chez des patients infectés et des patients sains. Il
semblerait que les dysfonctions du ventricule gauche, dont la présence a été extrapolée d’apres les
valeurs du NT-proBNP, serait plus fréquentes chez les patients trypanosomés que les autres. Les valeurs
de ce parameétre sont revenues a la normal apres traitement. Aucun traitement contre l'insuffisance
cardiaque n’a été nécessaire pendant I'étude et les anomalies de repolarisation étaient plus fréquentes
dans le bras des patients malades. Cette étude n’infirme pas la survenue d’insuffisance cardiaque ou de
dysfonction ventriculaire gauche lors des THA mais nécessite de plus amples recherches pour évaluer
I'impact de la maladie sur les fonctions cardiaque et ceci d’autant plus que des traitements utilisés dans

ce contexte sont cardiotoxiques(75).
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1.B.3.b Phase hémato-encéphalique

1I.B.3.b.i Troubles du sommeil

La maladie du sommeil tient son nom du trouble du sommeil qui est le symptome phare de la phase

tardive.

Il est décrit fréquemment, et a tort, comme une « inversion du sommeil ». |l se caractérise par une
mauvaise répartition des phases de sommeil du patient avec des épisodes d’endormissement fréquents
et courts présents sur tout le nycthémere. Le temps total de sommeil, lorsque mis bout a bout chez le
malade, reste dans les limites de la normale(71).

Au fur et a mesure que la maladie évolue, les crises d’hypersomnie sont de plus en plus rapprochées et
peuvent survenir au milieu d’'une phrase. Ces crises sont « invincibles » : lors de ces crises, le patient
n’est plus réveillable ; et « impérieuses » : les crises peuvent survenir lors du repas et le patient tombe

en avant.

L'étude polysomnographique (PSG) des patients, initiée par Buguet, est basée sur I'enregistrement de
trois parameétres sur 24 heures : ceux de I'éléctro-encéphalogramme, ceux de I'électro-oculogramme et
ceux de I'électro-myogramme. Cette étude permet de distinguer les trois phases de la vigilance chez les
sujets: I’éveil calme et actif, le sommeil orthodoxe lent et profond et enfin le sommeil paradoxal ou sleep
rapid onset eye movement period (SOREMP) chez les anglosaxons. Les patients sommeilleux présentent

deux anomalies caractéristiques de la maladie en phase tardive(76) :

= L’altération de la répartition circadienne du sommeil avec une fragmentation du sommeil.
Les épisodes de sommeil deviennent de plus en plus fréquents et courts lorsque la maladie

évolue ;

= La structure du sommeil se modifie avec des épisodes de multiples « sommeil paradoxal » ou
SOREMP qui initient les épisodes de sommeil. Ces SOREMP chez les patients normaux
surviennent aprés 60 a 90 minutes de latence soit aprés les différents stades de sommaeil
orthodoxe. Ces anomalies ne sont pas spécifiques de la maladie du sommeil puisqu’elles sont
aussi observables dans les narcolepsies et surviennent a un stade évolué de la maladie : au

stade de méningo-encéphalite.
Malheureusement, ces anomalies lors de I'étude PSG des patients sommeilleux ont aussi été mises en
évidence chez des patients au stade | (clinique de Viana en 2000 et a samba caju et camabatela en
2003)(77)(78). Une hypothese avancée serait que ces patients n’étaient pas au stade | comme
initialement diagnostiqué mais bien effectivement au stade Il avec un passage de la BHE par le parasite.

Ceci remet en question le fait que les anomalies ne soient objectivées que lors du stade méningo-
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encéphalitique mais permettrait d’affirmer le passage du trypanosome dans le SNC. La présence des
deux critéres développés ci-dessus permettraient donc de classer le patient en phase Il de la maladie.
Ces anomalies seraient réversibles aprés traitement de la maladie et I’étude PSG serait aussi utile lors du
suivi post-thérapeutique des patients. Les ponctions lombaires (PL) pourraient n’étre faites que si les

anomalies de I'étude PSG sont toujours présentes et seulement dans ce cas(76)(79)(71)(80).

L.B.3.b.ii Tableau neurologique

Certains de ces symptomes neurologiques sont peu spécifiques et sont retrouvés aussi bien lors de la

phase | que lors de la phase Il de la maladie.

Les troubles mentaux, liés aux changements de comportement, a type d’agressivité, d’indifférence,
d’hyperactivité, de dépression voire d’hallucinations, sont possibles a ce stade de la maladie et peuvent
conduire a des errances diagnostiques. Ces troubles psychiatriques sont souvent remarqués par
I’entourage et des délires sont décrits, notamment des délires paranoiaques(2).

Apres le passage par le trypanosome de la BHE, les symptomes développés seront guidés par les zones
préférentielles atteintes par Trypanosoma. Les troubles du sommeil sont liés a une atteinte des noyaux
supra optiques, les signes extrapyramidaux a I'atteinte du striatum et les troubles de la sensibilité aux
Iésions du thalamus et des ganglions sensitifs des racines rachidiennes postérieures. Des hyperesthésies
sont décrites tot dans la maladie avec notamment le signe de la clé de Kérandel (une hyperesthésie
profonde douloureuse empéche le patient de serrer une clé pour la tourner dans une serrure). L’ataxie
est le seul symptome témoignant d’une atteinte cérébelleuse que I'on retrouve chez les trypanosomés.
Les réflexes archaiques réapparaissent traduisant une atteinte du tronc cérébral(71).

Des mouvements anormaux sont : a type de faiblesse moteur, tremblements, bradykinésies, troubles de
la marche, mouvements choréiques ou athétosiques des membres supérieurs, oscillations du tronc,
mouvements du succion des lévres. Ces symptomes apparaissent tardivement dans la maladie et sont le
signe d’une atteinte du diencéphale et du mésencéphale.

Lorsque la maladie est trés évoluée, apparaissent des démences, des épilepsies puis I'incontinence, le
coma, la malnutrition, des complications de I'immobilité et du décubitus, les surinfections bactériennes
et finalement la mort(71).

Sous traitement et lorsque la pathologie n’est pas trop évoluée, les troubles neurologiques régressent
grace a la diminution des lésions inflammatoires qui sont prédominantes a ce stade. Lors des stades
tardifs de la phase Il, des méningo-encéphalites démyélinisantes sont retrouvées.

Plus la maladie est prise tardivement, plus les lésions sont importantes et des séquelles sont a prévoir.
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I.B.3.b.iii Désordres endocriniens

Des hypothyroidies, des insuffisances surrénales et des hypogonadismes sont possibles(81).

Les troubles sexuels peuvent étre d’origine centrale, au niveau hypothalamo-pituitaire par action des
enzymes et protéines du trypanosome, ce qui entraine la baisse de la testostérone chez 'homme et de
I'oestradiol chez la femme. Les manifestations cliniques en sont 'aménorrhée chez la femme, la baisse
de la libido et I'impotence sexuelle chez ’lhomme(82)(83).

Dans les cas séveres, le rythme circadien de sécrétion des hormones, prolactine, Growth Hormone (GH)

et cortisol, disparait(84).
1.B.4 Autres tableaux cliniques

1.B.4.a Portage sain

A coté de cette dualité clinique, deux phases et deux parasites, il a été rapporté des cas de portage sain
chez des trypanosomés de longue date sans développement de signes cliniques(85). Cette
trypanotolérance a déja été montrée dans des trypanosomoses animales et ce mécanisme est en cours

d’étude chez 'Homme. Le concentrations des cytokines jouerait un réle important(86).

1.B.4.b Populations a part

Deux types de populations sont a mettre a part :

I.B.4.b.i Les enfants

La fievre et I'asthénie sont des signes cliniques fréquemment rencontrés chez les enfants. De méme que
I’'HSM. Les ADNP sont plus rares(2). Les enfants développent, a une fréquence plus élevée que les
adultes, des signes neurologiques tels que des mouvements anormaux, des épisodes d’hypotonie, des
troubles du sommeil et de la conscience(87). De plus, il a été remarqué que les signes cliniques des deux
stades sont souvent présents simultanément avec une premiére phase rapide(88). Les séquelles

sensitivomotrices et intellectuelles sont plus fréquentes(71).

I.B.4.b.ii Les voyageurs

Les voyageurs ont des tableaux cliniques aigus et fébriles avec un chancre fréquemment retrouvé(89).
Peu de ces patients développent la phase Il de la maladie; les troubles du sommeil et les troubles
neurologiques ne sont pas usuels. En effet, méme sl les voyageurs sont fréquemment parasités par T. b.

rhodesiense, 82% d’entre eux sont diagnostiqués lors de la phase | de la maladie et seulement 18% lors
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de la phase Il avec un délai diagnostic estimé entre une a trois semaines.
I.C  Outils diagnostiques des THA

Ainsi que nous l'avons vu dans le chapitre précédent, les signes cliniques de la maladie du sommeil ne
sont pas suffisamment spécifiques pour pouvoir poser un diagnostic de certitude de I'affection. Celui-ci

repose donc sur les résultats des analyses biologiques.

Par contre, il est admis que les THA sont fatales lorsqu’elles ne sont pas traitées. Au vu des
connaissances actuelles, ce postulat est indiscutable lorsque les patients sont en phase Il. Les molécules
disponibles actuellement ayant des effets secondaires importants, des tests diagnostiques sensibles, qui
ne méconnaissent pas des cas avérés, et spécifiques, qui évitent des traitements abusifs, sont
nécessaires(90).

En zone d’endémie, ce qui représente les circonstances de diagnostic les plus fréquentes, la recherche

des THA se fait, classiquement, en trois étapes :
= le dépistage;
= la confirmation parasitologique ;

= le diagnostic de phase.
Le dépistage de masse s’appuie sur des tests sérologiques. Il permet de gagner du temps et de ne
réserver les tests parasitologiques complexes qu’aux cas douteux. Comme aucun test diagnostique ne
possede une sensibilité ni une spécificité suffisante pour étre utilisé seul, des schémas d’investigation
sont proposés(90). Les arbres diagnostiques sont différents selon le pays concerné et la prévalence de la

maladie sur le territoire, I'avancée dans la maladie, et enfin la sous-espéce impliquée.

En dehors des zones d’endémie, un voyage de méme que des signes cliniques comme le trypanome ou
les atteintes neurologiques permettent parfois d’éveiller les soupcons, des résultats biologiques, non
spécifiques du diagnostic de THA, peuvent amener a évoquer le diagnostic de THA. Ces signes
d’orientation devront ensuite étre confirmés par des examens indirects plus spécifiques ou mieux, par la

mise en évidence du parasite.

I1.C.1 Signes biologiques d’orientation diagnostique

I.C.1.a Numération formule sanguine

On retrouve classiquement une anémie expliquée par la production d’auto-Ac lors de la maladie. Ces

auto-Ac entrainent une érythrophagocytose(20)(2).
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Le syndrome inflammatoire s’objective par une hyperleucocytose avec une plasmocytose. Parmi les
plasmocytes décrits, on retrouve des cellules de Mott dans le sang périphérique voire dans le LCR au
cours des stades avancés de THA(20). Méme si les cellules de Mott ont été décrites pour la premiére fois
chez un patient sommeilleux et sont fortement évocatrices du diagnostic, elles sont aussi retrouvées
dans d’autres pathologies comme la maladie de Waldenstom et ne sont pas spécifiques du

diagnostic(91). Nous reparlerons de ces cellules au chapitre I.C.4.b.i « Numération de la cytorachie ».

I.C.1.b Electrophorése des protéines sériques

On observe classiquement une hyperprotidémie avec hypoalbuminémie et hypergammaglobulinémie.
L'hypergammaglobulinémie est due a la production importante d’'immunoglobulines (Ig) sériques dont

les IgM, jusqu’a quatre a 20 fois la normale(20).

I.C.1.c Syndrome inflammatoire biologique

On retrouve une augmentation de la vitesse de sédimentation (VS), de la C reactive protein (CRP) et des

cytokines pro-inflammatoires.
1.C.2 Examens de dépistage et autres diagnostic indirect

Le dépistage de masse aussi appelé « actif », qui s’effectue par le déplacement d’équipes mobiles dans
les foyers reculés de la maladie, est un élément important pour arriver a controler voire éradiquer la
maladie du sommeil. Ce dépistage nécessite des tests sensibles, rapides, peu couteux et faciles a utiliser.
Actuellement, il se base sur un test : le Card Agglutination Test for Trypanosomiasis (CATT). Un autre test
est en cours d’étude : le Test de Diagnostique Rapide (TDR). Ces deux tests permettent de détecter les Ac

produits par I’h6te sommeilleux.

D’autres tests biologiques sont disponibles pour étayer le diagnostic que ce soit des tests indirects de
détection d’Ac : 'lmmunoFluorescence indirecte (IFl) ou I'’Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assays (ELISA)
ou des tests de biologie moléculaire. Ces derniers tests, couteux, sont plutot utilisés hors des zones
d’endémie. S’ils ne sont pas disponibles pour les équipes mobiles ni dans la plupart des dispensaires de
premier secours, ils peuvent étre mis en place dans des centres de référence dans les capitales des pays

des zones d’endémie.

Enfin, un dernier test existe, disponible dans certains laboratoires de référence sur les THA : le test

d’'immuno-trypanolyse.

Nous allons détailler tous ces éléments ci-dessous.
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I.C.2.a Détection des anticorps

L'hote infecté par le trypanosome produit en réaction aux antigénes (Ag) du parasite un grand nombre

d’Ac. Ces Ac sont majoritairement dirigés contre des glycoprotéines dont nous avons déja parlé dans la

section I.A.2.c « Morphologie et localisation chez son héte » : les Variant Surface Glycoproteins (VSGs).

Les parties trés antigéniques de ces VSGs déterminent le type antigénique variant (VAT). A chaque vague

de parasitémie correspond un VAT. Chez le parasite vivant, les épitopes spécifiques du VAT sont exposés

de maniére accessible aux Ac du patient sommeilleux. Chez T. b. gambiense, on a mis en évidence

I'existence de trois VAT : LiTat (Lille Trypanozoon antigen types) 1.3, 1.5 et LiTat 1.6. Chez T. b.

rhodesiense, ETat (Edinburgh Trypanozoon antigen repertoire) 1.2 a été décrit(92). Un seul VAT est

exprimé par le parasite a la fois :

En ce qui concerne la THA a T. b. gambiense, certains VAT, dont LiTat 1.3 et 1.5, sont
présents chez presque tous les malades. Des parasites, présents dans différents foyers, de la
maladie expriment le méme VAT aussi appelé VAT sérologiquement identique(28). LiTat 1.3
est présent chez tous les parasites de cette sous espece de Cote d’lvoire alors que LiTat 1.5
se retrouve au Nigeria(92). On a remarqué que parmi les Ac produits par I’héte trypanosomé,
il existe toujours des Ac qui réagissent avec au moins un des deux types d’Ag cités. En
fonction du type d’Ac détecté, et donc en fonction de I’Ag utilisé, le test sera plus ou moins

sensible ou spécifique.

La tres grande variabilité des VSGs chez T. b. rhodesiense ne permet pas la mise en évidence
d’un VAT prédominant pour toutes les différentes souches de parasite de cette sous-espece.
Ce phénomeéne empéche donc la mise au point d’un test qui utiliserait un ou deux types d’Ag
préférentiels pour rechercher les Ac chez le patient sommeilleux. C'est pourquoi aucun test
de dépistage n’est disponible pour cette sous-espéce. Les tests utilisant des extraits de
trypanosomes par lysat brut des parasites ou des trypanosomes entiers sont les seuls
disponibles. Nous reverrons au chapitre I.C.2.a.vii « Nouveaux Antigénes » des avancées
possibles dans la détermination d’Ag utilisables dans les tests sérologiques pour la détection

des infections a T. b. rhodesiense.

Les tests de détection des Ac ont deux inconvénients majeurs :

Des faux négatifs sont possibles si le dépistage est effectué dans la fenétre sérologique des
Ac, avant que les Ac ne soient détectables par les tests utilisés, soit dans les trois a quatre

premiéres semaines de l'infection.

Des réactions croisées sont possibles avec des Ac d’autres pathologies en fonction des tests

utilisés, entrainant alors des faux positifs.
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I.C.2.a.i Test d'immuno-trypanolyse

Le test d'immuno-trypanolyse est le test de référence ou « gold-standard ».

Sa mise en place nécessite I'utilisation de clones de trypanosomes vivants et nécessite donc une
animalerie pour entretenir les souches parasitaires sur des animaux (souris principalement). Ce test n’est
effectué que dans les laboratoires de référence.

Il s’agit d’un test de lyse médié par le complément (fourni par du sérum de cochon d’Inde). L'examen est
considéré comme positif si plus de 50% des trypanosomes sont lysés. Ce phénomene n’est possible que
si le VAT du clone de trypanosome utilisé pour le test est reconnu par tous les patients infectés ou
presque, ce qui est le cas des VAT prédominants chez le trypanosome gambien comme nous I'avons
évoqué au début de ce chapitre I.C.2. Ce test nécessite d’acheminer I'échantillon de sérum aux
laboratoires de référence et de le conserver congelé lors du processus. L'étude de sa faisabilité sur des
prélevements faits sur papiers buvards, comme décrit au chapitre I.C.2.a.iii.4), a été concluante et

permettrait d’alléger le processus de conservation de I’échantillon(93).

Ces VATs, trés antigéniques, sont présents sur la partie exposée des VSGs a la surface du parasite. Chez
les parasites vivants, seuls ces VATs sont accessibles aux Ac de I'hote infecté, les épitopes non
spécifiques ne sont pas exposés. Comme nous I'avons déja évoqué, la diminution de la prévalence de la
maladie dans la population africaine nécessite des examens de dépistage avec une tres bonne spécificité.
La nécessité de reconnaitre les cas de THA CATT positifs mais négatifs lors de la confirmation
parasitologique devient de plus en plus importante. Le développement de la biologie moléculaire semble
une réponse possible bien que l'interprétation des résultats soit sujette a caution comme nous le
reverrons dans la discussion. Cependant, la trés grande spécificité du test de lyse des trypanosomes est
utile afin de déterminer si le patient a déja été en contact avec le parasite. Ce test sert aussi de contréle

de qualité pour les tests sérologiques mis en place sur le terrain(92)(3).

I.C.2.aiii ImmunoFluorescence indirecte (IFl)

Dés les années 1960, plusieurs publications ont montré |'efficacité de I'immunofluorescence indirecte
(Sadun, 1963; Courtois et Bideau, 1966; Bailey, 1967; Wéry, 1970; Frezil, 1974)(94).
L'immunofluorescence indirecte a déja été utilisée dans le dépistage et le contréle de la maladie du
sommeil en Guinée équatoriale entre 1985 et 1999(95). Au Gabon et en RDC I'IFl a également montré
son intérét(96)(97).

Le test peut s’effectuer sur du sérum, du plasma, des échantillons fixés sur papier buvard par une
technique que I'on reverra au chapitre 1.C.2.a.iii.4) « CATT-FP (CATT-Filter Paper) » et du LCR.

Ce test est applicable pour la recherche du trypanosome gambien et rhodésien grace a l'utilisation
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possible de trypanosomes entiers comme source d’Ag. Cette technique nécessite la culture de rongeurs
trypanosomés desquels les parasites sont ensuite extraits.

La technique d’IFI peut maintenant s’effectuer a partir de clones de trypanosomes dont les VAT
prédominants sont connus de type LiTat 1.3 ou LiTat 1.5 par exemple pour T. b. gambiense. Les
trypanosomes sont conservés par une technique standardisée décrite par Magnus en 1978. Les Ag sont
stabilisés et conservés lyophilisés pour une reconstitution ultérieure(98)(94).

En fonction des Ag utilisés, la sensibilité et la spécificité du test seront différentes. Pour le trypanosome
gambien, la sensibilité de I'IFI effectuée sur du sérum et du LCR est comprise entre 75% et 95% avec une
spécificité allant au dela de 90%(97)(3). Pour le parasite rhodésien, la sensibilité du test sur le sérum
s’échelonne de 71% a 92%(3).

Ce type de test sérologique a été I'un des premiers mis au point mais les difficultés d’utilisation sur le
terrain n’ont pas permis de le généraliser. La réalisation du test nécessite, en plus d’un microscope a
fluorescence, de I'eau en grande quantité pour les lavages avec la solution Phosphat Buffered Saline et
de I’électricité. La mise au point d’un microscope a fluorescence portable pourrait permettre a I'lFl d’étre

praticable dans des dispensaires plus reculés(99).

I.C.2.a.iii Card Agglutination Test for Trypanosomiasis (CATT)

Le CATT est un test sensible, rapide, peu couteux et simple a utiliser. Ce qui en fait un outil de choix pour
le dépistage de masse. Il est fabriqué uniquement par le « Prince Leopold Institute of Tropical Medecine »
(Anvers).

Le CATT n’est disponible que pour T. b. gambiense. Les Ag utilisés pour la détection des Ac sont des Ag
LiTat 1.3 entiers, colorés et lyophilisés isolés de rats infectés.

Il existe deux variations du test : le CATT sur sang total (Whole Blood) ou CATT-WB et le CATT sur plasma

ou CATT-P (Figure 14). Des tests permettant une utilisation différée sont possibles.

I

Figure 14 : le test CATT et ses accessoires (d’apres(100))
1.C.2.a.iii.1) CATT-WB (Whole blood)

Ce test est effectué sur du sang entier non dilué piqué au bout du doigt du patient. Le sang est mélangé a
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un réactif contenant I’Ag LiTat 1.3 et mis en agitation pendant cinqg minutes a 60 tours par minute (tpm).
Un résultat négatif se caractérise par I'absence d’agglutination visible a I'ceil nu. Ce test est trés sensible

mais donc peu spécifique.
1.C.2.a.iii.2) CATT-P (Plasma)

Ce test est effectué sur plasma dilué de maniére séquentielle au demi, quart, huitieme, seizieme et
trente-deuxieme. On met en présence 25 plL de plasma dilué avec une goutte de réactif contenant I'Ag

LiTat 1.3. Le CATT-P est lu de la méme maniere que le test précédent.

Ce test est plus spécifique que celui sur sang total et réduit le taux de faux positifs.

1.C.2.a.iii.3) Algorithme d’utilisation du CATT

Le CATT-WB est trés sensible, 91% en moyenne, ce qui limite les faux négatifs(3). La Valeur Prédictive

Négative (VPN) est de 99% a 100%.

Plusieurs situations mettent ce test en défaut :

= Tout d’abord, lorsque le patient se trouve dans la fenétre sérologique. Une recherche
parasitaire peut donc étre nécessaire en cas de signe clinique ou biologique évocateur de

THA.

= Ensuite, si le parasite n’exprime pas I’Ag LiTat 1.3, ce qui arrive plus fréquemment dans
guelques zones d’endémie, le test sera moins sensible. C’'est le cas par exemple au Sud du
Nigeria, en Ouganda, au Cameroun(101)(102)(103). C’est pourquoi la sensibilité varie de 87%
a 98%(96).

= Un phénomene de zone est possible lorsque la quantité d’Ac présente dans le sang du
patient est trop élevée. Il a été proposé de rajouter un anticoagulant chélateur du calcium,
I’Ethyléne Diamine Tétra-Acétique (EDTA), au tampon pour inhiber le complément C1 qui
joue un réle important dans le phénomeéne de zone. Ce qui permet d’augmenter la sensibilité

en diminuant légerement la spécificité(104)(105).

Le CATT-WB n’est pas utilisable sur le LCR.

L'utilisation du CATT-P, avec dilution du plasma, est rendue nécessaire lorsque le CATT-WB est positif,
afin d’augmenter la spécificité du test.

En effet, malgré la trés bonne spécificité du CATT-WB, aux environ de 95%, son utilisation en tant que
dépistage de masse dans des pays ou la prévalence de la maladie est généralement faible, inférieure a

5%, rend la Valeur Prédictive Positive (VPP) insuffisante. Par ailleurs, la possibilité de réactions croisées
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avec des pathologies présentes dans les pays endémiques, malaria ou filariose, nécessite d’augmenter
les performances du CATT-WB(3).

Le CATT-P permet d’augmenter la spécificité en fonction de la prévalence de la maladie du sommeil dans
la population et du « cut-off » utilisé. Les algorithmes de dépistage doivent donc étre adaptés a la
situation épidémiologique de chaque région(3).

Les résultats du CATT-WB puis du CATT-P ne doivent pas étre utilisés seuls pour guider le traitement de

la maladie du sommeil. Une confirmation parasitologique est nécessaire.

Parmi les précautions d’utilisation de ce test, notons de plus qu’il est nécessaire de I'entreposer a 4°C au
long cours. Si les réactifs sont gardés a température élevée, supérieure a 45°C, le coffret non reconstitué
se conserve au moins une semaine. S’il est maintenu entre 2°C et 8°C, il est utilisable une semaine apres
reconstitution. Lors de températures supérieures a 37°C, le test n’est viable que huit heures aprés
reconstitution. Ceci en limite I'utilisation lorsqu’une chaine du froid n’existe pas, et pose probleme lors
des dépistages passifs de personnes se pensant infectées et se déplagant jusqu’au dispensaire qui n’est
pas forcément équipé en réfrigérateur. Dans ce cas, une recherche parasitologique est souvent

nécessaire pour palier cet inconvénient(98).

L.C.2.a.iii.4) CATT-FP (CATT-Filter Paper)

Lorsque les équipes mobiles ne peuvent accéder aux sites de dépistage avec les tests, il peut s’avérer
nécessaire de collecter les échantillons et de les conserver. Une méthode de préléevement sur papier
buvard de sang coagulé a donc vu le jour et est utilisée pour de nombreux tests sérologiques. Apres avoir
déposé des gouttes de sang sur papier filtre, les prélevements sont séchés a I'abri de I"humidité. Les
conserver a 4°C permet de les utiliser plusieurs mois apres. Leur utilisation consiste a découper 5
rondelles de papier de cing millimétres a 'emporte piece (« confettis ») et a les réhydrater avec 100 plL

de tampon.

Dans le cas du CATT, la technique s’appelle donc le CATT-FP.

Deux techniques sont possibles : le micro-CATT et le macro-CATT.

Le micro-CATT utilise des confettis comme décrit ci dessus et a été utilisé pour la premiére fois en
1991(106). Lorsque le test est effectué plus d’une journée aprés le prélevement, la diminution de la
sensibilité peut s’avérer problématique lorsque les préléevements sont conservés a température
ambiante et effectués en différé comme dit par Truc(107) qui trouve une sensibilité de 89,4% a JO pour
atteindre 50% a J7. Lorsque le micro-CATT est conservé de maniere adéquate, la sensibilité ne diminue
pas significativement par rapport a JO. L'interprétation et la lecture sont difficiles du fait du faible volume

d’échantillon.
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Le macro-CATT est une technique dérivée de la premiere permettant d’augmenter le volume de
I’échantillon testé et de concentrer les Ag servant a la détection. Un nombre plus important de rondelles,
9, de taille plus importante (six millimétres de diameétre) que la normale sont éluées avec 150 uL de
tampon CATT. L'Ag CATT est reconstitué avec 1,25 mL de tampon au lieu des 2,5 mL usuels pour en
augmenter la concentration. Puis un volume de 30 pL de prélevement est mélangé avec 25 uL d’Ag CATT.
La sensibilité trouvée par Chappuis(108) est de 91% et n’est pas significativement altérée par une
conservation de I'échantillon 14 jours a température ambiante (sensibilité de 94%). Ces résultats

prometteurs nécessitent cependant de plus amples études de la VPN et de la VPP.

I.C.2.a.iv Le test latex/T. b. gambiense

Le test d’agglutination latex/T. b. gambiense fonctionne de la méme maniere que le CATT a la différence
que les Ag utilisés sont des Ag de surface au nombre de 3 (LiTat 1.3, 1.5 et 1.6) couplés a des particules

de latex.

La présence des 3 antigénes dans le réactif fait que ce test est plus spécifique que le précédent mais
moins sensible, ce qui ne lui confére pas d’indication en premiére intention. Des études ultérieures sont

nécessaires pour objectiver la place de cette technique dans les algorithmes de décision(96).

I.C.2.a.v Tests de Diagnostic Rapide (TDR)

Le CATT, dont nous venons de parler, est adapté a des dépistages de masse. La mauvaise conservation
de son réactif antigénique a température ambiante apres reconstitution pose le probleme de l'utilisation
du coffret dans des dispensaires ou les dépistages passifs sont de plus en plus nombreux mais ou le
nombre d’examens effectués n’est pas suffisant pour rentabiliser le test, qui aprés reconstitution permet

de réaliser une cinquantaine d’examens.

Des TDR sont actuellement a I'étude (Figure 15). lls sont stables a température ambiante et ne
nécessitent aucune adjonction de matériel.

Ces tests immunochromatographiques sont basés sur la détection des Ac chez le patient aprés migration
de I’échantillon le long d’'une bandelette. Les Ag utilisés dans ces tests sont des glycoprotéines de surface
de T. b. gambiense purifiées de type LiTat 1.3 et LiTat 1.5 fixées sur la bandelette. Ces tests se font sur
des échantillons de sang, plasma ou sérum.

Aprés des essais de phase Il mené en Afrique centrale montrant une sensibilité allant de 89% a 99% et
une spécificité allant de 95% a 99%, deux coffrets ont été commercialisés : SD Bioline HAT sur plama et

HAT Sero-K-Set sur sang total ou plasma(109)(3).

47



Figure 15: photo des deux TDR commercialisés a ce jours (d’aprés les fiches produit des

tests(110)(111))

Des résultats semblables ont été trouvés dans une étude menée en Afrique de I'Ouest, en Guinée et en
Cote d’ivoire avec une sensibilité de respectivement 99,6% et 99,1% et une spécificité de 87,9% et 88,3%
sans différence significative entre les deux tests, que ce soit pour la sensibilité ou la spécificité(15). La
spécificité est basse comparée a celle du CATT-WB mais l'utilisation séquentielle des deux TDR permet
d’augmenter la spécificité de maniére significative a 93,4%. La spécificité en combinant un des deux TDR
et 'immuno-trypanolyse est supérieure a 99%. Cette spécificité n’est pas significativement différente de
celle obtenue en utilisant les deux TDR de maniére séquentielle.

L'utilisation isolée des TDR doit étre considérée avec précaution a cause de la faible spécificité du
test(15). Les conseils d’utilisation des TDR sont les mémes qu’avec le CATT. Une confirmation
parasitologique est nécessaire.

Des TDR de deuxieme génération utilisant des Ag recombinants, moins chers et plus faciles a fabriquer,
sont en cours d’évaluation et permettraient la détection des deux sous-espéces parasitaires pathogenes

pour 'Homme avec une plus grande spécificité(4).

I.C.2.a.vi Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assays (ELISA)

La technique ELISA indirecte a été décrite en 1972 et appliquée avec succés au diagnostic de la maladie

du sommeil(112).

Les Ag utilisés initialement étaient peu spécifiques et issus d’extraits de trypanosomes obtenus a partir
de lysats bruts avec des risques de réactions croisées. C’'est encore la méthode utilisée pour rechercher
le parasite rhodésien(3).

La découverte d’Ag issus des glycoprotéines variables de surface du trypanosome et retrouvés sur les
différentes souches du parasite gambien a permis d’améliorer la technique et d’utiliser des Ag purifiés,
stables, lyophilisés au lieu de lysats bruts de trypanosome(112). Actuellement, les Ag purifiés utilisés

sont les VATSs LiTat 1.3 et LiTat 1.5.
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Ce test peut étre effectué sur des sérums, des plasmas, des échantillons fixés sur papier filtre ou du LCR.
Récemment, I'ELISA a été testée avec succés sur la salive des patients. Cependant des essais
diagnostiques supplémentaires sont nécessaires afin de confirmer ce premier résultat. Le diagnostic de
THA par ce moyen non invasif serait une avancée majeure(113).

Apres avoir étudié différents travaux portant sur la technique ELISA, 'OMS a, dans sont rapport sur la
surveillance et le contréle des THA, conclu que la sensibilité du test pour la recherche de T. b. gambiense
s’échelonne de 95% a 100% pour une spécificité de 97% a 100% en fonction des Ag choisis et des

échantillons testés(3).

I.C.2.a.vii Nouveaux Antigénes

Les techniques évoquées ci-dessus, a I'exception de I'immuno-trypanolyse et de I'IFl, utilisent, pour la

détection du trypanosome gambien, des Ag purifiés, stabilisés et lyophylisés.

Ces Ag sont purifiés a partir de trypanosomes recueillis chez des rongeurs trypanosomés entretenus en
animalerie dans des laboratoires. Des accidents de laboratoires sont possibles ce qui représente une
limite a cette méthode.

Une autre limite de la technique actuelle de production des Ag VATs LiTat 1.3 et LiTat 1.5 est la
possibilité de réactions croisées avec des épitopes non spécifiques qui sont toujours présents a la fin de
la purification. En effet, des parties non exposées, lorsque le parasite est vivant, des VSGs de surface du
trypanosome sont présents aprés purification et risquent de provoquer des réactions croisées entrainant
des faux-positifs ce qui diminue la spécificité des tests comme le CATT. Le développement de nouveaux

Ag est a I'étude.

Pour limiter les réactions croisées, 'utilisation de protéines recombinantes possédant uniquement les
épitopes spécifiques de T. b. gambiense est a |'étude. Ces protéines qui mimiquent les épitopes du
trypanosome sont appelées mimitopes. Ces nouvelles protéines recombinantes sont isolées pour leur
capacité a se lier aux IgG des patients trypanosomés et donc leur spécificité(114)(115). La possibilité de
I'utilisation des Ag recombinants a été testée avec succes dans deux études. Une étude évaluant les TDR
a comparé entre autre, un test utilisant des Litat 1.3 natifs et un test utilisant des Litat 1.3 recombinants.
Le résultat montre que ces deux Ag sont sensibles et spécifiques bien que les Ag natifs soient un peu plus
spécifiques(116). Une autre étude a comparé la sensibilité et la spécificité des Litat 1.3 et Litat 1.5 natifs
et recombinés utilisés lors de tests ELISA. La différence mise en évidence n’est pas significative mais

penche dans le sens de I'utilisation possible des Ag recombinants a la place des Ag natifs(117).

Les trypanosomes possédent, au niveau de leur membrane cellulaire, des protéines de surface autre que
les VSGs. Elles sont présentes en quantité moins importante que ces derniéres et sont réparties sur toute

la surface du parasite. Ce sont des Invariant surface glycoproteins ou ISGs. Ces protéines semblent jouer
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un role dans I'endocytose et I'adressage des éléments internalisés par le parasite. De plus ces ISGs
semblent étre des protéines antigéniques qui présentent I'avantage de ne pas étre variables. Elles sont
actuellement étudiées comme cibles thérapeutiques, dont vaccinales, mais font aussi I'objet de
recherche dans le développement d’outils diagnostiques(118)(115). Une étude a évalué la sensibilité et
la spécificité d’un test immunochromatographique utilisant deux Ag que sont un VSG soluble le sVSG117
et un ISG le rISG65. La sensibilité et la spécificité du test pour la détection de T. b. gambiense étaient de
97,3% et 83,3% respectivement. Si la sensibilité est équivalente au CATT, la spécificité reste médiocre. En
si I'on considéere que la présence d’une bande sur les deux suffit a poser la diagnostic. Ce résultat permet
de penser que l'utilisation des ISG serait possible et utile pour le diagnostic des deux sous-espéces bien

gue le choix des Ag soit a affiner(119).

1.C.2.b Détection moléculaire

La détection moléculaire appartient aux techniques indirectes de diagnostic de la maladie.

Ces techniques permettent I'amplification d’ADN ou d’ARN des trypanosomes. De méme, différentes
cibles sont utilisées pour détecter le groupe Trypanozoon ou pour détecter les sous-espece T. b.
gambiense et T. b. rhodesiense. Leur sensibilité et spécificité varient en fonction de la séquence cible

choisie (Tableau V).

I.C.2.b.i Séquences cibles

Le choix de la séquence de I'amorce est primordial et détermine la sensibilité et la spécificité du test. La
séquence cible doit étre unique et ne détecter que le parasite ou le sous-groupe recherché. Cette
séquence doit aussi étre suffisamment conservée chez le parasite pour éviter les faux négatifs. Elle doit
aussi étre suffisamment répétée pour que les brins amplifiés soit en quantité détectable a la fin de la
polymerase chain reaction (PCR). En fonction de la cible choisie, la technique permettra de mettre en

évidence le sous-genre Trypanozoon ou la sous-espece T. b. gambiense ou T. b. rhodesiense(5).

L.C.2.b.i.1) Sous genre Trypanozoon

Une séquence cible d’ADN satellite de 177 paires de base (pdb) a été mise au point en 1989(120). Cette
séquence contient des milliers de copie dans le génome du parasite. Des techniques de PCR classiques
ou en temps réel on été décrites de méme qu’une technique d’ADN branché que nous développerons
dans le chapitre 1.C.2.b.ii.4) « Technique de I’ADN branché ». Des PCR précédées d’'une étape
d’amplification par déplacement multiple (MDA) ont été développées (I.C.2.b.ii.1)a) « PCR classique »)

(Tableau V) (5). En 2014, une technique par PCR en temps réel avec Sybr Green a été mise au point.
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Cette technique semble suffisamment sensible, avec un seuil de détection a 100 trypanosomes/mL, et
spécifique pour étre utilisée en routine diagnostique(121).

Des sites d’expression des geénes six et sept (expression-site-associates genes 6/7 : ESAG6/7) ont été mis
en évidence comme cibles potentielles pour les Trypanozoon. Ces séquences sont moins répétées que
I’ADN satellite et présentent potentiellement une sensibilité moindre(5). On trouve des techniques de
PCR simples ou nichées comme développé dans le chapitre I.C.2.b.ii.1)b) (Tableau V).

L'utilisation de séquences conservées, parmi le genre Trypanozoon, d’éléments génétiques mobiles
répétés (RIME), en tant que cible d’amplification a médiation par boucle (LAMP), permet d’identifier le
genre avec un bon seuil de détection comme développé au chapitre I.C.2.b.ii.3) (Tableau V) (115).
L'utilisation de cluster de geénes non codant de I’ARN ribosomal du parasite ou de I’ADN ribosomal 185
(18S rDNA) comme cible de différentes techniques de biologie moléculaire parait intéressante pour
différencier le genre Trypanozoon des autres espéces de trypanosomes en fonction de la variation de
taille des amplicons obtenus. Des techniques de Fluorescent fragment-length barcoding (FFLB), que nous
reverront dans le chapitre I.C.2.b.ii.5)a) « Fluorescent fragment-length barcoding (FFLB) », ou de PCR a
flux latéral ciblent 1’185 rDNA ont été développées(Tableau V). Lorsque la cible utilisée est I’ARN
ribosomal 18S directement, des techniques d’amplification d’acide nucléique spécifique (NASBA) et
d’acides nucléiques peptidiques par fluorescence in situ (PNA-FISH) sont possibles comme décrit aux
chapitres I.C.2.b.ii.2) et I.C.2.b.ii.5)b) respectivement(5).

Une amélioration a été apportée en ciblant une séquence non codante interne de cet ADN ribosomal : le
« first internal transcibed spacer » (ITS-1) qui a montré une sensibilité de 95% sur des échantillons
sanguins(123). Des PCR nichées ou classiques, précédées ou non de MDA, sont disponibles pour cette

cible (Tableau V).

1.C.2.b.i.2) Sous-espéces pathogénes pour ’Homme

Parmi le genre Trypanozoon, seuls T. b. gambiense et T. b. rhodesiense sont pathogénes pour I’'Homme.
Des stratégies thérapeutiques différentes sont utilisées en fonction de la sous-espece. De plus la
présence concomitante des deux parasites en Ouganda rend la distinction entre les deux sous-espéces
indispensable. Le développement de PCR permettant, via des sondes spécifiques, de les différencier

parait d’'une grande utilité.

L'inconvénient principal des deux cibles identifiées, que ce soit le gene TgsGP pour T. b. gambiense ou le
géne SRA pour T. b. rhodesiense, jusqu’a présent est le peu de copie de ces genes dans le génome des
parasites concernés. La sensibilité des techniques de PCR avec ces deux séquences cibles est donc
diminuée par rapport aux méthodes de détections moléculaires mises au point pour détecter le genre

Trypanozoon dont les genes cibles possedent plusieurs copies(5).
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1.C.2.b.i.2)a) Sous-espéce T. b. gambiense

Le gene TgsGP code pour une glycoprotéine de surface de T. b. gambiense : la T. b. gambiense-specific
glycoprotein (TgsGP). Ce géne de 47 kDa est une séquence cible de choix pour les PCR(124). Une
technique de PCR nichée serait intéressante pour augmenter la sensibilité des techniques de biologie

moléculaire utilisant cette cible(125).

L'ADN kinétoplastique mini-cercle peut étre utilisé pour différencier les trypanosomes référencés de
différents Pays africains. L'étude réalisée se compose d’une PCR suivie d’un southern blot,
correspondant a I’hybridation spécifique des amplicons de T. b. brucei, T. b. gambiense et T. b.
rhodesiense avec des sondes marquées. Les résultats paraissent prometteurs pour identifier T. b.
gambiense groupe 1(126).

Actuellement, le génome du parasite gambien est en cours de séquencage. De nouvelles séquences

d’ADN pourraient étre mises en évidence pour spécifiquement détecter ce parasite(5).

1.C.2.b.i.2)b) Sous-espéce T. b rhodesiense

Le géne SRA est, a notre connaissance, le seul gene identifié pour isoler spécifiquement le parasite
rhodésien(127). Comme déja dit plus haut au chapitre [.A.2.a « Classification du parasite », il a été
montré que T. b .gambiense est intrinsequement résistant au facteur de lyse des trypanosomes (FLT)
présent dans le sang humain, alors que T. b. rhodesiense y est résistant via I'expression d’un gene de
résistance a la lyse. T. b. rhodesiense, dans sa forme résistante au sérum humain, exprime une protéine
codée par un marqueur moléculaire spécifique : le géne SRA (Serum Resistance-Associated). La séquence
de ce gene est bien conservée chez le parasite dans toute I'Afrique de I'Est et permet d’envisager un
nouveau mode d’identification de cette sous-espéce. Ce mode d’identification n’est pas envisageable

pour T. b. gambiense qui ne posséde pas ce gene(128)(127)(129).

Le développement d’autres séquences cibles permettant l'identification de cette sous-espéece parasitaire
parait peut probable lorsque I'on considere que le génome de T. b. rhodesiense est trés proche de celui
de T. b. brucei(5).

Des techniques de PCR et de LAMP, revue au chapitre I.C.2.b.ii.3) « Amplification a médiation par boucle
(LAMP) », ciblant cette séquence ont été développées (Tableau V). L'OMS en 2013 dans son rapport sur
le controle et la surveillance des THA rapporte pour la PCR classique ciblant la séquence du géne SRA une

sensibilité allant de 96% a 100% sur des échantillons sanguins et une spécificité de 100%(3).

I.C.2.b.ii Les différentes techniques

Nous allons exposer les différentes techniques utilisées pour la détection moléculaire du trypanosome.
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Ces différentes techniques ciblent les séquences d’ARN ou d’ADN développées ci-dessus.

LC.2.b.ii.1) Polymérase Chain Réaction (PCR) et dérivés

[.C.2.b.ii.1)a) PCR classique

La PCR permet d’amplifier des séquences cibles d’ADN de trypanosomes a partir d’une faible quantité

d’acide nucléique.

Lorsqu’une faible quantité d’ADN est présent dans |’échantillon, il existe une technique d’amplification
par déplacement multiple (MDA) qui permet d’amplifier tout le génome et d’augmenter la quantité
d’ADN, dont I’ADN cible, pour la PCR ultérieure(5). Cette technique a été utilisée pour mettre en
évidence le trypanosome avec un seuil de 0,025-1 trypanosome/réaction lors de MDA suivie d’'une PCR
classique ciblant ’ADN satellite (177 pdb) ou 2,5-10 trypanosomes/réaction lors de MDA suivie de PCR
classique ciblant ITS1(130).

L'inconvénient principal de ces méthodes, quel que soit son mode de révélation (point final ou temps
réel), repose sur la demande importante en logistique et son co(t élevé, facteur rapidement limitant en
zone d’endémie de la trypanosomose(121).

Une méthode par Oligo-chromatographie (OC) aussi appelée en flux latéral a donc été développée pour
simplifier la technique. Les amplicons de la PCR sont visualisés aprés hybridation avec une sonde
conjuguée a l'or et migration sur une bandelette. La technique est décrite pour les trypanosomoses en
2006 et testée avec succes en 2007 en prenant pour cible I’ADN ribosomal 18S mais elle nécessite encore
d’étre évaluée(131)(132). Cette méthode permet de détecter jusqu’a un parasite pour 180 ulL de sang. La

guantification de I’ADN n’est pas possible par ce biais(131).

La sensibilité moyenne de la PCR, pour détecter les trypanosomes, pratiquée sur des échantillons
sanguins est de 99% et la spécificité de 97,7%. Sur des échantillons de LCR, la sensibilité est évaluée
entre 87,6% et 100% et la spécificité entre 55,6% et 82,9%. La différence de spécificité peut s’expliquer
par la varaiabilité dans le nombre de patients inclus dans les trois essais desquels sont tirés ces
spécificités, de méme que la variabilité dans la séquence amplifiée (ADN satellite et ADNr 18S). Ces
chiffres sont donc a prendre avec réserve surtout que les faux positifs ont été estimés lorsque la PCR
était positive sans présence de parasites détectés dans le LCR sans tenir compte de la cytorrachie. Ainsi il
faudrait évaluer la PCR sur un panel plus important de maniere standardisée pour que ces résultats

soient validés(133).

[.C.2.b.ii.1)b) PCR nichée

La PCR nichée sert a augmenter la sensibilité de la PCR lorsqu’il existe des séquences d’ADN homologues
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a I’ADN cible qui risquent d’étre amplifiées en méme temps que la séquence qui nous intéresse. Dans ce
cas, une amorce spécifique dite « externe » est rajoutée afin d’amplifier une séquence d’ADN qui
contient le fragment qui nous intéresse. Puis 'amorce dite « interne » est rajoutée en exces et va cibler
la séquence que I'on souhaite amplifier et qui se trouve en quantité plus importante que les séquences

homologues potentielles.

Cette technique de PCR nichée a été exploitée en utilisant comme cible : ESAG6/7 (seuil de détection 0,5
trypanosome/réaction au lieu de 5 trypanosomes/réaction lors d’'une PCR classique), ITS1 (seuil de
détection de 1 trypanosome/réaction au lieu de 100-10 000 trypanosomes/réaction en PCR classique) et
TgsGP (seuil de détection de 1 trypanosome/réaction au lieu de 100 trypanosomes/réaction en PCR

classique) (Tableau V) (5).

[.C.2.b.ii.1)c) PCR multiplexe

La PCR multiplexe permet d’obtenir différentes séquences d’ADN en une seule PCR en mélangeant au
Mix plusieurs sondes spécifiques des séquences que |'on souhaite obtenir. Cette méthode a été décrite
pour différencier T. b. rhodesiense de T. b. brucei en utilisant pour cible le gene SRA avec un seuil de
détection de 1 a 10 trypanosomes/réaction. Une deuxiéme sonde ciblant le géne codant pour la
glycosylphosphatidylinositol-specific phospholipase C (GPI-PLC) permet, au cours de la réaction, de
vérifier la présence de I'espéce T. brucei, que ce soit T. b. rhodesiense ou T. b. brucei, chez qui ce géne est

présent(134) (Tableau V).

1.C.2.b.ii.2) Amplification d’Acide Nucléique Spécifique (NASBA)

La NASBA a été développée en 1991 et testée pour les trypanosomoses en 2007. Son avantage majeur
réside dans sa capacité a pouvoir étre réalisée a température constante de 41°C sans besoin de
thermocycleur. La premiéere étape consiste, grace a une transcriptase inverse, a synthétiser de I'ADN
complémentaire a partir des brins d’ARN. L'étape de dénaturation n’est pas nécessaire grace a la
présence d’'une ribonucléasease qui dégrade I’ARN qui a servi de trame a la polymérisation de I’ADN.
Puis I’ARN polymérase, apres fixation d’une sonde spécifique sur le brin d’ADN synthétisé, crée de
nombreux brins d’ARN a partir de la séquence d’ADN complémentarie. Puis la réaction reprend a la

transcription inverse de I’ARN (Figure 16).

La basse température peut malheureusement augmenter les hybridations non spécifiques et diminuer
grandement la spécificité. Un autre inconvénient reléve de l'instabilité de I’ARN qui nécessite une

logistique poussée de conservation de I’échantillon avec la nécessité d’une chaine du froid.
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Figure 16 : principe du NASBA (d’aprés(135))

La séquence cible utilisée a ce jour est la petite sous-unité 18S de I’ARN ribosomal. La détection des
amplicons peut se faire par deux méthodes : une méthode en temps réel, qui a une limite de détection
de 10 trypanosomes/mL et une technique en flux latéral qui a une sensibilité supérieure aux méthodes
microscopiques de détection du parasite avec une sensibilité de 73% sur des échantillons de sang (57,1%
pour les méthodes microscopiques) et une sensibilité de 88,2% sur le LCR (86,2% pour les méthodes

microscopiques)(136)(137).
1.C.2.b.ii.3) Amplification a médiation par boucle (LAMP)

L'amplification a médiation par boucle, aussi appelée test d’amplification isotherme a médiation par
boucle, se fait a température constante comme la technique précédente. Mais la méthode permettant

d’éviter I'étape de dénaturation n’est pas identique.

La réaction se divise en deux étapes : I'étape d’initiation qui aboutit a la formation d’un brin d’ADN
complémentaire terminé par deux boucles aux deux extrémités 5’ et 3’ et qui va servir de sonde et de
trame a la deuxieme étape. La deuxieme étape est celle de I'amplification cyclique.

La réaction est initiée par une sonde comportant deux séquences (Figure 17 : FIP) : la premiére séquence
(F2) s’apparie a ’ADN a amplifier (ou ARN), ce qui permet d’initier la réaction, et la seconde séquence de
I'amorce (Flc), identique a une séquence sur I’ADN matriciel (F1c) et située a proximité de l'initiation de
I’élongation. Cette séquence Flc reste libre dans le mélange (Figure 17 étape 1). Une boucle se forme
par hybridation entre les deux séquences complémentaires (la séquence F1 nouvellement synthétisé et
Flc appartenant a la sonde) une fois le brin d’ADN synthétisé et deshybridé par compétition de sa trame

comme nous allons le développer ci-aprés. En effet, la phase de dénaturation est remplacée par
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I'utilisation d’une deuxieme sonde (Figure 17 : F3) qui s’apparie a une séquence située a I'extérieure du
brin synthétisé et qui, lors de la synthése d’ADN a partir de cette sonde, permet de deshybrider Ila
séquence d’ADN formée précédemment (Figure 17 étapes 2 et 3). Sur I’ADN nouvellement synthétisé
s’hybride la sonde BIP sur le méme modele que précédemment (Figure 17 18 étape 4) puis il y a
élongation et le brin nouvellement synthétisé sera détaché de I’ADN matriciel par la sonde extérieure B3.
Il y a donc formation d’un brin d’ADN avec deux boucles a chaque extrémité 5’ et 3’ en plus des deux
séquences doubles brins synthétisées a partir des sondes F3 et B3 (Figure 17 18 étapes 3, 5 et 6).

L’ADN double boucle est I'élément initiateur de plusieurs séquences d’élongation a partir de la boucle et
de la sonde hybridée sur la boucle ce qui permet d’allonger le brin a chaque réaction et de former de
nouveaux brins d’ADN de plus en pus longs Figure 17 étape 7).

Nous avons donc dans cette PCR besoin de deux sondes sens et deux sondes anti-sens.
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Figure 17 : principe de la LAMP (d’aprés(124))
La diminution de la spécificité des hybridations liée a la basse température est contre balancée par
I'utilisation de sondes reconnaissant six séquences spécifiques de I’ADN cible. De plus la création d’une

boucle aux extrémités des amplicons permet d’augmenter la taille de la séquence qui sert de trame a la

deuxiéme réaction pour ensuite I'augmenter de fagcon exponentielle.
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Lorsque la LAMP utilise les RIME comme séquence cible, le seuil de détection est évalué a 0,001
trypanosomes/mL avec une trés bonne sensibilité et spécificité(138). En ce qui concerne la LAMP, ciblant
le gene SRA, effectuée sur des échantillns sanguins sur papier filtre, la sensibilité est rapportée a 95%(5).
Différentes méthodes de détection ont été développées et comparées. Une méthode de détection
utilisant le systéme en flux latéral permet une lecture rapide de la réaction. Le test qui semble le plus
adapté utilise I'addition de bleu d’hydroxynaphtol avant l'incubation pour visualiser la réaction par
I'apparition d’une couleur qui va du violet au bleu ciel en fin de réaction. Cette méthode est rapide,
fiable, peu couteuse(139).

La sensibilité du test sur des échantillons sanguins s’échelonne de 90% a 97% et la spécificité de 59% a

99%(133).
1.C.2.b.ii.4) Technique de I’ADN branché

Contrairement aux techniques précédentes, cette technique de biologie moléculaire n’est pas de la PCR.
La technique de I’ADN branché utilise plusieurs types de sondes. Un type de sonde dit de « capture » qui
cible des régions d’ADN spécifiques de |'espece Trypanozoma brucei et des séquences fixées sur un
support ou sur 'ADN branché. Un autre type de sonde dit « branché » ou « ADN branché » se fixe sur le
trypanosome immobilisé via la sonde de capture. Un dernier type de sonde, de « révélation », se fixe sur

de ’ADN branché et sera la cible d’enzymes catalysant une réaction de chimioluminescence (Figure 18).

Cette méthode, dans une étude menée il y a 20 ans et ciblant plusieurs séquences d’ADN différentes du
trypanosome dont les RIME et I’ADN satellite, paraissait prometteuse, peu couteuse, rapide, facile a
exécuter et sur de larges échantillons de sang. Mais aujourd’hui des études complémentaires sont
nécessaires pour la valider et déterminer la sensibilité et la spécificité de la technique vis a vis de
différentes séquences d’ADN parasitaire(140).

Target Probes (A+8)

LW
< S

e Release ana Hybridize probes N Hybridize bDNA
( denacure DNA o arget DA Wl Copwre TV piier)
/-\J“ and to solid phase L L4
) 1

Target Probes (A)

Target Probes (B)

Microwell surface
coated with
capture prodes

v T 004
»@"g\fk mg X
s T
Hybridize enzyme labeled R Add Dioxetane substrate
probes to amlifier ] and measure chemi.uminescence

Figure 18 : schéma de la méthode de I’ADN branché (d’aprés(140))
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1.C.2.b.ii.5) Techniques utilisant la fluorescence

[.C.2.b.ii.5)a) Fluorescent fragment-length barcoding (FFLB)

C’est une méthode de PCR utilisant des sondes fluorescentes et basée sur le polymorphisme de taille de
la région ciblée. Chez le trypanosome, deux régions sont utilisées pour chaque ADN ribosomaux 18S et
28S soit quatre régions. Chaque pdb ciblant ces régions est couplée a un fluorochrome différent. Aprés
I"amplification, les amplicons couplés a un fluorochrome spécifique de chaque région, sont analysés dans
un séquenceur d’ADN qui permet d’obtenir un profil spécifique basé sur la différence de taille de ces
qguatre fragments d’ADN. Lorsque la taille de ces régions d’ADN est la méme entre plusieurs especes il
n’est pas possible de les différencier sur le profil des séquences obtenues et les autres techniques de PCR,
comme celles décrites ci-dessus, sont nécessaires. L'utilisation de quatre séquences d’ADN au lieu d’'une
seule dans les techniques ciblant I'lITS-1 semble plus propice a l'identification d’espece des différents

trypanosomes (Tableau V) (141).

[.C.2.b.ii.5)b) Acides nucléiques peptidigues par fluorescence in situ (PNA-FISH)

Une technique de fluorescence-hybridation in situ (FISH) a été développée. Cette méthode utilise les
acides nucléiques peptidiques (PNA). Les PNA sont des molécules possédant des bases similaires a I’ADN
mais le desoxyribose phosphate qui relie les bases de I’ADN est remplacé, dans les PNA, par des
structures augmentant la stabilité et le passage membranaire de ces derniéres comme par exemple de la
glycine. Parmi les avantages de |'utilisation des PNA par rapport a de I’ADN ou de I’ARN classique, la
grande capacité de fixation de ces dernieres a leur séquence cible permet de réduire la taille des sondes.
Un marqueur fluorescent fixé a ces PNA permet de les visualiser au microscope a fluorescence (Figure
19). La cible utilisée pour I'utilisation de la PNA-FISH est I'rARN 18S. Le seuil de détection est calculé a
500 trypanosomes/mL et peut descendre jusqu’a 5 trypanosomes/mL si le prélevement est centrifugé

avant de le techniquer(142).

&

Figure 19 : visualisation au microscope a fluorescence de parasites purifiés de T. b. rhodesiense

marqués par des PNA fluorescents (d’apres(142) )
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Tableau V : limites de détection trouvés pour différentes techniques de biologie moléculaire

(d’apres(5))

Groupe

parasitaire ciblé

Séquence cible

Technique

Limites de détection par
réaction (en nombre de
parasite)

Trypanozoon ADN satellite PCR classique 0,1
Trypanozoon ESAG6/7 PCR nichée 0,1
Trypanozoon ESAG6/7 PCR classique 5
Trypanozoon ITS1 rDNA PCR classique 100-1000 et 100-10 000 (deux
techniques différentes décrites)
Trypanozoon ITS1 rDNA PCR nichée 1
Trypanozoon 18S et 28S rDNA FFLB 10
Trypanozoon ITS1 rDNA et ADN MDA suivide PCR 2,5 (ITS1) et 0,025 (ADN
satellite satellite)
Trypanozoon ADN satellite PCR entemps réel 0,1
Trypanozoon 18S rDNA PCR-OC 0,05
Trypanozoon RIME LAMP 0,001
Trypanozoon 18S rRNA NASBA 0,005
Trypanozoon 18S rRNA NASBA-OC 0,005
Trypanozoon ADN satellite et ADN branché 10
RIME
Trypanozoon 18S rRNA PNA-FISH 1
T. b. gambiense TgsGP PCR classique et 100 (classique) et 1 (nichée)
nichée
T. b. gambiense kDNA PCR puis southern -
blot
T. b. rhodesiense  SRA PCR classique -

ESAG6/7=expression-site-associated genes 6/7. FFLB=fluorescent fragment-length barcoding.ITS1=first internal transcribed
spacer. kDNA=kinetoplast DNA. LAMP=loop-mediated isothermal amplification. MDA=multiple displacement amplification.
NASBA=nucleic acid sequence-based amplification. NASBA-OC=NASB-Oligochromatographique PNA-FISH=peptide nucleic acid
fluorescence in-situ 59ybridization. RIME=repetitive insertion mobile element. rDNA=ribosomal DNA. rRNA=ribosomal RNA.
SRA=serum-resistance-associated gene. TgsGP=Trypanosoma brucei gambiense-specific glycoprotein gene.

1.C.3 Examens de confirmation parasitologique

La suspicion clinique ou la positivité des examens précédents ne sont pas suffisantes pour engager un
traitement contraignant et potentiellement toxique. La confirmation parasitologique est basée sur la

détection directe du parasite qu’il soit vivant, et donc on le repére par sa mobilité, ou qu’il soit mort.

Lors de la phase lymphatico-sanguine, le parasite peut étre détecté dans le sang et la lymphe, que ce soit
le suc ganglionnaire ou dans I’exsudat du chancre d’inoculation.
Lors des stades tardifs, la détection du parasite dans le LCR permet certes un diagnostic de phase, mais

s’avere parfois étre le seul élément de confirmation parasitologique disponible.

= Lors d’infections a T. b. gambiense, la charge parasitaire sanguine peut étre faible et
inférieure a 100 parasites/mL mettant parfois la confirmation parasitologique en défaut. Des

méthodes permettant d’augmenter la sensibilité des tests s’avérent alors nécessaire tel que
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I'analyse itérative d’échantillons prélevés sur des jours consécutifs ou encore l'utilisation de

techniques de concentration et/ou d’aide a la visualisation du parasite.

= Lors d’infections a T. b. rhodesiense, la charge parasitaire sanguine est élevée, pouvant
atteindre 10 000 parasites/mL. Toutes les techniques décrites pour le parasite gambien
s’appliquent pour la mise en évidence de T. b. rhodesiense et sont plus sensibles. Néanmoins
des techniques de détection simples sont possibles et plus fréquemment utilisées.
La recherche directe du parasite s’effectue sur des préléevements frais avant que le parasite ne soit lysé.
Un prélévement frais doit avoir moins d’une heure pour avoir une quelconque utilité diagnostique ou
étre conservé entre 4°C et 8°C.
La recherche parasitologique peut parfois étre négative sans que cela n’exclut le diagnostic

définitivement. Le probleme de l'instauration d’un traitement se pose alors.

I.C.3.a Examen direct simple parasitaire

I.C.3.a.i Examen de I’exsudat du chancre d’inoculation

C’est la technique de mise en évidence du parasite qui permet le diagnostic le plus précoce, lors de la
prolifération in situ du parasite au lieu d’inoculation par la glossine et avant que le trypanosome ne
gagne le sang de I'hote infecté. Malheureusement, le chancre n’est pas toujours visible et passe parfois
inapercu en particulier avec le parasite gambien pour lequel cette méthode n’est jamais utilisée. Avec le
parasite rhodésien, le chancre peut passer inapergu dans 75% a 95% des cas comme nous I'avons vu au

chapitre 1.B.1 « Chancre d’inoculation ».

L’exsudat du chancre peut étre observé a I'état frais entre lame et lamelle et permet de chercher des
parasites mobiles a I'objectif 40 ; il peut aussi étre étalé en un frottis mince que I'on colore au MGG. Les
parasites colorés sont également recherchés a I'objectif 40.

C’est une technique simple, rapide et peu couteuse mais qui est souvent mise en défaut en fonction de

I’espéce parasitaire et du stade de la THA.

I.C.3.a.ii Examen du suc ganglionnaire

Le suc ganglionnaire s’examine de la méme maniére que I'exsudat du chancre d’inoculation.

La sensibilité de cette technique dépend de l'existence de ganglions cervicaux qui doivent étre
systématiquement recherchés. La présence de ganglions dépend de |'espéce parasitaire en cause. Des
adénopathies (ADNP) sont plus souvent rencontrées avec le parasite gambien. La sensibilité de I'examen
dépend aussi du foyer ol I'on retrouve ces THA. Simarro(143) a par exemple montré dans une étude en

2003 que cette technique, appliquée en Angola et en RCA, n’apporte pas de bénéfice par rapport au
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CATT. La sensibilité de I'examen dépend aussi du stade parasitaire, la premiére phase présentant
souvent plus de ganglions palpables que la deuxieme phase. Enfin, La sensibilité de I'examen dépend de

la concomitance de pathologies donnant des ADNP. La sensibilité varie donc de 40% a 80%(96).
I.C.3.a.iii Examens sur sang total

Les examens des échantillons sanguins sans méthode de concentration ont des seuils de détections
élevés, supérieurs a 10 000 trypanosomes/mL ce qui rend cette méthode de diagnostic impropre a la
recherche des parasites gambiens. Ces méthodes peuvent suffire a détecter des trypanosomes chez les

patients sommeilleux a T. b. rhodesiense fortement parasités(3).
1.C.3.a.iii. 1) Etat frais

L’état frais consiste a examiner entre lame et lamelle 5 uL a 10 uL de sang capillaire au grossissement x
400 afin de repérer les parasites mobiles et les érythrocytes qu’ils font bouger. La méthode est rapide,

simple et peu couteuse ce qui explique qu’elle soit encore utilisée malgré sa faible sensibilité(3).
1.C.3.a.iii.2) Frottis sanguin coloré

La technique se réalise apres étalement de 5 uL de sang capillaire en frottis mince sur une lame, puis
fixation et coloration au Giemsa ou au colorant de Field. La sensibilité de cette méthode est équivalente

a celle de I'état frais. La morphologie des trypanosomes peut ainsi étre observée(3).

I.C.3.b Examens de concentration parasitaire

Les techniques de concentration parasitaire peuvent étre utilisées quel que soit la sous-espéce de

trypanosome en cause.

I.C.3.b.i Technique de la goutte épaisse

Cet examen parasitologique permet de détecter non seulement les trypanosomes mais aussi les

microfilaires sanguins et les plasmodies.

La goutte épaisse n’est réalisée que lorsqu’aucune centrifugeuse n’est disponible. La morphologie des
parasites étant fortement altérée par la préparation, il faut un observateur entrainé.

Le seuil de détection de I'examen est de 5 000 trypanosomes/mL. Ce qui est faible. La sensibilité se situe
entre 26% et 35%(3).

La technique est contraignante, longue, de lecture difficile et, en fin de compte, peu rentable.
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I.C.3.b.ii Technique d’hémolyse-concentration

Cette méthode diagnostique se réalise sur des prélevements sanguins. L'augmentation de la sensibilité
de I'examen est liée a la lyse des hématies qui ne doit pas entrainer la lyse du parasite, ce dernier étant
fragile. Des techniques a base d’eau distillée, de saponine, de chlorure d’ammonium ou de tampon du
commerce sont décrites. Les trypanosomes sont vivants mais peuvent étre altérés dans leurs
morphologies et leurs mouvements(3)(144). La technique de Knott consiste a mélanger du formol a 2% a
I’échantillon. Cette technique permet de mieux conserver la morphologie des trypanosomes méme s'ils

sont morts(144).

A la suite de ces différentes techniques d’hémolyse, le prélevement est centrifugé puis regardé au
microscope, soit sans coloration entre lame et lamelle, ou avec coloration au Giemsa ou a l'acridine
orange. L'acridine orange nécessite de regarder le prélevement au microscope a fluorescence(145).
L'utilisation de la technique d’hémolyse-concentration couplée a une coloration par I'acridine orange

dans les programmes de dépistage n’est pour I'instant pas de mise mais serait intéressante.

I.C.3.b.iii Centrifugation en tube a micro-hématocrite

Cette technique, aussi appelée technique de centrifugation en tube capillaire (mHCT) ou test de
Woo0(146), du nom de la personne qui I'a décrite en 1969, se réalise en centrifugeant 50 ulL de sang
prélevé au bout du doigt du patient dans un tube capillaire contenant un anticoagulant (Figure 20). Les
microcapillaires sont ensuite placés entre lame et lamelle et I'interstice entre les deux est rempli avec du
liquide. Les trypanosomes mobiles sont observés dans la couche des leucocytes et des plaquettes, entre

le plasma et les hématies (Figure 21). La lecture se fait a I'objectif 40.

Le seuil de détection du test est estimé a 500 trypanosomes/mL de sang et I'observation de quatre
microcapillaires par patient permet d’en augmenter la sensibilité. Ce test est peu couteux et
relativement rapide avec une sensibilité estimée a 56%(3). Il peut étre utilisé pour le dépistage de masse.
Il est a noter que la présence de microfilaires peut en géner la lecture.

La lecture nécessite un observateur entrainé et une centrifugeuse a microcapillaires.

Figure 20 : photo d’une centrifugeuse a microcapillaires (d’aprés(147))
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Figure 21 : schéma de trypanosomes dans la couche des leucocytes (d’aprés(10))

I.C.3.b.iv Technique de la couche leuco-plaquettaire (Quantitative Buffy Coat)

L'utilisation du QBC (Quantitative Buffy Coat) a initialement été mise au point pour compter les cellules
et établir des formules leucocytaires. Puis elle a été étendue au diagnostic des parasites sanguicoles tels

que Plasmodium ou Trypanosoma.
L’échantillon de sang total est centrifugé dans des tubes capillaires contenant un flotteur et enduits

d’EDTA et d’acridine orange. La quantité de sang prélevée est d’environ 60 uL. Les trypanosomes se

concentrent au niveau des leucocytes entre les hématies et le plasma. L'acridine orange permet de

colorer le noyau et le kinétoplaste des parasites, encore mobiles, en vert fluorescent a la lumiere violette.

La lumiére violette peut étre produite par une source de lumiére froide passant a travers un filtre
approprié.

Le seuil de détection est inférieur a 500 trypanosomes/mL, entre 15 et 300 trypanosomes/mL. Cette
technique est plus sensible que la technique de centrifugation en capillaire lorsque moins de huit tubes
capillaires par patient sont utilisés. La sensibilité du test est de 95% pour une parasitémie a 450
trypanosome/mL(96). Elle est de sensibilité égale a I'ancienne version de la mAECT, que nous allons
développer dans le chapitre suivant, soit entre 69% et 92%. La nécessité de tubes capillaires couteux et
d’un microscope équipé d’un filtre adéquat, et d’observateurs aguerris ne permet pas d’utiliser cette
technique lors des dépistages de masse de maniere systématique. Tout comme la méthode précédente,
la présence de microfilaires peut en géner l'interprétation. Ce test permet, par contre, le diagnostic

concomitant du paludisme(3).

I1.C.3.b.v Technique de la mini-colonne échangeuse d’anions

La Mini-Anion-Exchange Centrifugation Technique (mAECT) est une technique basée sur la différence de
charge des hématies et des trypanosomes, et est adaptée de la technique d’extraction des trypanosomes
du sang des rongeurs en laboratoire. Au pH 8, les hématies sont chargées négativement alors que les
trypanosomes ont une charge neutre. Un échantillon de 350uL a 500 ulL de sang est passé a travers une
résine échangeuse d’anion baignant dans un tampon permettant d’obtenir le pH souhaité. Les hématies

sont retenues et les trypanosomes sont récoltés dans I'éluat. L’éluat obtenu est centrifugé a faible
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vitesse pour concentrer les trypanosomes et est observé au microscope. Le seuil de détection de cette

technique est de 30 trypanosomes/mL avec une sensibilité diagnostique de 77%(3).

Une autre technique dérivée de celle du QBC et de la mAECT est appelée mAECT-BC. Elle consiste a
appliquer la méthode du QBC a 5 mL de sang du patient puis a ne passer que 500 ulL de la couche leuco-
plaquettaire, contenant potentiellement le parasite, a travers la résine. Le seuil de détection de la
technique baisse a 10 trypanosomes/mL avec une sensibilité diagnostique de 96%(3).

La technique est longue, couteuse, spécifique des THA ce qui la rend peu rentable. Les résines sont

actuellement disponibles grace a I'aide de I'Institute of Tropical Medicine d’Anvers(96).
1.C.4 Examens pour le diagnostic de phase

En fonction du stade clinique de la THA en cause, des stratégies thérapeutiques différentes sont choisies.
Le diagnostic de phase est donc indispensable afin de ne pas administrer des traitements
potentiellement toxiques sans raison.

Nous avons constaté dans le Tableau Ill que la phase | de I'infection par le trypanosome gambien dure
approximativement 18 mois et celle de I'infection par le trypanosome rhodésien dure de quelques jours
a trois semaines. L’estimation la durée de la phase | ne suffit pas a déterminer si le patient est dans la
phase hémato-encéphalique de la maladie. Le diagnostic de phase est posé sur I’'examen du LCR.

La PL doit donc étre pratiquée dés qu’il existe une suspicion clinique forte comme la présence de
ganglions cervicaux par exemple, ou lorsque les tests sérologiques de dépistage sont positifs, afin de
confirmer ou d’infirmer I'infection du SNC par le parasite.

Dans le cas de la THA a T. b. rhodesiense, ce diagnostic de phase est réalisé aprés une premiere dose de
suramine pour diminuer la parasitémie du patient et éviter d’inoculer des trypanosomes dans le LCR du
patient a I'occasion de la PL.

La phase Il de la maladie du sommeil se caractérise par un processus inflammatoire avec une réponse

immunitaire intrathécale, accompagnée ou non de la mise en évidence de parasites dans le LCR(148).

1.C.4.a Protéinorachie : non nécessaire

Cependant, il est a présent admis que la valeur absolue de la protéinorachie est un mauvais marqueur de
phase de la maladie. En effet, les patients sommeilleux ont une hyperprotéinorachie avant méme que le
SNC ne soit touché. Cet état de chose reflete I'augmentation des immunoglobulines dans le sang
périphérique du patient. L'augmentation du seuil pour définir une hyperprotéinorachie dans le cas d’un

patient suspect serait certainement plus appropriée(148).

L’OMS ne conseille plus d’utiliser la protéinorachie pour stadifier les THA(3).
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I.C.4.b Diagnostic de phase classique

L'OMS conseille a présent de déterminer le diagnostic de phase en se basant sur la cytorachie et la

présence de parasite dans le LCR des patients suspects de THA.

I1.C.4.b.i Numération de la cytorachie

La cytorachie ne doit jamais étre déterminée sur du LCR dilué méme en cas de LCR hémorragique. Le
compte cellulaire est faible et diluer le LCR aménerait a une mauvaise évaluation de la cytorachie. Il est
conseillé de lire la cellule de comptage a I'objectif 40 et d’effectuer deux comptes lors d’'une cytorachie

inférieure a 20 cellules/ulL pour en augmenter la sensibilité.

Un patient dont la cytorachie est inférieure ou égale a 5 cellules/uL, sans trypanosome mis en évidence,
est classé en phase | de THA.

Les patients dont la cytorachie est supérieure a 20 cellules/uL sont classés en phase Il tardive.

La notion de phase Il intermédiaire, située entre les deux cas précédents, était utile lorsqu’elle
permettait de prescrire de la pentamidine au patient au lieu du mélarsoprol. Depuis I'utilisation du
Nifurtimox éflornithine combination therapy (NECT) dans les phases I, cette classification intermédiaire a
perdu de son utilité (voir ci-dessous le chapitre I.D sur les aspects thérapeutiques). Seuls les essais
cliniques utilisent encore cette classification afin de n’inclure en tant que patients trypanosomés en
phase Il que les patients avec une cytorachie supérieure a 20 cellules/uL(3).

Les deux principaux leucocytes retrouvés dans le LCR des patients sommeilleux au stade Il de THA sont
des lymphocytes B et des plasmocytes ou cellules de Mott dont nous avons déja parlé au chapitre I.C.1.a
« Numération formule sanguine ». Ces cellules de Mott sont les producteurs des IgM intrathécaux. En
effet, les IgM produits par les plasmocytes se concentrent dans les vacuoles cytoplasmiques de ces

cellules leur donnant cet aspect mariforme(149).

I.C.4.b.ii Mise en évidence des parasites dans le LCR

La présence de trypanosomes dans le LCR de patients suspects de THA permet de les classer directement

dans la phase Il de la maladie selon 'OMS(3).

Les techniques de concentration du parasite dans le LCR sont recommandées pour augmenter la
sensibilité de la recherche. Une technique de centrifugation simple, dans une pipette pasteur scellée a
une extrémité ou dans les tubes utilisés pour la mAECT, est préférable aux centrifugations

classiques(3)(150).
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I.C.4.b.iii Critéres pour le diagnostic de phase

En combinant les données des deux chapitres précédents, I.C.4.b.i et I.C.4.b.ii, I'OMS conseille de classer
en phase précoce hémato-encéphalique les patients avec une cytorachie inférieure ou égale a 5
cellules/uL de LCR sans détection du parasite. Les autres cas sont donc classés en phase tardive
neurologique : une cytorachie supérieure a 5 cellules/ulL de LCR et/ou la présence de trypanosomes dans

le LCR (Tableau VI).

Tableau VI : résumé du diagnostic de phase selon les critéres de ’'OMS 2013 (d’aprés(3))

Cytorachie
<5 cellules/uL >6 cellules/uL
Absence de Trypanosome Phase | Phase Il
dans le LCR
Présence de Trypanosome Phase Il Phase Il
dans le LCR

LCR : liquide céphalo-rachidien

I.C.4.c Marqueurs biologiques du LCR en développement pour la stadification des THA

La stadification proposée par I'OMS, bien que nécessaire, s'avere manquer de sensibilité. Il a été
rapporté des cas de patients avec des parasites dans le LCR et une cytorachie inférieure a 20 cellules /ulL
traités par pentamidine avec succés(148). De nouveaux marqueurs sont nécessaires pour limiter

I'utilisation de molécules toxiques lorsqu’elles ne sont pas nécessaires(151).

I.C4.c.i Recherche d’une réponse immunitaire humorale intrathécale

Durant la phase | et la phase Il précoce, on note une augmentation de la concentration des IgM, I1gG et
IgA dans le LCR des patients. Cependant, ce n’est qu’en phase Il tardive que les Ig s’accroissent
rapidement, spécialement les IgM dont la concentration est multipliée par 40 en moyenne par rapport
au sang périphérique. Il existe une synthese intrathécale d’lgM lors de la phase Il indépendante de la
perméabilité de la BHE. Il est donc pertinent d’évaluer la synthese intrathécale d’lgM chez les patients

dans le diagnostic de phase.

En plus de la synthese intrathécale d’'immunoglubulines, il y a synthése intrathécale d’Ac spécifiques
anti-trypanosome notamment des IgG.

Dans une étude de 2002, le calcul de I'index des Ac sécifiques des trypanosomes couplé a la recherche
des IgM intrathécaux a permis de détecter un processus inflammatoire humoral intrathécal dans 98,5%
des patients en phase Il. Différentes études corroborent ce phénomeéne(148)(149).

Des tests d’agglutinations ont été mis au point pour que la détermination de la synthése intrathécale
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d’lgM puisse se faire sur le terrain. Une méthode utilisant un réactif lyophilisé composé de particules de
latex sensibilisées avec des Ac de souris anti-IgM humains a été évaluée : le LATEX/IgM. La détection de
la synthese d’IgM intrathécaux, lorsque le cut-off de la technique est supérieur ou égal a 8, montre une
sensibilité de 89,4% et une spécificité de 92,7%(152). Une technique d’agglutination est aussi disponible

pour les Ac spécifiques anti-trypanosomes : le LATEX/T. b. gambiense.

I.C.4.c.ii Autres marqueurs de la réponse immunitaire dans le LCR

Les trypanosomes stimulent le systéme immunitaire de I'h6te qu’ils infectent via la production de
prostaglandines. Les cytokines pro-inflammatoires ainsi libérées vont agir sur leur environnement. Dans
le systéme nerveux central (SNC), ces molécules entrainent des troubles neurologiques responsables de

la phase Il de la maladie(153).

Des molécules comme I'Interleukine-10 (11-10), C-X-C motif chemokine-13 (CXCL-13), la métalloprotéase-
9 (MMP-9), intercellular Adhesion Molecue-1 (ICAM-1) ou encore la néoptérine ont été étudiées comme
marqueur potentiel d’infection. La néoptérine, produite par les macrophages et les cellules dendritiques
activés par I'IFN-y, semble étre la molécule la plus sensible qui permettrait de ne pas méconnaitre une
THA en phase |l et éviterait une issue fatale pour le patient. Le manque de spécificité de cette molécule
est un inconvénient puisqu’elle est aussi un marqueur d’activité de la tuberculose et d’atteinte cérébrale
lors des infections par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH). La recherche de ce marqueur en
association avec la recherche de parasite dans le LCR pourrait étre applicable sur le terrain. La validité du
test reste encore a étayer par des études a plus larges échelles et a comparer au gold standard de
I'OMS(154).

La production d’Ac dirigés contre une molécule produite par le parasite, le trypanosome-derived
lymphocyte triggring factor (TLTF), dans le sérum et le LCR des patients trypanosomés a été étudiée pour
le diagnostic de phase. Ces TLTF ciblent les lymphocytes CD8+ et induisent la production d’IFN-y. Ces
TLTF sont produites par le genre Trypanozoon dont T. b. gambiense et T. b. rhodesiense. La production
d’Ac anti-TLTF dans le sang des patients infectés par le parasite gambien ne dépend pas du stade de la
maladie mais n’est détectée que chez les patients en phase Il dans le LCR des malades. L'interférence
possible avec des infections intercurrentes chez ces patients ne peut étre exclue. Des études ultérieures
seraient les bienvenues sur le parasite rhodésien et sur I'effet de pathologies associées sur la production
des Ac anti-TLTF. Cependant, la détection des Ac anti-TLTF pourrait étre un bon marqueur de phase dans

les THA(155).

I.C.4.d Place des tests de biologie moléculaire

Bien que trés sensibles et spécifiques, les tests de biologie moléculaire n’ont pas montré de bénéfice

67



pour le diagnostic de phase des THA. En effet, la positivité de telles techniques dans des LCR de patients
infectés, mais par ailleurs sans autre anomalie, contribue a prendre avec réserve l'utilisation de telles

techniques lors de la stadification(3).

I.C.4.e Marqueurs de phase dans le sérum

La mesure de la concentration d’'une enzyme : la neuronal specific enolase (NSE), marqueur sensible de
I'atteinte des cellules nerveuses, qui diffuse rapidement a travers la BHE, a été évaluée chez des patients
infectés par le parasite rhodésien. Les concentrations sanguines de la NSE sont significativement
augmentés chez les patients en phase Il de la maladie sans élévation dans le LCR. La sensibilité du
marqueur est de 75% et sa spécificité de 72%, avec un cut-off de 10,4 ng/mL de sang. Bien que ces
premiers résultats ne permettent pas une utilisation dans le diagnostic de phase de la maladie, la NSE est
le premier marqueur sanguin de phase mis a jour. Cependant, d’autres pathologies entrainent
I'augmentation de la concentration de la NSE comme les traumatismes cérébraux ou les ischémies

cérébrales(156).

Des cytokines comme I'Interleukine-6 (1I-6) et I'll-10 seraient des marqueurs de phase sanguins possibles.
Ce phénomeéne a été observé pour T. b. rhodesiense qui présente une forme aigué de la maladie(157).
Dans d’autres foyers de la maladie a T. b. gambiense la concentrations des cytokines plasmatiques ne
varie pas significativement avec la sévérité de la maladie ce qui est peut étre en rapport avec le
développement plus chronique de la maladie ou la souche de parasite incriminée(86).

La concentrations de TNF-a dans le sang des patients infectés serait un bon marqueur de la sévérité de la

maladie(158).
I1.C.5 Arbres diagnostiques

La lutte contre les THA en zones d’endémie repose sur deux piliers. Tout d’abord la lutte contre le
vecteur, que nous ne développerons pas dans ce travail, et un second pilier qu’est le dépistage et le
traitement des malades sommeilleux, particulierement utiles en zone de T. b. gambiense car le parasite

ne posséde pas de réservoir animal.

Comme nous I'avons déja évoqué, le dépistage se divise en dépistage de masse, tres utile dans les foyers

reculés et pauvres, et le dépistage passif qui se développe de plus en plus.

I.C.5.a Dépistage de masse

I.C.5.a.i Dépistage de masse pour T. b. gambiense

Des systémes de modélisation ont permis d’évaluer qu’une tournée effectuée par une équipe mobile
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détecte 50% a 80% des cas de THA mais dans certains foyers, seulement 50% de ces cas sont traités. Ces
dépistages de masse ne sont efficaces que si la population locale se déplace. C’'est pour cette raison que
des campagnes d’information sur la maladie et sur l'utilité du dépistage sont primordiales en amont du
dépistage. De maniére concrete, 'OMS préconise un dépistage de masse annuel dans les zones
d’endémie. Lorsqu’aucun cas n’a été déclaré pendant trois mois, la fréquence du dépistage peut étre

ramenée a trois ans.

Dans ces campagnes de masses, la premiere étape préconisée est sérologique. Elle consiste en la
réalisation du CATT sur sang total puis, si ce test est positif, un CATT-P sur plasma ou sérum lorsque cela
est possible, pour augmenter la spécificité du premier test. Lorsque les taux d’Ac sont supérieurs ou
égales a 4 avec le CATT-P, le patient est dirigé vers la deuxiéme étape, parasitologique. Dans les foyers
ou la prévalence de la maladie évaluée est trés faible, il est nécessaire d’augmenter le seuil a 8 pour
diminuer les faux positifs et éviter des recherches parasitologiques inutiles.

La deuxieme étape consiste a confirmer la suspicion sérologique par la recherche de la présence du
parasite dans le sang ou le suc ganglionnaire voire le LCR pour le diagnostic de phase. Cette deuxieme
étape peut étre entreprise directement par les équipes mobiles ou dans des dispensaires ou sera adressé

le patient suspect.

Plusieurs algorithmes, qui adaptent ces éléments de base a la prévalence de la maladie et aux moyens

disponibles proches du lieu de dépistage, existent(3).

I.C.5.a.ii Dépistage de masse pour T. b. rhodesiense

Le dépistage de masse des maladies du sommeil a trypanosome rhodésien est inefficace a cause de la

rapidité d’évolution de la maladie et de l'intervalle de temps qui sépare deux dépistages de masse.

Aucun test sérologique rapide utilisable sur le terrain pour le dépistage n’est disponible a ce jour, bien
gue des recherches soient en cours. Seul I'examen parasitologique permet le diagnostic de la maladie.
Cet examen est plus rentable que pour la recherche du parasite gambien du fait de la forte parasitémie

fréquente lors des infections par le parasite rhodésien.

I.C.5.b Dépistage passif

I.C.5.b.i Dépistage passif pour T. b. gambiense

Le dépistage passif concerne les patients symptomatiques qui se dirigent d’eux-mémes vers les centres

périphériques qui effectuent le dépistage.
Le premier obstacle de ce type de dépistage repose sur les signes cliniques. En effet, le tableau clinique

des THA n’est pas spécifique de la maladie et une fievre nue fera évoquer entre autre un paludisme, des
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ADNP une tuberculose ou une primo infection VIH, une HSM fébrile avec anémie une leishmaniose.
Cette liste n’est pas exhaustive mais permet de montrer que de nombreux diagnostics différentiels sont
possibles et qu’aucune exploration active de la maladie du sommeil ne sera entreprise si le diagnostic
n’est pas évoqué. Le personnel soignant doit étre sensibilisé a la maladie, qui plus est dans des régions
ou la prévalence des THA diminue. Des algorithmes diagnostiques reposant sur un ensemble de
symptomes semblent étre des outils de choix. Les trois symptomes les plus pertinents, selon une étude
menée en 2013, sont les troubles du sommeil, les troubles neurologiques et I'altération de I'état général.
D’autres signes peuvent étres recherchés en plus des trois précédents a savoir les oedémes, les ADNP
cervicales et la proximité de troupeaux de bétail. La valeur prédictive négative est de 98,8% ce qui
permet de ne pas méconnaitre trop de cas et de bien cibler la population a dépister(159).

La réalisation du test sérologique de premiére ligne pose probléme dans ce genre de situation a cause de
I"'absence fréquente de chaine du froid dans ces dispensaires. Les tests CATT sont conditionnés par 50 et
ne se conservent pas a température ambiante. Le colt-bénéfice de cette technique n’est pas efficace.
D’autres tests sont nécessaires pour remplacer les CATT. Des tests de TDR, se conservant a température
ambiante paraissent étre une bonne alternative. Des techniques de LAMP ou de FFLB sont en cours
d’étude comme nous I'avons vu au chapitre 1.C.2.b.ii.3) « Amplification a médiation par boucle (LAMP) »

et I.C.2.b.ii.5)a) « Fluorescent fragment-length barcoding (FFLB) »(5).

I.C.5.b.ii Dépistage passif pour T. b. rhodesiense

La plupart des diagnostics de maladie du sommeil a trypanosome rhodésien sont faits lors du dépistage

passif.

Malheureusement, les patients lorsqu’ils se pensent porteurs n’osent pas aller se faire soigner de peur
d’étre mis a I'écart de la population par stigmatisation et par crainte des PL(3). A l'inverse, les signes
cliniques ne sont pas pathognomoniques de la maladie et le personnel soignant n’est pas toujours bien
sensibilisé aux THA.

Les retards diagnostics sont un probleme majeur avec une perte de chance importante lorsque le

traitement est initié en phase tardive de la maladie.

I.C.5.c Algorithmes diagnostic de la THA a T. b. gambiense

I.C.5.c.i Evaluation des algorithmes

Différents algorithmes ont été utilisés sur le terrain et évalués (Figure 22). L’algorithme dépend
énormément des moyens engagés et du foyer ciblé. Certains des programmes de lutte nationaux ne
peuvent se fournir en CATT ou en personnel et logistique. Les aider financierement permettrait qu’ils

puissent appliquer des algorithmes plus sensibles(3).



Des distinctions d’algorithmes devraient aussi étre appliquées selon leurs utilisations dans des
dépistages de masse ou passifs car la prévalence de la maladie sur les deux populations n’est pas la

méme et les techniques utilisables non plus(90).
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CATT : card agglutination test for trypanosomiasis ; mHCT : microhaematocrit
centrifugation technique ; QBC : quantitative buffy coat ; mAECT : mini-anion-
exchange technique

Figure 22 : exemple d’arbre diagnostique (d’aprées(3))

La répétition de la recherche parasitaire dans les algorithmes serait intéressante. La sensibilité des tests
de détection parasitologique dépend des méthodes de concentration utilisées et aussi de la parasitémie
du patient. Or la parasitémie évolue par vague et une répétition du test augmenterait la chance de
prélever lors d’un pic parasitaire(90).

De part la diminution constante de la prévalence, des tests beaucoup plus spécifiques sont nécessaires et
pourraient, a terme, remplacer les algorithmes diagnostiques compliqués. Des techniques sont en cours
d’évaluation. Les tests sont sanguins comme les TDR deuxieéme génération, les LAMP, les FFLB sont a

I’étude ou sur le LCR comme les mAECT (Figure 23) (4).

71



Evaluation/modéle de démonstration (diagnostics)

Essais de phase II/III (traitements)
Développement du produit (diagnostics) Licence/commercialisation (diagnostics)
Essais de phase I (traitements) Autorisation/utilisation clinique (traitements)

Recherche

Outils diagnostiques

TDR de 1ére génération,

antigénes natifs Lancement 2012

TDR de 2¢éme génération,
antigénes recombinants

mAECT Transfert de la production
) ala RDC 2008

microscope a fluorescence

Agrément d’utilisation en RDC 2012

LAMP Développement du kit 2011

RDT : technique de diagnostic rapide; mAECT : centrifugation en tube a micro-hématocrite ; LAMP :
amplification a médiation par boucle ; RDC : République démocratique du Congo

Figure 23: schéma de I'état actuel d’avancement et de production prévue de différents outils

diagnostiques (d’aprés(4))

Il est possible d’imaginer que lorsque le méme traitement oral existera pour les phases | et Il le
diagnostic de phase ne sera plus nécessaire et un simple diagnostic positif par un test sensible et

spécifique suffira comme par exemple des TDR de deuxiéme génération (Figure 24) (160).

Clinical suspect
patient

Seresning and Diagnose and

Al RDT — treat other
condition
+
Oral treatment
for stage | + Il

RDT : test de diagnostique rapide
Figure 24 : exemple d’arbre diagnostic envisageable dans I'avenir (d’aprés(160))

I.C.5.c.ii Cas des patients séropositifs sans confirmation parasitologique

Un cas est a mettre a part et concerne les patients avec une sérologie positive sans confirmation
parasitologique. Ce peut étre une personne ayant une infection vraie ou un porteur asymptomatique. Le
porteur asymptomatique peut garder une parasitémie faible pendant longtemps et jouer un réle dans la
dissémination de la maladie en tant que réservoir. Plusieurs stratégies sont possibles : suivre le patient et
attendre la confirmation parasitologique en risquant de le perdre de vue, traiter directement avec le
risque de toxicité chez un patient asymptomatique ou traiter une partie seulement des patients
séropositifs.

Selon une étude menée en 2011, un CATT positif pour des taux supérieurs ou égaux a 8, voire 16, est trés
spécifique d’un diagnostic de THA positif, indépendamment de la recherche parasitaire, lorsqu’on
I'applique sur des populations a forte prévalence comme dans les régions endémiques ou lors des

dépistages passifs. Cette stratégie serait a évaluer de maniéere plus approfondie méme s’il a été montré
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que les algorithmes sans outil de détection parasitologique sont moins spécifiques et ménent a un exces
de traitement(90).
Lorsque cela est possible, la confirmation sérologique par le test sérologique, trés spécifique, d'immuno-

trypanolyse est souhaible(3).

I.D Traitement des THA

A I'heure actuelle, aucun vaccin n’est disponible ni en cours de développement, et seule I'utilisation de

médicaments est disponible pour prendre en charge les humains infectés par les agents des THA(161).
I.D.1 Médicaments

Au début du XX*™ siecle, des molécules pour le traitement des THA, auparavant toujours mortelles, ont
vu le jour et ont permis de grandes campagnes de lutte. Malgré I'avancée majeure que ces nouveaux
composés représentaient, des inconvénients non moins importants y étaient liés. Les dérivés de I'arsenic
sont trés toxiques. La suramine et la pentamidine franchissent peu la BHE ce qui les rend inefficaces lors
de la phase Il de la maladie. Cependant, ces molécules sont encore d’actualité et restent recommandées

dans certaines situations que nous reverrons dans la suite de ce chapitre.

Pendant les années 1960, les indépendances des états africains et I'instabilité politique et économique
qui en ont découlé ont fait passer la prise en charge des THA au second plan des préoccupations socio-
économiques des états. Alors que les foyers redémarraient, la recherche pharmaceutique « du nord » ne

s’intéressait plus a cette maladie des zones rurales tropicales.

Cependant, en 1980, une molécule nouvelle, I'éflornithine a été homologuée par la Food and drug
administration pour le traitement de la maladie du sommeil a T. b. gambienne, permettant ainsi une
alternative face aux insuffisances des molécules précédentes(3). Mais le colit de la molécule et la
difficulté d’administration ont longtemps limité son administration.

Par la suite, les avancées thérapeutiques de la maladie du sommeil ont été modestes avec I'introduction
d’un schéma court de traitement par le mélarsoprol et un essai thérapeutique en 1998 comparant les
molécules existantes et une association mélarsoprol-nifurtimox. Certaines molécules risquaient de ne
plus étre produites, tels le nifurtimox, la suramine voire le mélarsoprol, ou en plus petite quantité
comme |'éflornithine(162)(163).

Grace a la création d’un réseau pour « la surveillance du traitement contre les THA et la pharmaco-
résistance » par 'OMS en 1999 et avec I'effort combiné de Médecin Sans Frontiere (MSF), un partenariat
a été signé avec plusieurs laboratoires pharmaceutiques en 2001, renouvelé en 2006 et 2011. Les
Laboratoires Aventis Pharma, Bristol-Myers Squibb et Bayer, ont accepté de continuer la production et la

distribution du traitement jusqu’en 2017 et ont également accepté de financer les organismes en charge
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de la recherche et du controle de la maladie(164).

Il appartient a différents organismes de veiller a la bonne répartition des moyens nécessaires (logistique,
financier et matériel) y comprit les moyens thérapeutiques. Parmi ces organismes, on trouve MSF ou les
Programmes Nationaux de Lutte contre les THA (PNLTHA) de chaque Etat, ces derniers disposant de
moins de moyens financiers que le premier. Les PNLTHA sont en charge de I'envoi d‘équipes médicales
au niveau des différents foyers de I'épidémie afin de former les équipes soignantes, en place localement,
aux traitements et a leurs effets secondaires.

Ces efforts ont permis le développement de nouvelles molécules, ainsi que I'apparition de plusieurs
combinaisons de molécules et de nouveaux schémas thérapeutiques avec des molécules usuelles moins

nocives tout en conservant la méme efficacité.

I.D.1.a Molécules usuelles

I.D.1.a.i Suramine (Germanin")
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Figure 25 : structure de la suramine (d’aprés(165))

La suramine (Figure 25 et Tableau VII), dérivé du colorant trypan violet dont le nom est issu de son
activité trypanocide, est une naphtylamine sulfatée de haut poids moléculaire. La molécule est
actuellement fournie a I'OMS par le Laboratoire Bayer(166).

La suramine inhibe la glycolyse du parasite en agissant sur de nombreux enzymes impliqués lors du
processus. On sait que le trypanosome, sous forme circulant dans le sang des patients, n’utilise que le
glucose comme seule source d’énergie. La glycolyse est donc indispensable a sa survie(71)(69). La
molécule entre dans le parasite par endocytose, ce qui permettrait d’expliquer I'activité trypanocide
sélective(161).

La suramine élimine lentement, en 12 a 36 heures, Trypanosoma de |'organisme des hotes infectés(167).
La synthese des enzymes serait inhibée dans le cytoplasme du trypanosome, expliquant la lenteur
d’action de la molécule. A ce jour ce mode d’action est le seul a avoir été identifié pour cette molécule.
La suramine n’a pas d’efficacité sur les phases Il des THA. Il est actif sur les deux sous-espéces du parasite
mais ses effets secondaires, dangereusx, lui font préférer le plus souvent d’autres molécules.

Tout comme pour la pentamidine, le regain d’intérét pour la suramine a permis de mieux connaitre sa

pharmacocinétique. Aprés son administration en IV lente, les concentrations plasmatiques obtenues
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sont variables mais demeurent supérieures a 100 ug/mL pendant plusieurs semaines. Il se lie a 99,7% aux
protéines plasmatiques. Son élimination est principalement rénale avec une demi-vie trés longue de
plusieurs semaines voire plusieurs mois(168). Le médicament ne passe que trés peu la BHE(3).

Les principaux effets secondaires de la molécule sont peu spécifiques (Tableau VIII). Les deux effets
secondaires les plus fréquents sont la fievre et la néphrotoxicité habituellement réversible. On rapporte
des réactions anaphylactiques sévéres a l'injection du produit, des éruptions cutanéo-muqueuses, des

nausées et des vomissements, des polyneuropathies et une toxicité hématologique(71).

L.D.1.a.ii Pentamidine (Pentacarinat)
AH NH
O Y
~.

N . N /\‘\/
O TR

-

Figure 26 : structure de la pentamidine (d’aprés(166))

Ce dérivé organique de synthese, diamine aromatique, n’est disponible que sous la forme de
pentamidine iséthionate (Figure 26 et Tableau VII). Il existe des flacons de 200 mg congus uniquement
pour 'OMS et distribués gratuitement dans les pays de zone d’endémie.

Son mode d’action n’est pas totalement connu. Plusieurs mécanismes semblent intriqués : la molécule
inhibe la synthése de I’ADN par blocage de la thymidine-synthétase, elle modifie le kinétoplaste, elle se
fixe sur ’ARN de transfert et interfére avec la synthése des polyamines par blocage réversible de la S-
adénosyl-L-méthionine décarboxylase(3).

La pentamidine n’est pas active sur les phases Il de la maladie du sommeil. Mais elle est trypanocide sur
les deux sous-espéces de trypanosome.

La pharmacocinétique du produit est de mieux en mieux connue. Sa demi-vie est tres longue, plusieurs
semaines. Son pic de concentration se produit une heure aprées une injection IM (intramusculaire) et lors
de l'injection IV (intraveineuse), lente sur deux heures, on remarque une phase de distribution rapide de
dix minutes suivie d’une phase de distribution plus lente(169)(170). Les concentrations plasmatiques de
la pentamidine varient notablement d’un sujet a un autre mettant en évidence des différences
interindividuelles de métabolisme de la molécule(169)(170). Le médicament se concentre fortement
dans les tissus, particulierement dans les reins et le foie(171). Le produit n’atteint pas des concentrations
suffisantes pour avoir un effet trypanocide dans le LCR des patients (0,5% a 0,8% des concentrations
plasmatiques) mais y reste détectable jusqu’a 30 jours apres I'administration(169). La pentamidine se lie
a 70% aux protéines plasmatiques et n’est pas éliminé par le rein mais majoritairement par métabolisme
hépatique. Au moins sept métabolites ont été trouvés(71)(172).

Cette molécule est mieux tolérée que d’autres anti-trypanocides, cependant elle peut entrainer des
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hypoglycémies séveres (Tableau VIII). On observe également aux points d’injections, qui sont
douloureuses, des gangrénes et des abces stériles avec atteintes du nerf sciatique. La toxicité rénale
réversible est I'effet secondaire le plus décrit. Des hypotensions aprés |'administration sont retrouvées
dans 10% des cas, et peut atteindre 75% des patients apres injection IV. Des syncopes, des éruptions
cutanées, des toxicités cardiaques a type de tachycardies ou d’arythmies et de rares atteintes
pancréatiques tels des hypoglycémies voire des diabétes sont possibles. Des atteintes hépatiques et des

toxicités hématologiques sont aussi retrouvées(69).

L.D.1.a.iii Mélarsoprol (Arsobal’)
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Figure 27 : structure du mélarsorpol (d’aprés(166))

Le mélarsoprol (Figure 27 et Tableau VII) est un dérivé de I'arsenic sous forme trivalente. L’adjonction
d’un chélateur de métaux lourd le BAL (British Anti-Lewisite ou dimercaptopropanol) a permis de
diminuer sa toxicité.

Le mécanisme d’action du médicament n’est pas tout a fait connu. Il agirait dans le cycle d’oxydo-
réduction du parasite en inhibant un co-facteur : le trypanothion. Il semblerait que le produit agisse aussi
sur plusieurs autres enzymes contenant des dithiols, tels la glutathion réductase(173). La molécule
semble inhiber la pyruvate kinase, la phosphofructokinase, le fructose-2,6-biphosphatase, lui conférant
également une action dans la glycolyse de Trypanosoma(69).

Le mélarsoprol est actif sur les deux sous-types de Trypanosoma quel que soit le stade de la maladie.
Cependant la grande toxicité de la molécule lui fait préférer des que possible d’autres traitements.

La pharmacocinétique de ce médicament reste encore largement inconnue et subirait des variations
interindividuelles importantes.

Sa demi-vie, qui dépend du mode de détermination utilisé, est de 35 heures avec la méthode biologique
de quantification du mélarsoprol mise au point par Burri et Brun ou inférieure a une heure en HPLC
(chromatographie en phase liquide a haute performance) suggérant une transformation rapide de la
molécule en métabolites actifs dont I’activité n’est pas observable avec la seconde méthode(174)(175).
Le métabolite principal est le melarsen oxyde. Les concentrations plasmatiques, la fixation aux protéines
plasmatiques et le passage de la BHE subissent, eux-aussi, des variations interindividuelles importantes.
La concentration de la molécule dans le LCR reste généralement trés basse avec des valeurs inférieures a

100 ng/mL(176).
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Historiguement, dans les années 1950, en se basant sur une expérience de 50 ans d’utilisation, des
schémas thérapeutiques ont été proposés. Le mode d’administration dit séquentiel consistait, dans tous
les protocoles, en trois ou quatre injections espacées de sept a dix jours(69). A I'époque, la concentration
relativement basse de médicament retrouvée dans les urines avait fait supposer une accumulation
importante du produit dans le corps humain. Dans les années 1970, la découverte d’une élimination
principalement hépatique de la molécule pouvait faire penser que ces schémas n’étaient pas
optimums(177). Ce n’est que récemment, dans les années 1990, que Pépin et Milord ont proposés des
protocoles thérapeutiques d’administration continue incluant des posologies plus basses et plus
rapprochées de maniere a obtenir les mémes doses cumulées(178).

Le principal effet secondaire du médicament, qui concerne 5% a 10% des patients, est I’'encéphalopathie
arsenicale qui survient principalement lors des premiéres injections du produit mais aussi aprés la fin du
traitement (Tableau VIII) (166). Le tableau clinique consiste en I"apparition brutale de convulsions ou de
troubles de la conscience qui évoluent rapidement vers le coma. L’adjonction concomitante de thiamine
avec le mélarsoprol permettrait d’en diminuer les effets secondaires tout en préservant son
efficacité(166). Le taux de mortalité lié a I'encéphalopathie varie de 0,95% a 9,4%(71).

D’autres effets secondaires sont possibles (Tableau VIII). On décrit des céphalées, des tremblements, des
réactions fébriles, des douleurs abdominales et thoraciques, des éruptions cutanées ainsi que des
thrombophlébites périphériques apres injection IV de la molécule. Des toxicités cardiaques, rénales,

hépatiques et hématologiques sont également observées(71)(166).

I.D.1.a.iv Nifurtimox (Lampit®)
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Figure 28 : structure du nifurtimox (d’apres(166))

Le nifurtimox (Figure 28 et Tableau VII) est un dérivé du 5-nitrofurane. La molécule est fournie
gratuitement a I’'OMS par le Laboratoire Bayer en vue d’étre distribuée dans les pays d’endémie et a MSF
afin d’effectuer des essais thérapeutiques sur le traitement qui est considéré comme compassionnel et
prescrit en cas d’échec au mélarsoprol(166).

Le nifurtimox permet la création de radicaux libres a partir du nitrofurane. Ces radicaux libres se fixent
ensuite sur ’ADN et les protéines. Un autre mécanisme serait également mis en cause : la fixation
inactivatrice du nifurtimox sur une enzyme du cycle d’oxydo-réduction : la trypanothion réductase.
Initialement, le médicament était indiqué dans le traitement de la maladie de Chagas. Le nifurtimox n’est
pas indiqué en monothérapie dans le traitement des THA. Le taux de succes thérapeutique, qui a été

évalué dans des cas d’infection a T. b. gambiense, est tres variable allant de 50% a 80% faisant supposer
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I’existence de souches résistantes a la molécule(166). Son intérét principal réside dans son utilisation en
combinaison, que ce soit avec le mélarsoprol ou I'éflornithine, surtout au vu de l'augmentation des
résistances au mélarsoprol(166).

Aprés la prise orale de 15 mg/kg, la concentration atteint un pic en deux a trois heures. La demi-vie est
de trois heures avec une élimination essentiellement hépatique. La molécule diffuse bien dans
I'organisme. Les concentrations plasmatiques, aprées prise du traitement, sont faibles. Cependant on
retrouve la moitié de ces doses plasmatiques dans le LCR(166).

Le nifurtimox est souvent administré par voie orale a raison de 5 mg/kg, trois fois par jour, pendant deux
a trois semaines(71).

Les effets secondaires observés s’intriquent étroitement avec les symptomes de la maladie qui est déja
trés avancée lors des rechutes (Tableau VIII). On décrit des atteintes nerveuses a type de convulsions,
psychoses, neuropathies périphériques. Les autres symptomes rapportés sont des atteintes digestives a

type d’anorexie ainsi que des nausées et des vomissements(71).

I.D.1l.a.v Eflornithine (Ornidyl’)
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Figure 29 : structure de I'éflornithine (d’apres(166))

L’éflornithine ou DL-a- difluoro-méthyl-ornithine (DFMO) (Figure 30 et Tableau VII) a initialement été
développé en tant qu’anti-cancéreux. La molécule est fournie gratuitement par le laboratoire Sanofi-
Aventis pour sa distribution dans les pays d’endémie.

Il agit par inhibition irréversible de I'ornithine décarboxylase du trypanosome. Cet enzyme est
indispensable a la synthese des polyamines. En l'inhibant, I'éflornithine arréte la différenciation et la
division cellulaire du parasite, le rendant ainsi plus sensible au systéme immunitaire de I’h6te qui prend
la releve. Il est trypanostatique et les patients ne doivent donc pas étre immunodéprimés pour que la
molécule soit active. La relative résistance de T. b. rhodesiense a la DFMO est liée a une demi-vie de
I’enzyme cible plus rapide dans cette sous-espece(69).

Le pic de concentration de la molécule est atteint dans les six heures apres la prise orale, la demi-vie est
de trois heures aprés I'administration de 10 mg/kg en IV. La courte demi-vie nécessite plusieurs prises
journalieres mais I'action prolongée du traitement contre balancerait ce phénoméne et permettrait
I'administration biquotidienne du produit(179) .

L’élimination de I'éflornithine est rénale avec 80% de la dose se retrouvant, sous forme inchangée a 80%,

dans les urines dans les 24 heures(180). La molécule est peu liée aux protéines plasmatiques.
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Le médicament est disponible sous forme orale ou IV. Mais I'efficacité du traitement sur les phases Il des
THA dépend de la concentration de DFMO retrouvée dans le LCR, celle-ci ne doit pas étre inférieure a 50
nmol/mL(181). Plusieurs études ont montré une diminution d’efficacité lors de traitements plus courts
ou administrés par voie orale(69). Le protocole d’administration comprend donc des injections IV
plusieurs fois par jours.

La prescription du traitement chez les enfants doit tenir compte de la moindre concentration de produit
dosée dans le LCR(181).

Les effets secondaires sont fréquents, supérieurs a 10%, et essentiellement similaires a ceux des anti-
cancéreux : toxicité hématologique, diarrhée, nausée, vomissement, fievre, alopécie, anorexie, céphalée,
douleur abdominale, convulsion (Tableau VIII) (71). Les infections liées aux soins de cathéter ne sont pas

négligeables et nécessitent une asepsie stricte.

Tableau VII : molécules usuelles disponibles pour le traitement des THA

Molécules DMM  Admini- Indication Remarques
Stration Stade Sous type

(cytorachie) parasitaire

Stade | T.b.rhodesiense - Risque de choc en cas

Suramine IV lente

(<6 C/uL) (T.b.gambiense) d’infection a Onchocerca
volvulus
Pentamidine 1937 IM Stade | T.b.gambiense - Echecs thérapeutiques
IV lente (<20 C/ulL) signalés
Mélarsoprol 1949 v Stade Il T.b.gambiense - Echecs thérapeutiques
(Stade 1) T.b.rhodesiense signalés
Nifurtimox 1960 Per os Stade Il T.b.gambiense - Pas d’AMM en

monothérapie
- Inactif sur T.b.rhodesiense

Eflornithine 1981 v Stade Il T.b.gambiense - Administration difficile
- Couteux
- Inactif sur T.b.rhodesiense

DMM : date de mise sur le marché ; IM : intramusculaire ; IV : Intraveineux ; C/uL : cellules/uL ; AMM : autorisation
de mise sur le marché.
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Tableau VIl : effets secondaires des molécules usuelles disponibles

Molécules

Suramine

Pentamidine

Mélarsoprol

Nifurtimox

Eflornithine

Effets secondaires

- Réactions fébriles

- Néphrotoxicité réversible

- Eruptions cutanéo-muqueuses

- Nausées/vomissements

- Polyneuropathies

- Toxicité hématologique

- Bien tolérée

- Douleur, gangréne et abcés au point d’injection

- Malaises lors de I'injection

- Induction d’hypoglycémie

- Tres toxique : encéphalopathie arsenicale

- Phlébites au point d’injection

- Atteintes du SNC : convulsions, réactions psychotiques,
neuropathies périphériques

- Atteintes digestives : anorexie, nausées, vomissements

- Toxicité hématologique

- Fievres

- Anorexie

- Diarrhées/vomissements

- Douleurs abdominales

- Convulsions

- Céphalées

- Vertiges

SNC : systéme nerveux central

I.D.1.b Nouvelles molécules

Les difficultés liées au traitement, le peu de molécules disponibles, leurs colts, la difficulté
d’administration ou la toxicité, poussent a rechercher de nouvelles molécules thérapeutiques. Les voies

métaboliques et les caractéristiques biochimiques propres a T. brucei sont en cours d’étude pour

découvrir des cibles potentielles pour de nouveaux traitements (Tableau IX).
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Tableau IX : cibles potentielles pour le développement de nouvelles molécules dans le traitement des

THA (d’apres(161))
Pathway Enzymes Validation Status
Polyamine ODC, AdoMetDC Genetic and | AdoMetDC — Lead
biosynthesis chemical optimization
Trypanothione TryRed, TSHSyn Genetic and | Hit to Lead
biosynthesis chemical
Energy Hexokinase, Genetic and | PFK — Hit to Lead
Metabolism/glycolytic | Phosphoglucose chemical Aldolase — Hit
enzymes isomerase, identification

phosphofructokinase,
fructose-1.6-
bisphoshate aldolase;
phosphoclycerate

kinase: enolase

Purine and Pyrimidine | DHFR-TS, pteridine | Genetic and | DHFR-TS — Hit to

metabolism reductase, cytidine chemical Lead
triphosphate
synthetase
DNA modification DNA topoisomerases | Genetic and | Topo — Hit
chemical identification
Fatty acid Elongases, N- Genetic and | NMT — Hit to Lead
biosynthesis/utilization | myristoyltransferase chemical
Sphingolipid Sphingolipid Genetic
biosynthesis synthase
Protein modification Prenylation Genetic and | PFT — Lead
chemical optimization
Protein modification Kinases Genetic and | GSK3 — Hit to Lead
chemical
Protein modification Proteases (TbCatB) Genetic and | Hit identification
chemical and validation
tubulin Tubulin assembly Genetic and | Hit identification
chemical
L.D.1.b.i Dérivés de molécules existantes
I.D.1.b.i.1) Complexes moléculaires mélarsoprol-cyclodextrine :

La cyclodextrine est un composé utilisé en association avec de nombreux médicaments pour diminuer la
toxicité et augmenter la solubilité des molécules déja existantes. Des complexes moléculaires associant
du mélarsoprol et de la cyclodextrine ont été donnés oralement a des souris trypanosomées. Les
combinaisons testées ont montré une efficacité sans effets secondaires notables. Ces résultats sont a

confronter a des études ultérieures(182).

I.D.1.b.i.2) Prodrogues de la pentamidine :

Plusieurs prodrogues de la pentamidine sont en cours d’évaluation. Le but étant de tester leur solubilité

et leur passage de la BHE. Les résultats sont encourageants et prometteurs(183).



L.D.1.b.ii Autres composés

I.D.1.b.ii. 1) Dérivés nitroimidazolés :

La redécouverte de ces composés amene a la mise en place d’essais cliniques par le DNDi (Drugs for

Neglected Diseases initiative)(184) fondé en 2003.

[.D.1.b.ii.1)a) Fexonidazole

En plus du nifurtimox vu plus haut, le fexonidazole est en cours d’essai clinique phase II/1ll a la dose de
1,8 g/jour pendant quatre jours puis 1,2 g/jour pendant six jours. Le fexonidazole ou 5 nitro-imidazole
est une molécule d’administration orale avec une activité trypanocide rapide. Elle agit principalement
par le biais de ses deux métabolites, fexonidazole sulfoxide et fexonidazole sulfone. Ce produit serait
efficace sur les deux phases des THA et sur les deux sous-especes impliquées(185). Il existerait des
résistances croisées avec le nifurtimox(186). C’est la nouvelle molécule la plus avancée actuellement

dans la recherche.

[.D.1.b.ii.1)b) Autres dérivés nitro-imidazolés

Les autres dérivés nitro-imidazolés semblent trés prometteurs, notamment le mégazol qui agit en
bloquant le chaine mitochondriale du parasite. Le principal défaut de ces molécules tient a leurs effets

mutagenes. Ces effets nécessitent des études ultérieures(71).

I.D.1.b.ii.2) Cordycepine-pentostatine :

L'association de deux molécules, la cordycepine (3’deoxyadenosine) et la pentostatine
(déoxycoformycine), a une activité trypanocide dose dépendante dont les effets secondaires sur le foie

et le rein ne sont pas négligeables(187).

I1.D.1.b.ii.3) Poisons de la topoisomérase IA :

Les trypanosomes possédent de I’ADN mitochondrial au niveau du kinétoplaste dont les topoisomérases,
essentielles a la survie de parasite, sont spécifiques aux trypanosomes et des cibles potentiels n’ayant

pas d’équivalent dans les cellules des mammiféres(188).

LD.1.b.ii.4)1 Inhibiteurs de la N-myristoyltransferase :

Le pyrazole sulfonamide est un composé inhibant I’enzyme myristoyl-CoA-protein N-myristoyltransférase
(NMT) de T. brucei quel que soit le sous-type. Cette activité permet une lyse rapide du trypanosome due

au nombre important de substrats de I'enzyme cible. La NMT humaine est aussi une cible de cet
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inhibiteur mais semble moins indispensable a la survie des cellules(189). Des études pour améliorer la

pénétration du SNC des patients par la molécule sont en cours(190).

1.D.1.b.ii.5) Diamidine :

La parafuramidine maléate (DB289) aprés des essais cliniques menés avec succes jusqu’a la phase lll a
montré des toxicités rénales et hépatiques suffisamment graves pour ne pas le recommander.
Actuellement, d’autres composés de la méme classe thérapeutiques sont en cours d’étude

préclinique(191).

1.D. 1.b.ii.6) Benzoxaborole :

Ce composé serait un traitement oral potentiel pour les phases Il des THA. Le composé SCYX-7158,
considéré comme le chef de file de cette classe thérapeutique, est entré en phase | des essais cliniques

en 2012(192).

I.D.1.c Combinaisons

Dans les années 1990, suite a I'homologation de I'éflornithine pour le traitement des THA, des essais
thérapeutiques de différentes combinaisons, comportant soit du mélarsoprol, de I'éflornithine ou du

nifurtimox, ont vu le jour(193).

Ces essais montraient tous une augmentation d’efficacité des combinaisons par rapport aux
monothérapies. Cependant, les combinaisons incluant du mélarsoprol causaient des effets secondaires
inacceptables qui ont amené les responsables a abandonner, avant la fin de I'étude, I'essai
thérapeutique mené en Ouganda(194).

Un autre essai, le Nifurtimox éflornithine combination therapy (NECT) semblait prometteur avec un taux
de succes calculé a 94,1%, lorsque les résultats ont été analysés en intention de traiter, mais nécessitait
confirmation a cause du peu de patients enrolés.

Une étude menée en RDC et au Congo a comparé |'efficacité et la tolérance de I'éflornithine en
monothérapie avec un protocole standard par rapport au NECT. L'efficacité des deux traitements était
excellente avec des taux supérieurs a 94% de guérison dans les deux bras. La tolérance était également
excellente et aucun déces lié aux traitements n’a été déclaré. Depuis, un essai thérapeutique
multicentrique a été mis en place sous I'égide de la DNDi et de 'OMS. Le taux de mortalité dans le bras
NECT était bas a 0,7% et le taux de guérison de 97,7% a 18 mois, confirmant ainsi les premiers
résultats(195).

Les effets secondaires rencontrés sont nombreux mais de faible gravité. Les atteintes neurologiques sont

les principaux symptomes avec une majorité de convulsions. Des atteintes psychiatriques sont possibles
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comprenant des agitations. Des atteintes digestives sont retrouvées. En ce qui concerne les atteintes
hématologiques, celles-ci sont moins fréquentes qu’avec |'éflornithine en monothérapie. Afin d’étayer
ces données, un systéme de pharmacovigilance a été mis en place par 'OMS et différentes études ont
été menées ou sont en cours. Par exemple, Schmid et son équipe a lancé en 2009-2010 une étude
portant sur 629 patients(196). Il y a eu 39 effets secondaires graves chez 32 patients dont dix morts. Le
taux de mortalité lié au traitement, dans un autre programme de pharmacovigilance mené par 'OMS en
2010, a été retrouvé a 0,5% sur 1735 patients(197).

Ce traitement est mieux toléré chez les enfants(198).
L.D.2 Indications et conduites pratiques du traitement

Le traitement de la maladie du sommeil est fonction de la chimiorésistance du parasite et de la capacité

de la molécule a franchir la BHE. Ainsi différents schémas thérapeutiques sont indiqués :

Tableau X : recommandations pour le traitement des THA d’aprés ’'OMS 2013 (d’apres(3))

Premiere intention Deuxiéme intention

Pentamidine iséthionate

THA stade | T. b. gambiense

T. b. rhodesiense Suramine Pentamidine iséthionate
1SS EGEN B T, b, gambiense NECT - Eflornithine si Cl ou indisponibilité du
nifurtimox

- Mélarsoprol si rechute
T. b. rhodesiense Mélarsoprol

Cl : contre-indication

I.D.2.a Traitement de la THA a T. b. gambiense

I.D.2.a.i Traitement de la THA a T. b. gambiense a la phase | : pentamidine

Le risque de choc brutal aprés injection de la suramine lui fait préférer la pentamidine en cas de THAa T.

b. gambiense stade 1(71).

La pentamidine est recommandée en sept a dix injections de 4 mg/kg par voie IM tous les jours ou tous
les deux jours. L'étude pharmacocinétique de I’élimination du médicament apres des injections multiples
montre que I'administration de trois doses en IM serait aussi efficace que sept a dix injections(170). Les
injections IV sont moins fréquemment pratiquées du fait du risque de survenue d’une hypotension, ce
qui nécessite donc une injection lente sur une ou deux heures. La prise de sucre et l'alitement sont
conseillés lors de la prise du traitement.

Le traitement est indiqué pour les infections a T. b. gambiense stade | (Tableau X). La pentamidine est
conseillée pour des cytorachies inférieures a 20 cellules/uL, mais son efficacité entre six et 20 cellules/ulL

de LCR reste a étayer (Tableau V)(71).
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Le taux de guérison aprés traitement est de 93% a 98%(199). On a remarqué que la diminution de la
concentration du produit dans le cytoplasme des parasites, par défaut de transport de la molécule qui
comprend plusieurs transporteurs: le transporteur adénosyl triphosphate (ATP) dépendant via le
récepteur a nucléoside P2, le transporteur faible affinité-haute capacité a la pentamidine et un récepteur
de haute affinité-faible capacité a la pentamidine (HAPT), entraine une résistance au traitement. La
possibilité pour la molécule d’entrer dans le parasite par plusieurs chemins rend les résistances difficiles

et longues a se développer. De ce fait, le taux de résistance reste bas et stable(200).
I.D.2.a.ii Traitement de la THA a T. b. gambiense a la Phase Il
1.D.2.a.ii.1) NECT

Comme nous I'avons déja évoqué au chapitre I.D.1.c « Combinaisons », le NECT a prouvé son efficacité et
son innocuité par rapport au mélarsoprol et a I'éflornithine en monothérapie lors de différentes études.
Ce n’est qu’en 2009 que 'OMS a ajouté cette combinaison a la liste des médicaments essentiels
(Essential Medicines List)(201). En effet il offre des avantages considérables avec une administration plus
facile que I'éflornithine, une diminution des hospitalisations, des doses médicamenteuses moins
conséquentes, des ressources logistiques plus souples et une protection contre I'apparition de

résistances a I’éflornithine.

Le protocole utilisé est de 200 mg/kg d’éflornithine en IV toutes les 12 heures pendant sept jours associé
a 5 mg/kg de nifurtimox par voie orale toutes les huit heures pendant dix jours. L'OMS, fort du succeés de
leur kit congu pour aider a l'utilisation de I’éflornithine, a crée un nouveau kit contenant le NECT
conditionné sous une forme facilitant son utilisation. Ceci a permis une augmentation rapide du taux de

NECT administré dans le traitement des THA (Figure 30).
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Figure 30 : pourcentage d’utilisation des médicaments trypanocides pour le stade Il de la THA a T. b.

gambiense (d’aprés(202))

85



Le taux de rechute est de 1,4% avec ce schéma thérapeutique(179).
Le NECT est considéré par 'OMS et MSF comme le traitement de premiere ligne des cas avancés de THA
a T. b. gambiense (Tableau X). Mais la nécessité de sept jours d’injections IV représente un obstacle

certain a son utilisation dans les centres de premier secours(198).
1.D.2.a.ii.2) Eflornithine

Le traitement est recommandé pour la THA a T .b. gambiense stade Il quand le nifurtimox n’est pas
disponible ou contre-indiqué (Tableau X) (3). Il a été démontré que I'éflornithine est moins toxique que

le mélarsoprol avec un taux de mortalité plus bas(203)(204).

Depuis 2001, la molécule est disponible sur le terrain, mais en raison des difficultés d’administration,
nécessitant 56 injections sur 14 jours, il est réservé aux cas réfractaires au mélarsoprol(71). Depuis la
création par 'OMS d’un kit contenant tout le matériel nécessaire a I'injection de I'éflornithine ainsi que
la mise en place de nombreux programmes de distribution et d’entrainement pratique, 'utilisation de la
molécule est plus généralisée (Figure 31) (202).

Ainsi, le schéma thérapeutique recommandé est une injection IV de 100 mg/kg toutes les six heures
pendant 14 jours, ce qui nécessite une hospitalisation au cours de cette période. Le taux de guérison
avec ce protocole est de 97% avec un taux de rechute a deux ans de 5% a 10%(205)(3).

Malgré ces avancées, le protocole d’administration de I’éflornithine reste lourd et I'administration de la

molécule en monothérapie pose probléme quant a I'apparition éventuelle de résistances au produit.
I.D.2.a.ii.3) Mélarsoprol

Le mélarsoprol n’est plus indiqué que dans les stades avancés de THA a T. b. gambiense lors des rechutes

apres un traitement par NECT (Tableau X).

En se basant sur ce que l'on a dit a propos du mélarsoprol au chapitre I.D.1.a.iii, la molécule
s’administrait, classiquement, en une injection IV de 3,6 mg/kg par série de trois ou quatre injections
toutes les semaines. Ce n’est qu’en 2003, avec I'essai thérapeutique IMPAMEL 11(206), que le protocole
consistant en I'administration IV de 2,2 mg/kg par jour pendant dix jours, a été recommandé pour T. b.
gambiense stade Il. Le programme IMPAMEL Il a permis de montrer une efficacité et une tolérance
équivalente du schéma court par rapport au schéma historique tout en diminuant la durée
d’hospitalisation, le colt ainsi que la dose totale de médicament administrée.

Le taux d’échec du traitement augmente lorsque celui-ci est utilisé en monothérapie(207)(208). Il est de
5% a 8% environ dans la plupart des foyers et certaines zones ont subi des augmentations alarmantes du

taux de résistance. Il peut atteindre jusqu’a 30% des patients en Ouganda, 25% au Congo et en Angola et
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16% a 21% au Soudan(207). Il existe des résistances croisées entre la pentamidine et le mélarsoprol lors
la perte des transporteurs P2 et HAPT. Ceci permet de penser que ces deux transporteurs sont

nécessaires pour développer une résistance de haut niveau a la pentamidine et au mélarsoprol(161).

I.D.2.b Traitementdela THA a T. b. rhodesiense

L.D.2.b.i Traitement de la THA a T. b. rhodesiense a la phase |
I.D.2.b.i.1) Suramine

La molécule s’administre, immédiatement aprés la reconstitution. Aprés une dose test de 4-5 mg/kg le
premier jour, les injections suivantes sont espacées de cing a sept jours en IV lentes a la dose habituelle
de 20 mg/kg. Pour le moment il n’existe pas de recommandation pour adapter la posologie a la clairance

de la créatinine.

La suramine est indiquée dans de nombreuses pathologies: c’est un traitement anticancéreux, c’est
également un traitement possible contre le VIH et un antifilaricide actif sur Onchocerca volvulus.

La suramine est indiquée dans le traitement de la THA a T. b. rhodesiense stade | (Tableau X). Il est
préférable, pour limiter le nombre de rechute, de prescrire le traitement uniquement en cas de
cytorachie inférieure a 6 cellules/uL(71).

Les résistances décrites sont rares(166).
1.D.2.b.i.2) Pentamidine

Selon 'OMS, il serait intéressant d’évaluer son efficacité sur T. b. rhodesiense stade | au vu de son
efficacité lors de traitement de cas de sommeilleux de pays non endémique infectés par cette sous-

espece et traités par la pentamidine avec succes(3).
L.D.2.b.ii Traitement de la THA a T. b. rhodesiense a la phase Il : mélarsoprol

Le schéma thérapeutique du mélarsopol a été testé par I'OMS entre 2006 a 2009 en Tanzanie et en
Ouganda sur les maladies du sommeil a T. b. rhodesiense stade Il afin d’obtenir la recommandation
d’utilisation pour cette sous-espece (Tableau X). Le programme s’intitulait IMPAMEL lll. C'est en 2009,
lors du 30°™ congres scientifique international pour le contréle et la recherche de la trypanosomose que

ce protocole a été entériné(3).

Le taux de mortalité lors de cette étude a été de 8,4% avec 1% de rechute.
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I.D.3 Suivi des patients et contréle de I'efficacité du traitement

Comme nous venons de le voir, les traitements des THA ont des taux de rechutes bas et stables, a
I’exception du mélarsoprol dans certains foyers de la maladie. Par exemple, tous stades confondus, dans
une étude menée en RDC, le taux de rechute a été de 37% dont 59% aprés une monothérapie de 10

jours de mélarsoprol(209).

D’autres facteurs de risque de rechute ont été identifiés dans différentes études: un traitement
antérieur de THA ou la présence, au diagnostic, d’'une cytorachie supérieure a 100 cellules/pL, de
trypanosomes dans le LCR et d’un titre d’IgM dans le LCR supérieur a 16(162)(209).

Les rechutes concernent principalement les patients en deuxieéme phase de THA et sont plus précoces en
cas de THA a T. b. rhodesiense(3).

Sur le terrain, apres le diagnostic et la prescription du traitement, les patients reviennent rarement pour
un suivi. Seuls les malades redevenant symptomatiques consultent. Malgré ces limites, un suivi est
conseillé jusqu’a 24 mois selon ’'OMS avec des schémas séquentiels permettant de raccourcir le suivi des
patients en fonction des résultats des examens(3). Ce suivi est actuellement basé sur I'examen clinique
du patient et de son LCR avec les mémes deux méthodes principalement utilisées pour le diagnostic de
phase : la détection du parasite et la cytorachie. Lorsqu’il existe une suspicion clinique de rechute sans
diagnostic différentiel possible, le clinicien peut étre amené a traiter le patient sans que les résultats des
examens n’interviennent(3).

Le suivide la THA a T. b. rhodesiense est identique a celui des malades a T. b. gambiense.

Le suivi des patients sur I’évolution de leur taux d’Ac sanguin n’est pas recommandé. En effet, les taux

peuvent rester détectable jusqu’a 5 ans apreés la guérison(3).

1.D.3.a Suivi a trois mois

La rechute a trois mois, que ce soit en phase | ou Il de la maladie, est définie par la présence de
trypanosomes dans le LCR. Le compte cellulaire dans le LCR n’est pas suffisamment discriminant et

entraine des faux positifs.

Les autres patients sont amenés a revenir pour continuer le suivi.

1.D.3.b Suivi a six mois

L’absence de trypanosomes dans le LCR et une cytorachie inférieure ou égale a 5 cellules/uL classent le

patient en guéri.
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L.D.3.b.i Les patients en phase | de THA lors du diagnostic

Les patients initialement en phase | de THA rechutent rarement avec des parasites détectables dans leur
LCR. L’évolution de la cytorachie est donc un meilleur marqueur et son ascension une preuve forte de
rechute dans la maladie(3).

Une cytorachie supérieure ou égale a 20 cellules/uL ou la présence de trypanosomes définissent la

rechute. Le seuil de 20 cellules a été choisi car il signe une atteinte neurologique. La présence de

trypanosomes est rare mais décrite dans les rechutes des phases | de THA au diagnostic.

Les patients avec un compte cellulaire entre 6 et 19 cellules/uL sans parasite détecté dans le LCR sont
considérés comme ayant une évolution incertaine et doivent revenir pour le prochain suivi ou étre

traités en fonction de la clinique.

L.D.3.b.ii Les patients en phase Il de THA lors du diagnostic

La démarche du suivi est le méme que pour les phases | avec un seuil de cytorachie a 50 cellules/pL.
Donc une cytorachie supérieure ou égale a 50 cellules/uL ou la présence de trypanosomes définissent la
rechute.

Les patients avec un compte cellulaire entre 6 et 49 cellules/uL sans parasite détecté dans le LCR sont
considérés comme ayant une évolution incertaine et doivent revenir pour le prochain suivi ou étre

traités en fonction de la clinique.

I.D.3.c Suivi tardif

I.D.3.c.i Les patients en phase | de THA lors du diagnostic

Les rechutes lors des THA en phase | peuvent étre tardives. Le temps moyen entre le diagnostic et la

rechute, si elle a lieu, est de 12 a 17,5 mois.

Le méme raisonnement que lors du suivi a six mois s’applique. Le suivi est recommandé a 12 mois et

tous les six mois jusqu’a 24 mois au moins.

L.D.3.c.ii Les patients en phase Il de THA lors du diagnostic

A 12 mois seuls les patients avec des trypanosomes ou une cytorachie supérieure a 20 cellules/pL sont

considérés en rechute. Les autres patients sont tous considérés comme guéris.

I.D.3.d Les marqueurs de suivi en cours d’évaluation

La nécessité de suivre les patients traités pendant une longue période est un inconvénient majeur
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menant a de nombreux cas de perte de vue des patients. De nouveaux marqueurs plus précoces et

mesurables sans étre invasifs seraient intéressants.

I.D.3.d.i Concentration de I'll-10 dans le LCR

Différentes études stipulent que la concentration d’ll-10, lors des phases tardives de la maladie, est
élevée(210)(157). Cette concentration diminue rapidement aprés la mise en place d’un traitement et est

le premier marqueur que I'on connait a se normaliser avec la cytorachie(211).

L.D.3.d.ii Concentration d’IgM et d’Ac spécifiques anti-trypanosomes dans le LCR

Chez les patients en phase Il de la maladie, la concentration d’IgM dans le LCR est souvent élevée. Apres
traitement, la concentration de ces IgM retourne a la normale dans les 6 a 12 mois. La guérison, dans ces

cas la, pourrait étre corrélée a la normalisation de ces valeurs.

Un test d’agglutination est disponible pour déterminer la valeur des IgM dans le LCR : LATEX/IgM. Test
dont nous avons déja parlé dans le chapitre I.C.4.c.i.

Les rechutes seraient détectables 12 mois apres le traitement lorsque I'on combine la cytorachie et la
valeur d’IgM intrathécal avec une spécificité de 97% et 100% a 18 mois. La valeur d’IgM intrathécal
pourrait étre utilisé seul a 18 mois pour repérer les rechutes. Mais son association avec la cytorachie est

plus sensible(211).

I.D.3.d.iii Dosage de la néoptérine dans le LCR

Des marqueurs de la réponse immunitaire humorale intrathécale ont été évalués dans le LCR des
patients pour le diagnostic de phase comme nous l'avons dit dans le chapitre I.C.4.c.ii « Autres
marqueurs de la réponse immunitaire dans le LCR ». Ces marqueurs, en indiquant I"évolution de la
réponse immunitaire, permettraient de détecter la reprise de la maladie dans le LCR. Parmi ces
marqueurs, la néoptérine et le CXCL-13 semblent les plus prometteurs. En particulier la néoptérine qui,
des le sixieme mois de suivi, a permis de raccourcir le suivi post traitement chez 97 patients sur 111.
Cependant, comme nous l'avons déja évoqué au chapitre I.C.4.c.ii « Recherche d’une réponse
immunitaire humorale intrathécale », 'augmentation de la concentration de néoptérine n’est pas

spécifique mais montre une activation de la réponse immunitaire(212).

L.D.3.d.iv Dosage sanguin de cytokines

Nous avons déja vu au chapitre I.C.4.e page 68, sur les marqueurs de phase dans le sérum, que des
cytokines permettent de classer la maladie. En suivant la décroissance de leur valeur lors du suivi de

patients traités, il serait certainement possible de marquer la guérison de ces patients.



Il a été montré que la concentration du TNF-a, lors des stades tardifs de la maladie, avant et aprés
traitement est significativement diminuée, ce qui n’est pas le cas lorsque le patient est diagnostiqué lors

de la phase | de la maladie(210).

I.D.3.d.v Dosage de I’Arginase dans le sang

Le métabolisme de la L-arginine joue un role essentiel dans la survie du parasite chez son héte. Ce réle
est attesté chez différents pathogenes et n’est pas spécifique du trypanosome. Il existe aussi chez

Helicobacter pylori et d’autres protozoaires flagellés comme Leishmania(213).

La L-arginine sert de substrat a deux enzymes : I'arginase et la Nitric oxide synthase (NOS). Grace a ses
deux isoformes, l'arginase hydrolyse la L-arginine en urée qui joue un réle essentiel dans le cycle de
I'urée hépatique des mammiféeres et donc de la détoxification de I'ammoniac, et en L-ornithine qui
permet la synthese des polyamines via |'ornithine decarboxylase (ODC). Le deuxiéme substrat, la NOS,
permet la production du NO dans les macrophages et les granulocytes. De plus, la déplétion en L-
arginine médiée par I'arginase entraine une suppression de la réponse immunitaire des lymphocytes T. Il
a été montré que l'activation de lI'isoforme ARG1 dans les macrophages des mammiféres entraine une
diminution de la production de NO qui joue un role essentiel dans la lutte contre les pathogenes comme
le trypanosome. En effet, I'activation de I’ARGI entraine une diminution de la L-arginine substrat de la
NOS(214).

Chez les trypanosomes, les polyamines sont essentielles dans la synthése de I’ADN et du trypanothion.
Ces deux éléments sont eux-mémes essentiels au maintien d’'une réponse au stress oxydatif et a la
prolifération des parasites(215). Le trypanothion est spécifique des kinétoplastidés et remplace le
glutathion présent chez I’'Homme. Il joue un réle essentiel dans la lutte contre le stress oxydatif. Il est un
composant de nombreuses enzymes chez le trypanosome et est indispensable a sa survie(173)(215).

En résumé, I'augmentation de I'arginase chez I’hote infecté permettra la survie du parasite et diminuera
I’efficacité des défenses immunitaires de I’'hote.

Une étude menée en RDC a mesuré la concentration de l'arginase et son activité dans le sérum de
patients sommeilleux en phase | et en phase Il.

Avant et aprées le traitement, la concentration d’arginase chez les patients est significativement plus
élevée que dans le bras contrble. L'activité de I'arginase, qui montre le réle de la production de la L-
ornithine dans la pathogénicité de I'arginase, est significativement plus élevée chez les patients en phase
| que dans le bras contrdle et est augmentée chez les patients en phase |l mais pas significativement.

Les mémes mesures ont été effectuées chez les patients présents a six mois soit 14 personnes. Chez 12
de ces patients, les concentrations et |'activité de I'arginase, initialement élevés, étaient redevenues

normales. Le contréle parasitologique était négatif.
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L’origine de I'arginase n’a pas encore été trouvée mais les granulocytes et les macrophages pourraient y
jouer un réle.

Ces résultats semblent prometteurs et permettraient un suivi de la maladie via un marqueur sérique.

Une étude multicentrique a large cohorte serait nécessaire avec la mise au point d’un échéancier pour le
suivi(216).
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II Cas de Trypanosomoses Humaines Africaines
diagnostiquées chez une mere et son enfant de
14 mois au CHRU de Tours

L’'enfant Dan AMB... est né le 28 avril 2012 en France, a Chartres (Eure-et-Loire) d’'une mere Congolaise

(RDC). Il n"a jamais séjourné en Afrique.

Le 24 juin 2013, le laboratoire de bactériologie du CHRU de Tours regoit une PL pour cet enfant, agé alors
de 14 mois et hospitalisé a I'hopital pédiatrique Gatien de Clocheville de Tours pour exploration de
troubles neurologiques apparus vers I'age de 9 mois. Cette PL est la deuxiéme pratiquée au CHRU de
Tours pour la recherche étiologique de la pathologie de Dan. Dans le LCR, des « éléments mobiles » sont
objectivés au microscope (Figure 31) (D. Laullier). Le laboratoire de Parasitologie du CHRU est
contacté et identifie sur I'état frais ces parasites comme étant des trypanosomes. Une coloration au
MGG permet d’en détailler la morphologie (Figure 32). Le diagnostic de trypanosomose humaine

africaine est alors posé chez cet enfant.

Figure 31 : forme trypomastigote de Trypanosoma sp observée dans le LCR de Dan (état frais, x 400,

Service de Parasitologie de Tours)

i 3

Figure 32 : forme trypomastigotev de Trypanosoma sp observée dans le LCR de Dan (MGG, x 1 000,

Service de Parasitologie de Tours)

Aprés consultation du systéme informatisé du CHRU (« dpp » pour « dossier patient partagé ») il apparait
gue Dan a été admis a Tours le 21 mai 2013, transféré depuis Vierzon ou il avait été hospitalisé quelques

semaines plus t6t pour des anomalies de développement staturo-pondéral et psychomoteur.
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Sur le dpp apparait également l'information selon laquelle sa maman, Nadége, serait porteuse de
« lésions de leucodystrophie diagnostiquées sur 2 IRM cérébrales faites en janvier (Bourges) et mars
2013 (St Anne, Paris) sur une hémiparésie gauche et un ralentissement psycho-moteur ». Nous relatons
ci-dessous les éléments cliniques, biologiques et thérapeutiques de ces deux patients, tels qu’ils ont été

colligés dans le dpp depuis mai 2013, par les différents intervenants dans ces dossiers.

II.A Tableaux cliniques de Dan et sa maman

II.A.1 Tableau clinique de Dan

Le petit Dan, 1 an, arrive au CHRU de Tours le 21 mai 2013 pour exploration de troubles neurologiques

majeurs.

II.A.1.a Anamnése

Le suivi de grossesse de sa mere a été tout a fait normal. Les échographies anténatales faites a 13 SA, 22
SA+6 jours et 32 SA+5 jours sont reportées normales (non vues). Il nait a 39 SA avec un score d’APGAR
10/10 et des biométries de naissance normales. Avec un poids de naissance au 25° percentile (3 070
grammes), une taille 3 la naissance au 22° percentile (48,5 cm) et un périmétre cranien & la naissance au
57° percentile (35 cm) selon ’AUDIPOG (association des utilisateurs de dossiers informatisés en pédiatrie,
obstétrique et gynécologie).

L'anamnese de sa mere et de la famille d’accueil, qui le garde régulierement depuis I'age de six mois en
raison des problemes de santé de sa meére, ne permet pas de dater le début de ses troubles d’acquisition.
A neuf mois, un retard staturo-pondéral est noté. La famille d’accueil décrit un retard global des
acquisitions non régressif. Alors que la mere semble décrire un changement de comportement apparu il
y a 1 ou 2 mois avant I’hospitalisation du 21 mai 2013 : son enfant ne sourit plus, ne rit plus et n’attrape
plus les objets. Cependant, la mére est difficilement interrogeable, son état neurologique s’étant
dégradé également récemment comme on le décrit au cours du chapitre II.A.2.a portant sur 'anamnese

de Nadege.

Début mai 2013, une hospitalisation de I’enfant a Vierzon est alors décidée (Tableau XI page 101).
L’examen clinique montre :
- Un poids a -1,38 déviation standard (DS) (7,490 kg), une taille a -2,25 DS (70 cm) et un
périmétre cranien normal (47 cm).
- L’examen neurologique est trés perturbé avec un retard de développement psychomoteur
franc : « Enfant allongé, ne se reléve pas seul, ne reléve pas la téte, se contente de la tourner.

Hypotonie globale, axiale et des membres. Ne tient pas sa téte, ne tient pas debout. Réflexes
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ostéo-tendineux : ébauche des reflexes au membre supérieur, non retrouvés aux membres
inférieurs. »
Les examens biologiques objectivent :
- Uneanémie a9,9 g/dL (valeurs normales N : 11,5-13 g/dL) sans anomalies des autres
lignées ;
- Le bilan hépatique est a la limite des normales : I'aspartate aminotransférase (ASAT) a 34
UI/L (N : 15-60 UI/L) et I'alanine aminotransférase (ALAT) a 40 UI/L (N : 10-45 UI/L) ;
- Une hyperprotidémie a 87 g/l (N : 60-75 g/L) avec une hypoalbuninémie a 28 g/L (36-50 g/L) ;
- Une augmentation des IgM a 5,86 g/L (N : inférieur a 1,46 g/L) et 1gG a 31,3 g/L (N : inférieur
a 9,16 g/L) sur le bilan du 16/05/2013 ;
Une hépatosplénomégalie (HSM) modérée est vue a I'échographie abdominale (non vue).
Un premier bilan étiologique ne retrouve pas d’anomalies : bilan hormonologique normal (bilan
thyroidien normal), absence de maladie coeliaque (Ac anti gliadine et anti endomysium négatifs),

recherche de toxiques négatifs.

L'aggravation de I'état clinique conduit les praticiens de I’'h6épital de Vierzon a transférer I'enfant au

CHRU de Tours ou il arrive le 21 mai 2013.

II.A.1.b Tableau clinique a I’arrivée a Tours

L’'examen clinique retrouve un aspect dénutri et un retard global des acquisitions. De plus, Dan présente
une fievre intermittente avec une température oscillant entre 35,8°c et 38,6°c, une HSM et des ADNP
multiples (Tableau XI page 101).

Il a, en plus des anomalies neurologiques déja observées a Vierzon, une absence de saisie des objets
tendus et peu de mouvements spontanés. Un avis des neurologues stipule : « une grande hypotonie de
I'axe, tonus périphérique des membres inférieurs un peu présent [...], nystagmus intermittent, suivi
oculaire fluctuant » et ils prescrivent une IRM cérébrale (Figure 33).

Le 23 mai 2013, un avis génétique est demandé et conseille la réalisation d’un caryotype.

II.A.1.c Explorations cliniques, biologiques et d’imagerie a Tours

Le 25 mai 2013, le bilan hépatique est normal avec des ASAT a 39 UI/L (15-60 UlI/L) et des ALAT a 29 UI/L
(10-45 UlI/L)

Le 28 mai 2013, il existe anémie normocytaire a 9,4 g/dL (N entre 10,5 et 13,5 g/L) et le volume
glomérulaire moyen (VGM) est a 72,8 fL (N : 70-86 fL) sur la numération formule sanguine (NFS) avec les
caractéristiques d’un syndrome inflammatoire avec une hyperleucocytose modérée a 13,6 G/L (N : 5-13

G/L). Le bilan biochimique montre une hyperprotidémie a 78 g/L (N: 60 a 75 g/L) avec une
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hypoalbuminémie a 28 g/L (N : 37 a 50 g/L). Une C reactive protein (CRP) a 8,5 mg/L (N : 0-6 mg/L) et une
procalcitonine (PCT) normale (0,03 pg/L pour des normales entre 0,01 et 0,06 pg/L).

Le 3 juin 2013, la protidémie est a 77 g/L (N : 60-75 g/L). L’électrophorése des protéines sanguines (EPPs)
présente une hypoalbuninémie a 27 g/L (N : 36-50 g/L) et une hypergammaglobulinémie polyclonale a
29,4 g/L (N: 8 a 14 g/L). Le profil des Immunoglobulines du méme jour montre des IgA a 1,03 g/L (N:
0,27-0,86 g/L), des IgG a 4 fois la normale, 27,70 g/L (N : 3,35-6,23 g/L) et des IgM a 6 fois la normale,
7,22 g/L (N : 0,48-1,36 g/L).

Le 6 juin 2013, la CRP est a 5,1 mg/L (N : 0-6 mg/L) et la PCT a 0,03 pg/L (N : 0,01-0,06 pg/L).

Le 12 juin 2013 'anémie est 2 9,8 g/dL (N : 10,5 et 13,5 g/L) avec une hyperleucocytose a 20,9 G/L (N : 5-
13 G/L). Les IgA sont normales a 0,95 g/L (N : 0,30-1,10 g/L), les 1gG a 3 fois la normale a 29,90 g/L (N :
3,90-8,40 g/L) et les IgM a 4 fois la normale a 7,38 g/L (N : 0,50-1,70 g/L).

Le 26 juin 2013, les IgG sont dosées a 23,60 g/L (N : 3,9-8,4 g/L)

Le 28 juin 2013, la vitesse de sédimentation (VS) est augmentée a 62 mm a la premiére heure. La PCT est
normale.

Les différentes valeurs du bilan biologique de Dan avant traitement sont résumées dans le Tableau XIlI
page 102.

Le 23 mai 2013, I'échographie cardiaque (non vue) visualise un épanchement péricardique,

« probablement réactionnel a [une] virose ».

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) du 3 juin 2013 montre des anomalies en hypersignal en T2
et T2 FLAIR (fluid-attenuated inversion recovery) prédominants en fronto-temporal (Figure 33 : fleche
jaune) avec des kystes juxta-ventriculaires frontaux (Figure 33 : fleches rouges). Des atteintes des noyaux
gris centraux sont observées lors de cette IRM. Devant la leucodystrophie présente chez cet enfant alors

gu’elle est déja présente chez sa maman, des étiologies métaboliques et génétiques sont a nouveau

évoquées.

La lésion en hyposignal T1 (fleche jaune IRM de gauche) correspond a la Iésion en hypersignal T2 (IRM de droite
fleche jaune). On note aussi la présence de kystes juxta-ventriculaires en T2 (fleches rouches IRM de droite).
Figure 33 : imagerie par résonnance magnétique (IRM) cérébrale axiale de Dan en T1 (a gauche) et T2

(a droite) le 3 juin 2013



Du 5 juin au 24 juin 2013, alors que l'état clinique reste identique, différentes explorations sont

conduites et des étiologies sont évoquées.

La PL du 3 juin 2013 retrouve une hyperprotéinorachie a 3,91 g/L (N : 0,15-0,45 g/L) et des lactates dans
le LCR augmentés a 4,05 mmol/L (N : 1,2-2,4 mmol/L) sans anomalie de la cytologie malgré de nombreux
leucocytes (Table XV).

Devant les aspects évocateurs de I'IRM du 3 juin, une maladie d’Alexander est évoquée et une nouvelle
recherche génétique est entreprise méme s’il n'y a «pas de corrélation retrouvée entre Ia
leucodystrophie et I’'hypergammaglobulinémie ».

Une sérologie ebstein-barr virus (EBV) faiblement positive fait suspecter une primo infection a EBV et
ameéne a considérer un nouveau controle sérologique.

Une nutrition entérale est entreprise le 18 juin 2013 pour tenter de palier la stagnation pondérale.
Devant la persistance d’un fébricule, un examen cytobactériologique des urines (ECBU) et une radiologie
de thorax sont réalisés et une antibiothérapie par Augmentin® est entreprise a partir du 22 juin 2013.
Une nouvelle PL visant a réévaluer la cytologie et la biochimie du LCR un mois apres l'arrivée est réalisée
le 24 juin 2013. Elle montre une méningite lymphocytaire avec 125 globules blancs (GB)/uL dont 100%
de lympho-plasmocytes avec une normoglycorachie une hyperprotéinorachie a 0,88 g/L (N : 0,15-0,45
g/L). La lactatorachie est toujours augmentée a 3,77 mmol/L (N : 1,2-2,4 mmol/L) (Table XV). En
bactériologie, I'examen a visée cytologique du préléevement révéle la présence de Trypanosoma sp

mobiles.
I1.A.2 Tableau clinique de Nadége

II.A.2.a Anamnése

Nadege AMB... est réfugiée politique, originaire de République démocratique du Congo ou elle a vécu.
Elle aurait séjourné en Angola. Elle est arrivée en France en mars 2010 (ou 2011 voire 2012 selon les
rapports sociaux et/ou médicaux) et a démarré une grossesse en France, alors qu’elle était hébergée
dans un foyer d’accueil pour réfugiés a Chartres (grossesse de déroulement normal : sérologies syphilis -,
VIH -, rubéole +, toxoplasmose - ; échographies anténatales normales). L’accouchement se déroule
apparemment sans probleme a Chartres le 28 avril 2012, puis la mére et I'enfant se déplacent a Vierzon.
Selon les entretiens psychiatriques ultérieurs, Nadege déclarera qu’elle aurait eu « des problémes au
foyer a Chartres avec une femme qu’elle accuse d’avoir voulu lui prendre son fils alors qu’elle le lui avait
confié pendant son hospitalisation pour probléemes cardiaques ».

Le dossier médical complet de Nadege est récupéré sur le dpp. Il est noté différentes hospitalisations

avant son arrivée a Tours en mai 2013 (Tableau XII) :

97



- Enjuillet 2012, elle est hospitalisée pour exploration de signes d’insuffisance cardiaque. Le
diagnostic de cardiomyopathie dilatée du post-partum est posé apres avoir évoqué une
endocardite. Elle est vue régulierement dans le cadre du suivi de cette cardiomyopathie. Lors
de cette hospitalisation, I'état d’anxiété de Nadege fait prescrire de I'atarax.

- Du 19 au 29 janvier 2013, a Bourges, des épisodes d’hémiparésie gauche et de tétra parésie
fluctuantes nécessitent la réalisation d’un électro-encéphalogramme (EEG) et de deux IRM
(non vus). L'EEG montre un « foyer d’ondes lentes fronto temporales droit, sans activité
paroxystique ». L'IRM retrouve des hyper signaux diffus T2 de la substance blanche. Le bilan
biologique note une anémie normocytaire arégénérative avec une neutropénie modérée.
Une PL réalisée a I'époque montre une méningite lymphocytaire avec protéinorachie
(cytorachie: 111 GB/uL avec 83% de Ilymphocytes, proténorachie a 0,61 g/L,
normoglycorachie) (Table XVI) et les troubles de la repolarisation sont retrouvés a I’
Electrocardiogramme (ECG) (non vu) réalisé au cours de I'hospitalisation. Une échographie
abdominale (non vue) met en évidence une HSM. Le diagnostic de « leuco-encéphalopathie
diffuse » «a prédominance frontale, atteignant le [tronc cérébral] et les pédoncules
cérébelleux » « et symétrique » est retenu. Le premier bilan étiologique infectieux, toxique,
auto-immun, métabolique et génétique est négatif.

- En mars 2013, suite a des troubles fonctionnels digestifs, une échographie abdominale est
réalisée qui retrouve une « hépatosplénomégalie modérée homogene ».

- Une IRM est réalisée, en mars 2013, a saint Anne qui confirme les lésions décrites

précédemment avec des lésions en hypersignal diffus T2 de la substance blanche (Figure 34).

Lésions diffuses bilatérales de la substance blanche en hypersignal T2
Figure 34 : IRM cérébrale axiale T2 FLAIR de Nadége le 22 mars 2013

- Le 22 mai 2013, alors que I'état de Dan conduit a son transfert a I’'h6pital pédiatrique de
Tours, la patiente devait étre hébergée a la maison des parents. Lors de I'arrivée a Tours,
devant un comportement inadapté (agitation, cris) I'apres-midi puis un état Iéthargique avec

propos incohérents et confus dans la soirée, elle est adressée aux urgences psychiatriques

du CHRU. Une « réaction anxieuse aigué a un facteur de stress avec agitation » est retenu et
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elle est gardée aux urgences psychiatriques qui la réévalueront le lendemain et évoqueront,
entre autre, la possibilité « d’un ralentissement constitutif lié a une pathologie neurologique
sous-jacente ». L'examen clinique ne retrouve pas d’ADNP, elle présente une hyperréflexie
droite dont la localisation n’est pas précisée et un léger déficit moteur du bras droit.
L’'examen de la sensibilité de Nadege AMB... n’est pas réalisable. Son épisode aigu n’est pas
clairement défini et I'imagerie, de méme que les antécédents de la patiente, font évoquer

une origine toxique aux troubles. Elle est adressée aux urgences adultes pour exploration

d’une possible défense abdominale. L'ECG (non vu) fait aux urgences retrouve un « trouble
de la repolarisation connu en antéro latéral ». Elle sort le 24 mai 2013 et retourne voir son
fils a I’h6pital de Clocheville.

- Le9juin 2013, Nadege est hospitalisée en médecine a Vierzon suite a une crise convulsive. Il
est noté des troubles de la vigilance et une aphasie. Le bilan biologique retrouve une
anémie normochrome normocytaire arégénérative avec neutropénie modérée
(hémoglobine a 9,5 g/dL, VGM 81, polynucléaires neutrophiles 1,3 G/L).

- Elle est transférée, le 13 juin 2013, dans le service de neurologie de I’'h6pital Bretonneau de

Tours pour suite de la prise en charge.

Un syndrome dépressif majeur et de I'épilepsie, sans que I'on connaisse la date de début des troubles,
sont notés dans ses antécédents en plus de I'histoire de la maladie développée ci-dessus. Il est noté

gu’elle « marchait [...] avec deux cannes » avant son hospitalisation a Vierzon.

I1.A.2.b Tableau clinique a I’arrivée a Tours

A I'arrivée, I'examen clinique retrouve des troubles de la vigilance avec une patiente « trés ralentie, quasi
mutique » et une errance du regard. Elle essaye de parler mais semble hypophone. La patiente est
somnolente et apathique. Elle présente un déficit moteur léger du membre inférieur droit. Il existe une
irritation pyramidale avec des réflexes ostéo-tendineux vifs avec diffusion de la zone réflexogene, une
trépidation épileptoide et un signe de Hoffman positif. L'examen de la sensibilité n’est pas possible du
fait des problemes de compréhension et de communication avec la patiente. Il existe des mouvements

choréiques du visage et des membres inférieurs. Un doute sur une HSM modérée est noté (Tableau XII).

I1.A.2.c Explorations cliniques, biologiques et d’imagerie a Tours

Une recherche étiologique « large effectuée devant toute leucodystrophie » est réalisée. Parmi les
résultats des examens réalisés on peut noter :

Le 14 juin 2013, I'albuminémie est a la limite basse de la normale avec 38 g/L (N : 37-50 g/L). La CRP est
normale (<1 mg/L). On constate une anémie a 9,5 g/dL (N : 11,5-16 g/dL) avec un VGM a la limite basse
de la normale (81 fL) et des polynucléaires neutrophiles (PNN) a 1,51 G/L (N : 1,5-7,5 G/L).
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Le 17 juin 2013, on constate une anémie normocytaire a 8,9 g/dL (N : 11,5-16 g/dL) et une neutropénie a
1,36 G/L (N :1,5-7,5 G/L). Les IgG dosées dans le sang sont a 20,10 g/L (N : 7,50-15,30 g/L) soit 1,5 fois la
normale. L'EPPs objective une hypoalbuminémie a 36,5 g/L (N : 37-50 g/L) et une
hypergammaglobulinémie polyclonale a 27,9 g/L (N : 8 a3 14 g/L). Le méme jour, Nadége a des IgG anti-
B2GP1a27 U/mL (N :< 8 U/mL), des IgM antiB2GP1 supérieurs a 100 U/mL (N : < 8 U/mL), des IgG anti-
cardiolipide a 19 GPL.U (N : < 10 GPL.U) et des IgM anti-cardiolipide supérieurs a 80 MPL.U (N:< 7
MPL.U).

Le profil des Immunoglobulines du 18 juin 2013 montre des IgA a 2,27 g/L (N : 0,67-2,13 g/L), des IgG a 2
fois la normale : 21,70 g/L (N : 6,75-12,53 g/L) et des IgM a 7 fois la normale : 13,50 g/L (N : 0,71-2,01
g/L) (Tableau X).

Le 21 juin 2013, 'anémie est a 9,3 g/L (N : 11,5-16 g/dL) et les PNN sont a 1,68 G/L (N : 1,5-7,5 G/L)

Le 27 juin 2013, la VS est a 96 mm a la premiére heure. Nadége a toujours une anémie a 9,2 g/dL (N :
11,5-16 g/dL) et une neutropénie a 1,36 G/L (N : 1,5-7,5 G/L).

Les différents résultats biologiques de Nadége avant traitement sont consignés dans le Table XIV page
103.

L'EEG du 14 juin 2013 semble montrer « une accélération du rythme de fond a la stimulation. Le tracé est
surchargé de facon intermittente par des décharges d’anomalies lentes de la bande de fréquence delta a
1,5 HZ diffuses a prédominance bifronto-temporale, amples, polymorphes, semblant diminuer a
I'ouverture des yeux. [...] Pas d’anomalies paroxystiques, pas de crises enregistrées. » (Tableau XII page
101)

Le 18 juin 2013, I'échographie cardiaque trans-thoracique (ETT) révele un « coeur semblant a la limite
supérieure de la normale », la fraction d’éjection du ventricule gauche (FEVG) est diminué aux environ
de 50%. Une micro insuffisance aortique obstructive et une « image vibratile de 5 mm sur la valve
aortique » font évoquer une endocardite qui ne sera pas confirmée par I'échographie
transoesophagienne (ETO) du 21 juin 2013 (Tableau XII).

L’échographie abdominale du 19 juin ne retrouve pas I’'HSM.

La PL du 17 juin 2013 trouve une cytorachie a 280 GB/uL dont 90% de lympho-plasmocytes et 10% de
cellules mononuclées avec une normoglycorachie, une lactatorachie légérement augmentée a 2,65

mmol/L (N : 1,2-2,4 mmol/L) et une hyperprotéinorachie a 0,73 g/L (N : 0.15-0.45 g/L) (Table XVI).
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Tableau XI : tableau des signes cliniques de Dan au cours de I'année 2013 avant et aprés son

hospitalisation a Tours

Tableau clinique

Fils
Début des troubles difficiles a dater mais non
régressifs

Janvier 2013 : 9 mois

- Retard psychomoteur
- Cassure pondérale

Mars 2013 : 11 mois

- Changement de comportement :
* N’attrape pas les objets
* Absence de rire et de sourire

Début Mai 2013 : 12 mois

- Premier bilan a Vierzon. Retard psychomoteur franc
hypotonie axiale et périphérique et une HSM modérée
(échographie abdominale)

Arrivé a Tours: 13 | Clinique

mois

- Retard psychomoteur

Dénutrition

- Hypotonie axiale et périphérique

Suivi du regard fluctuant, nystagmus intermittent
- Fievre intermittente

Adénopathies multiples

- HSM

Imagerie

- Echographie cardiaque (23 mai) :
* Epanchement péricardique
IRM (3 juin)
* Hypersignaux T2 diffus de la substance blanche

TRAITEMENT

HSM : hépato-splénomégalie ; IRM

: imagerie par résonnance magnétique
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Tableau XII : tableau des signes cliniques de Nadége au cours de I'année 2013 avant et appreés son

hospitalisation a Tours

Tableau clinique

Meére
2011 : Altération de I’état général

Janvier 2012

- Cardiomyopathie dilatée du post-partum

19 au 29 janvier 2013
(Bourges)

- Symptémes neurologiques déficitaires fluctuants :
» Leuco-encéphalopathie diffuse

- HSM (échographie abdominale)

- Troubles de la repolarisation (ECG)

Mars 2013 (Saint Anne)

- Signes psychiatriques :

* Anxiété.

* Syndrome dépressif majeur
- HSM modérée homogéne (échographie abdominale)
- Hyposignal diffus de la substance blanche (IRM)

22 mai 2013 (urgences
psychiatriques et adultes
Tours)

- Réaction anxieuse aigué a un facteur de stress avec agitation
e Agitation, cris
* Etatléthargique
* confusion

- Déficit moteur léger du bras droit

- Pas d’ADNP

- Troubles de la repolarisation connus en antéro latéral (ECG)

9 juin 2013 (Vierzon)

- Crise convulsive avec troubles de la vigilance et aphasie

- Ralentie, somnolente

- Hypophone

- Déficit moteur léger du membre inférieur droit

- lrritation pyramidale

- HSM (doute)

- Mouvements choréiques du visage et des membres inférieurs

Arrivée a | Clinique
Tours le 13
juin

Imagerie

- EEG (14 juin) :
e décharges d’anomalies lentes, diffuses a prédominance
fronto-temporale semblant diminuer a la fermeture des yeux
- Echographie cardiaque trans-thoracique (18 juin) :
* Suspicion d’endocardite (infirmée par I'échographie trans-
oesophagienne 3 jours plus tard)
- Echographie abdominale (19 juin) :
e HSM

TRAITEMENT

ECG : électro-cardiogramme ; HSM : hépato-splénomégalie ; IRM : imagerie par résonnance magnétique ; ADNP :
adénopathie ; EEG : électro-encéphalogramme
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Tableau XlII : résultats biologiques sanguins de Dan AMB... avant son traitement (en vert premier jour

de traitement)

Biologie sérique | 28/05/13 | 03/06/13 | 06/06/13 | 12/06/13 | 26/06/13 | 27/06/13 | 28/06/13
de Dan

Hb (g/dL) (10,5- 9,4 9,8 9,8 9,7
13,5)

VGM (fL) (70-86) | 73,7 72,2 73,1
GB (G/L) (5-13) 13,6 20,9 20,9 20,2
L (G/L) (3-10,5) 7,18 14,84 13,80
Prot (g/L) (60-75) | 78 77 84 79
Alb (g/L) (36-50) 28 27 32
Gamma (8-14) 29,4

VS (mm) (<10) 62
CRP (mg/L) (<6) 8,5 7,7

PCT (<0,06) 0,03

IgA (g/L) (0,27- 1,03 0,95

0,86)

IgG (g/L) (3,35- 27,70 29.9 23,6

6,23)

IgM (G/L) (0,48- 7,22 7,39

1,36)

Hb : hémoglobine ; VGM : volume globulaire moyen ; GB : globules blancs ; L : lymphocytes ; prot : protéines ; alb :

albuminémie ; gamma : gammaglobulinémie ; VS : vitesse de sédimentation ; CRP : C reactive protein ; PCT :

procalcitonine ; IgA : immunoglobulines A ; 1gG : immunoglobulines G ; IgM : immunoglobulines M.

Table XIV : résultats biologiques sanguins de Nadége AMB... avant son traitement

Biologie sérique de Nadege 14/06/13 | 17/06/13 | 18/06/13 | 21/06/13 | 27/06/13
Hb (g/dL) (11,5-16) 9,5 8,9 9,3 9,2
VGM (fL) (80-100) 81 81,2 82 81,8
GB (G/L) (4-10) 4,3 4,2 4,2 4
PNN (G/L) (1,5-7,5) 1,51 1,36 1,68 1,36
Prot (g/L) (65-80) 81

Alb (g/L) (37-50) 38 36,5

Gamma (8-14) 27,9

VS (mm) (<10) 96
CRP (mg/L) (<6) <1

IgA (g/L) (0,67-2,13) 2,27

IgG (g/L) (6,75-12,53) 21,70

IgM (G/L) (0,71-2,01) 13,50

Ac anti- IgG (N :<8) 27

B2GP1 IgM (N : < 8) >100

(U/mL)

Ac anti- lgG (N : <10 GPL.U) 19

cardioli- IgM (N : <7 MPL.U) >80

pide

Hb : hémoglobine ; VGM : volume glomérulaire moyen ; GB : globules blancs ; PNN : polynucléaires neutrophiles ;

prot : protidémie ; alb : albuminémie ; gamma : gammaglobulinémie ; VS : vitesse de sédimentation ; CRP : C
reactive protein ; PCT : procalcitonine ; IgA : immunoglobulines A ; IgG : immunoglobulines G ; IgM :

immunoglobulines M.
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Table XV : PL itératives pré-diagnostiques de Dan avant traitement au cours de I'année 2013

Fils

GB (/uL) Lymph Glycor Prot Lact Index des IgG

LCR (%) (mmol/L) | (g/L) (mmol/L) (0,10-0,70)
(2.75-4.4) | (0.15-0.45) (1,2-2,4)

Hémorragique 2,48 3,91 4,05
3 juin | GB/GR normal
2013
24 juin | 125 100 2,87 0,88 3,77 0,85
2013

Globules blancs ; lymph : lymphocytes ; glycor : glycorrachie ; prot : protéinorachie ; lact : lactatorachie ; index IgG :
index des 1gG [1gG/albumine]LCR/[1gG/albumine]sang

Table XVI : PL itératives pré-diagnostiques de Nadége avant traitement au cours de I’'année 2013

Meére
LCR GB (/uL) | Lymph | Glycor Prot Lact (mmol/L) | Index des IgG
(%) (mmol/L) | (g/L) (1,2-2,4) (0,10-0,70)
(2.75-4.4) | (0.15-0.45)

Janvier 2013 | 111 83 Normo 0,61

17 juin 280 90 2,52 0,73 2,65 2,94

2013

25 juin 3,29 0,85

2013

Globules blancs ; lymph : lymphocytes ; glycor : glycorrachie ; prot : protéinorachie ; lact : lactatorachie ; index IgG :
index des 1gG [1gG/albumine]LCR/[1gG/albumine]sang
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II.B Diagnostic

A la suite de la découverte fortuite de Trypanosoma sp dans le LCR de I’enfant Dan et de la forte
suspicion d’une pathologie similaire chez sa maman, différents examens biologiques ont été réalisés
chez les deux patients afin de documenter les dossiers puis de suivre |I’évolution suite a la mise en place

de la thérapeutique.

La recherche de parasites dans le sang et le LCR a été effectuée au laboratoire de Parasitologie-

Mycologie du CHRU de Tours selon les techniques usuelles comme décrites dans la partie I.C.3.

Les recherches d’anticorps (Ac) ont été réalisées dans le Laboratoire de Parasitologie-Mycologie de la

Salpétriere (Paris).
II.B.1 Confirmation diagnostique

I1.B.1.a Confirmation diagnostique chez Dan

IL.B.1.a.i Recherche du parasite

II.B.1.a.i.1) Examen sanguin

Le 25 juin 2013, la recherche parasitologique est effectuée dans le sang de Nadége. L’état frais, examiné
a l'objectif 10 et 40, a permis de visualiser des trypanosomes mobiles. Puis, quelques formes

trypomastigote de Trypanosoma sp sont mises en évidence sur le frottis sanguin (Figure 35) et la goutte

épaisse (Figure 37). De plus, des cellules mononuclées sont visibles sur le prélevement (Figure 36).
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Figure 35 : forme trypomastigote de Trypanosoma sp visualisée sur le frottis sanguin de Dan le 25 juin

2014 (MGG, x1 000, Service de Parasitologie du CHRU de Tours)
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Figure 36 : cellule mononuclée activée présente sur le frottis sanguin de Dan le 25 juin 2013 (MGG,

x 1 000, Service de Parasitologie du CHRU de Tours)
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Figure 37 : forme trypomastigote de Trypanosoma sp visualiée sur la goutte épaisse de Dan le 25 juin

2013 (MGG, x 1 000, Service de Parasitologie du CHRU de Tours)

II.B.1.a.i.2) Examen du LCR

Le LCR est examiné a |'état frais a I'objectif 10 et 40 et apres coloration au MGG.

Les treés rares formes trypomastigotes de tryanosomes observées le 24 juin (environ 2/ul de LCR) dans
son LCR ne sont pas présentes dans la PL du 25 juin 2013 (Figure 31 et Figure 32). Des cellules

mononuclées sont en revanche mises en évidence (Figure 32).

II.B.1.a.ii Détection des Anticorps

II.B.1.a.ii.1) Sérologie parasitaire

Deux techniques de détection des Ac ont été appliquées a I’échantillon sanguin de Dan. Une technique
d’hémagglutination (HG), utilisant des structures antigéniques de T. b. gambiense présents a la surface
de GR, avec un seuil de détection a 32 et une technique d'immunofluorescence (IF) utilisant des Ag de T.

b. gambiense avec un seuil de détection a 400.

La sérologie sanguine de Dan est positive avec un taux de 32 a la méthode d’HG (positif si 2 32) mais

négatif en IF avec un taux a 100 (positif si 2 400) (Tableau XVII).
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Tableau XVII : sérologie parasitaire de Dan (Laboratoire de la Pitié Salpétriére-Assistance publique des

hopitaux de Paris)

Fils
Sanguin
IF (IgG) HG
Positif > 400 Positif > 32
25 juin 2013 100 32

IF : immunofluorescence ; HG : hémagglutination

II.B.1.4.ii.2) Détection des Anticorps parasitaires

L'interprétation des résultats de la recherche d’Ac dans le LCR des patients est positive dées qu’une
réaction est observée, c’est a dire méme sans dilution, soit un résultat positivif si le taux d’Ac est
supérieur ou égal a 1.

Les deux mémes techniques, que celles appliquées pour la sérologie parasitaire, sont appliquées sur le
LCR de Dan et revient négative. En effet, 'hémagglutinine était positive avec le LCR pur soit a un seuil de
1. Une contamination par du sang pourrait expliquer ce résultat d’autant plus que I'lF est négative. Ce

qui ne permet pas sur ce seul examen de conclure a une THA (Tableau XVIII).

Tableau XVIII : détection des anticorps parasitaires dans le LCR de Dan (Laboratoire de la Pitié

Salpétriére — Assistance publique des hopitaux de Paris)

LCR Fils

Positif dés mise en évidence d’anticorps IF (1gG) HG
Positif 2 1 Positif > 1

25 juin 2013 0 1

LCR : liquide céphalo-rachidien ; IF : immunofluorescence ; HG : hémagglutination

I1.B.1.b Confirmation diagnostique chez Nadege

Les techniques parasitaires appliquées sur les prélevements de Nadege pour la recherche et la

confirmation diagnostique sont les mémes que pour Dan.

I1.B.1.b.i Recherche parasitaire chez Nadége

I1.B.1.b.i.1) Examen sanguin

La recherche de parasite dans le sang de Nadége le 25 juin 2015 est négative. L’examen sanguin n’a pas

été renouvelé ensuite.
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I1.B.1.b.i.2) Examen du LCR

La recherche parasitaire dans le LCR de Nadege est négative le 25 juin 2013. Mais des cellules
lymphocytaires et mononuclées sont visualisées sur le MGG. On retrouve en particulier des cellules de

Mott (Figure 38 : fleche rouge).
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Figure 38 : cellules lymphocytaires et une cellule de Mott (fleche rouge) présents dans le LCR de

Nadeége le 25 juin 2013 (MGG, x 1 000, Service de Parasitologie du CHRU de Tours)

I1.B.1.b.ii Détection des Anticorps

II.B.1.b.ii.1) Sérologie parasitaire

La sérologie du 25 juin 2013 est en faveur d’'une THA avec des taux d’Ac a I'lF a 1200 (positif si =2 400) et a

I'HG a 2048 (positif si 2 32) (Tableau XIX).

Tableau XIX : sérologie parasitaire de Nadége (Laboratoire de la Pitié Salpétrieére — Assistance publique

des hopitaux de Paris)

Mere
Sanguin IF (IgG) HG
Positif > 400 Positif > 32
25 juin 2013 1200 2048

IF : immunofluorescence ; HG : hémagglutination

II.B.1.b.ii.2) Détection des anticorps parasitaires dans le LCR

La sérologie du 25 juin 2013 est en faveur d’une THA avec des taux d’Aca ’'HG a 32 et a I'lF a 16 (Tableau

XX).
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Tableau XX : détection des anticorps parasitaires dans le LCR de Nadéege (Laboratoire de la Pitié

Salpétriére — Assistance des hopitaux publiques de Paris)

LCR Mere
Positif dés mise en évidence d’anticorps IF (1gG) HG
26 juin 2013 16 32

LCR : liquide céphalo-rachidien ; IF : immunofluorescence ; HG : hémagglutination

Le diagnostic de THA est donc posé pour Dan et pour Nadege.
II.B.2 Diagnostic de phase

Selon I'OMS, la présence d’une cytorachie supérieure a 6 cellules/uL ou de trypanosomes dans le LCR

suffit a confirmer la polarisation cérébrale(3).

11.B.2.a Diagnostic de phase de Dan

La présence de trypanosomes dans le LCR du 24 juin 2013 pose le diagnostic de THA a polarisation

cérébrale.

11.B.2.b Diagnostic de phase de Nadege

Le 9 juin 2013, la cytorachie de Nadege est de 280 GB/uL confirmant également une THA en phase Il
(Table XVI page 104).

II.C Choix et suivi de la tolérance et de I’efficacité du traitement

II.C.1 Traitement

Face a ces 2 cas de trypanosomoses humaines africaines confirmés, un contact est rapidement pris
aupres des Dr J. Jannin et P. Simmaro a I’'OMS (Pr Chandenier). Ces deux responsables du programme de
lutte contre les THA conseillent I'utilisation de DFMO et une demande d’utilisation est remplie auprés de
I’'OMS. Le produit est rapidement recu de Geneve.

Le traitement IV de Dan et Nadége a pu commencer le 28 juin 2013 et s’est terminé le 12 juillet 2013
avec le protocole thérapeutique recommandé d’une injection IV de 100 mg/kg toutes les six heures

pendant 14 jours.
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I1.C.2 Suividu traitement

I1.C.2.a Tolérance de la DFMO

II.C.2.a.i Tolérance de la DFMO chez Dan

Aucun effet secondaire, ni clinique ni biologique, du traitement n’est retrouvé chez I'enfant lors de

I"administration du produit.

II.C.2.a.ii Tolérance de la DFMO chez Nadége

Une neutropénie iatrogéne est observée, chez Nadége, le 1¥" juillet 2013 sans que le traitement ne soit
arrété. La neutropénie initialement & 1,49 G/L (N: 1,5-7,5 G/L) le 29 juin 2013 chute & 0,85 G/L le 1*
juillet. A la fin du traitement, le 11 juillet 2013 la neutropénie est a 0,70 G/L. (Evolution de la
neutropénie : 2 juillet a 1,23 G/L, 5 juillet a 1,02 G/L, 9 juillet a 1,07 G/L)

A I'arrét du traitement la neutropénie est spontanément résolutive avec 1,39 G/L le 17 juillet 2013 et se
normalisera par la suite a 2,44 G/L le 11 février 2014 (Tableau XXV page 119).

Aucun autre effet secondaire n’est décrit chez Nadege.

I1.C.2.b Evolution aprés traitement par DFMO

II.C.2.b.i Evolution de Dan aprés traitement par DFMO
I1.C.2.b.i.1) Evolution clinique

Dan est transféré en soin de suite pédiatrique (SSP) le 26 juillet 2013 afin d’effectuer une évaluation des
compétences cérébro-motrices et pour un accompagnement médical et rééducatif voire une mise en
place d’un appareillage éventuel. L’évolution de Dan est marquée par une amélioration du contact avec
I'apparition de sourires mais les mimiques restent faibles et il émet des cris monotones. La mobilité
volontaire est débutante mais parasitée par des mouvements involontaires dystoniques. Cette
amélioration ne permet pas de proposer des activités a Dan. Il reste tres hypotonique avec une rigidité
plastique et une hypertonie des membres. Il est nourrit par sonde nasogastrique avec une ascension
réguliére du poids malgré des vomissements fréquents avec suspicion de troubles de la déglutition. Il est

pris en charge au niveau psychomoteur par une rééducatrice.

A trois mois et demi post traitement, le 14 octobre 2013, il reste hypotrophe, hypotonique, sans tenue
de téte. Les mouvements volontaires sont tres limités et ne lui permettent pas d’attraper des objets, ni
de se mouvoir. Il suit les objets du regard mais présente un strabisme divergent et essaye d’émettre

quelques sons. La motricité buccale reste faible et ne permet toujours pas une alimentation normale. A
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I’examen clinque il garde une hépatomégalie sans splénomégalie et quelques ganglions axillaires. Sa
mere passe le voir trois fois par semaine.

L’évolution a sept mois post-traitement, le 23 janvier 2014, est marquée par une bronchiolite a VRS. Sur
le plan neurologique, quelques progrés sont observés. Les mouvements involontaires diminuent et il
commence a attraper les objets avec grande difficulté. L’hypotonie axiale avec hypertonie des membres
reste inchangée. Il garde sa nutrition par sonde. Il est verticalisé par un corset-siége. La pose d’'une sonde
de gastrostomie est décidée en lien avec une alimentation parentérale nécessaire au long court. Sa mére
passe tous les jours.

A environ un an du traitement, de mai a juillet 2014, Dan a toujours besoin de son corset. La préhension
des objets est possible sans qu’il puisse les garder dans la main. Les mouvements dystoniques ont
diminués grace a I'administration de Lévodopa®. Il communique bien et fait des vocalises. Il sort en
permission avec sa maman tous les jours mais les gestes de la vie quotidienne sont pratiqués sous
surveillance au SSP. Il commence a manger a la cuillere mais doit garder sa sonde de gastrostomie en
raison des troubles nutritionnels importants.

En septembre 2014, le corset de dan est modifié.

Début novembre 2014 Dan a deux an et demi et présente un « développement homogéene a quelques
mois ».

A un an et demi du traitement, au bilan fait le 14 janvier 2015, Dan reste stable malgré quelques progrés
concernant les mouvements volontaires et les réponses qui deviennent de plus en plus adaptées a son
environnement. Il existe une « interdépendance mére-enfant ». Dan a maintenant 2 ans et 9 mois mais
son développement moteur correspond a un enfant de 3 mois et demi. Grace aux progres de Nadege, la
possibilité de permissions de nuits avec sa mére le week-end est envisagée.

A deux ans du traitement, le 28 juillet 2015, aprés des permissions de plus en plus longues avec sa
maman, Dan rentre a domicile. Les soins seront administrés par des infirmiers a domicile et il sera suivi
en libéral pour une prise en charge orthophonique et psychomotrice. Il sera revu régulierement
(prochain rendez-vous en septembre 2015). On peut en conclure que ses appareillages et les soins
réguliers notamment par de la rééducation orthophonique et psychomoteur lui permettent de vivre avec

Sa maman.
II.C.2.b.i.2) Evolution des signes biologiques

11.C.2.b.i.2)a) Evolution du bilan sanguin

A la fin du traitement Dan n’a plus d’anémie avec, le 11 juillet 2013, une hémoglobine a 10,9 g/dL (N :
10,5-13,5 g/dL). Il garde une hyperleucocytose a 22,8 G/L (N : 5-13 G/L) qui fluctue pendant toute son
hospitalisation en SSP et qui sera normale lors de sa derniére NFS le 25 janvier 2014 a 11,1 G/L (Tableau

XXI page 113).



Le syndrome inflammatoire diminue. En post thérapeutique, la protidémie fluctue jusqu’a sa

normalisation le 13 ao(t 2013 avec une valeur a 68 g/L (N : 60-75 g/L). Son albuminémie se normalise le

2 juillet 2013 avec une valeur a 41 g/L (N : 36-50 g/L) (Figure 39). Son profil des immunoglobulines

montre une nette diminution des valeurs avec des IgA a 0,46 g/L (N : 0,46 g/L), des IgG a 18,70 g/L (N :

3,35-6,23 g/L) et des IgM a 2,39 g/L (0,48-1,36 g/L) soit deux fois la normale lors du dernier controle le 14

juillet 2013 (Figure 40).

Figure 39:
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Figure 40 : évolution du profil des immunoglobulines dans le sang de Dan avant et aprés traitement

Tableau XXI : résultats biologiques sanguins de Dan avant et apreés son traitement (en vert : les valeurs

pendant la durée du traitement)

Dan 28/05/ | 03/06/ 12/06/ 27/06/ 28/06/ | 30/06/ | 02/07/ | 09/07/ | 11/07/ 14/07/ 26/07 13/08/
Sanguin 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 /13 13
Hb (g/dL) 9,4 9,8 9,8 9,7 9,3 11,2 10,9 11 11,3 11,6
(10,5-13,5)

VGM (fL) 73,7 72,2 73,1 72,8 73,1 73 73,8 77,1 | 74,9
(70-86)

GB (G/L) 13,6 20,9 20,9 20,2 11,6 25,3 22,8 30,9 24,6 | 20,2
(5-13)

L(G/L) 7,18 14,84 | 13,80 | 8,24 20,67 | 15,96 | 20,70 | 15,9 15,76
(3-10,5) 9

Prot (g/L) 78 77 84 79 75 87 82 84 80 68
(60-75)

Alb (g/L) 28 27 32 33 41 43 41 43 44 41
(36-50)

Gamma 29,4

(8-14)

VS (mm) 62

(<10)

CRP (mg/L) | 8,5 7,7 37,1 <1
(<6)

PCT 0,03 0,05 0,04
(<0,06)

1gA (g/L) 1,03 0,95 0,60 0,46

(0,27-0,86)

18G (g/L) 27,7 29,9 24 18,70

(3,35-6,23)

1gM (G/L) 7,22 7,39 7,34 2,39

(0,48-1,36)

Hb : hémoglobine ; VGM : volume glomérulaire moyen ; GB : globules blancs ; L : lymphocytes ; prot : protidémie ;
alb : albuminémie ; gamma : gammaglobulinémie ; VS : vitesse de sédimentation ; CRP : C reactive protein ; PCT :

procalcitonine ; IgA : immunoglobulines A ; 1gG : immunoglobulines G ; IgM : immunoglobulines M.
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II.C.2.b.i.2)b) Controle parasitologique sanguin

Les différents contrdles parasitologiques effectués dans le sang de Dan reviennent tous négatifs le 15

juillet 2013, le 21 aolt 2013, le 17 octobre 2013 et le 31 janvier 2014.

11.C.2.b.i.2)c) Evolution de I'examen du LCR

I1.C.2.b.1.2)c)i)  Contréle cytologique et biochimique du LCR

Aprés traitement, la protéinorachie de Dan revient a la normale le 15 juillet 2013 avec 0,31 g/L (N 0,15-
0,45 g/L) de méme que la lactatorachie qui revient a la normale a 1,83 mmol/L (N : 1,2-2,4 mmol/L). La
cytorachie est comptée a 6 cellules/uL a la méme date. Il y a donc une nette diminution de cette

derniére (Tableau XXII).

Tableau XXII : profil évolutif de I’analyse cytologique et biochimique du LCR de Dan avant et aprés

traitement
Fils
LCR . N .

GB Glycorrachie Protéinorachie Lactates

(/uL) (2.75-4.4 g/1) (0.15-0.45 g/L) (1,2-2,4 mmol/L)
24 juin 2013 125 2,87 0,88 3,77

TRAITEMENT

15 juillet 6 3,32 0,31 1,83
2013

LCR : liquide céphalo-rachidien ; GB : globules blancs
I1.C.2.b.1.2)c)i1)  Contréle parasitologique du LCR
Le seul controle parasitologique du LCR de Dan, effectué le 15 juillet 2013, est négatif.

11.C.2.b.i.2)d) Evolution des taux d’anticorps

I1.C.2.b.i.2)d)i)  Evolution de la sérologie parasitaire

La sérologie parasitaire de Dan objective une disparition des IgG anti-T. b. gambiense en janvier 2014 soit

six mois apres le traitement (Tableau XXIII).
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Tableau XXIIl : sérologie parasitaire de Dan avant et apres traitement

Fils
Sanguin
IF (1gG) HG
Positif > 400 Positif 2 32
25 juin 2013 100 32
TRAITEMENT
15 juillet 2013 100 64
31 janvier 2014 0

IF : immunofluorescence ; HG : hémagglutination

[1.C.2.b.i.2)d)ii)  Evolution de la détection des anticorps dans le LCR

Aucune détection des Ac dans le LCR de Dan n’a été pratiquée apreés traitement.

II.C.2.b.i.2)e) Evolution du dosage des cytokines sanguines

Les valeurs des cytokines dosées dans le sang de Dan le 25 juin 2013 sont beaucoup plus élevées

gu’apres traitement le 21 aoGt 2013 (Tableau XXIV).

Tableau XXIV : valeur des cytokines de Dan avant et apres traitement

Fils
Sanguin Pré-thérapeutique | Post-thérapeutique
25 juin 2013 21 ao(t 2013
Rsll-2 (pg/mL) >20 000 3340
11-6 (pg/mL) 5 <4
TNF-a. (pg/mL) 202 42

Rsll-2 : récepteur soluble a I'll-2 ; 1I-6 : interleukine-6 ; TNF-a : tumor necrosis factor-o

I1.C.2.b.1.2)f)Arginase

Sur les dosages de l'activité de I'arginase réalisés chez Dan on remarque une décroissance des

concentrations dosées entre le 12 juin 2013 et le 31 janvier 2014 avec une valeur initialement dans la

zone grise puis en dessous (Figure 41).
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Figure 41 : dosage de I'activité de I’arginase de Dan et Nadéege avant et aprés traitement

I1.C.2.b.i.3)Evolution des lésions a I'IRM

Les Iésions initialement décrites a I'IRM de Dan du 3 juin 2013 sont relativement stables le 31 janvier
2014, soit un an et demi apres le traitement. Les Iésions des noyaux gris centraux sont moins marquées,

de méme que les anomalies de signaux de la substance blanche. En revanche, les images kystiques sont

stables (Figure 42).

Les lésions en hypersignal T2 visibles sur I'IRM de gauche du 3 juin 2013 semblent stables sur I'IRM de droite de
janvier 2014.

Figure 42 : IRM cérébrale axiale T2 de Dan avant traitement (gauche) et apreés traitement (droit)
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II.C.2.b.ii Evolution de Nadége aprés traitement par DFMO

I1.C.2.b.ii.1) Evolution clinique

Nadeége quitte I'hopital de Tours pour I’'h6pital de Vierzon le 29 juillet avec une nette amélioration de ses
troubles neurologiques. Ses symptdomes déficitaires diminuent, elle arrive a marcher sans canne. Nadege
est moins hypophone avec une reprise de la communication qui reste limitée mais présente. Elle n’a plus

d’irritation pyramidale. Son humeur s’est stabilisée.

Nadeége est revue le 17 septembre 2013, pour un bilan a environ 3 mois post traitement par le docteur
Maakaroun-Vermesse qui note une nette amélioration clinique. Nadége est de moins en moins
hypophone, elle est autonome pour les gestes de tous les jours mais se plaint encore de tremblements
et de troubles de la mémoire.

Le bilan clinique fait a 7 mois du traitement, le 11 février 2014, montre que Nadege fait des progres et
communique normalement sans anomalie de la parole. De plus ses troubles de I'humeur ont disparu.
Elle ne présente pas de déficit neurologique franc et se plaint moins de ses troubles de la mémoire, son
minimental score (MMS) est a 26/30 au lieu de 19/30 lors de son précédent rendez-vous. Les
tremblements ont disparu a I'action.

Son état clinique a un an du traitement, le 15 juillet 2014, est stabilisé et seuls des troubles de la
mémoire sont encore présents. Un bilan neuropsychiatrique est effectué pour évaluer son état mnésique
mais d’interprétation impossible du fait du niveau social de la patiente et de I'absence d’évaluation
orthophonique initial. L'amélioration du MMS est néanmoins significative. Nadége déclare avoir des
troubles visuels intermittents non objectivés. Ses préoccupations principales se portent sur son fils
gu’elle voit régulierement et sur I'absence d’amélioration de son état neurologique. Elle a réussi a
trouver un foyer a Chambray-les-Tours et prend des cours de francais.

A un an et demi, son état mnésique est stable et le bilan se focalise sur sa situation sociale précaire et sur
I'absence de logement fixe. Ce point est remis a I'ordre du jour avec une assistante sociale. Elle rend
visite quotidiennement a son fils au SSP mais a arrété les cours de francais et n’a pas de logement fixe.

A environ deux ans de la fin de son traitement, le 14 avril 2015, Nadége est logée en foyer a Tours. Son
état mnésique semble s’étre amélioré et un nouveau bilan est prévu sans que les résultats ne soient
encore disponibles. Elle récupére son fils tous les jours et les services sociaux s’efforcent de trouver un
logement proche de I’hopital.

Au total, il semble que Nadége ait trés bien récupéré de ses troubles neurologiques et seuls semblent
persister des troubles mnésiques a bas bruit. Sa prise en charge est bien coordonnée et ses

préoccupations sociales, stabilisées. Il semblerait qu’elle ait maintenant un logement fixe.
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II.C.2.b.ii.2) Evolution des signes biologiques

I.C.2.b.ii.2)a)  Evolution du bilan sanguin

Le 14 avril 2015 I’'hémoglobine de Nadege s’est normalisé avec une valeur a 12,0 g/dL (N: 11,5-16,0
g/dL). Les globules blancs sont normaux sur la NFS du méme jour a 5,4 G/L (N : 4-10 G/L) (Tableau XXV
page 119).

De méme, a la méme date, le syndrome inflammatoire de Nadege a nettement régressé. Sa protidémie
était 8 77 g/L le 1% juillet 2013 aprés initiation du traitement. Le 14 avril 2015, I'albuminémie calculée 3
I’'EPPs est normale a 44,9 g/L (N: 37-50 g/L) (Tableau XXV page 119). L’hypergammaglobulinémie
polyclonale, sur I'EPPs du méme jour est, bien que toujours présente, en légére diminution avec une
valeur a 21,2 g/L (N : 8-14 g/L) au lieu de 27,9 g/L le 17 juin 2013 (Figure 43). De méme le profil des
Immunoglobulines montrent une diminution des Ig avec des IgA a 1,90 g/L (N: 0,67-2,13 g/L), des I1gG a
18,50 g/L (N : 6,75-12,53 g/L) et des IgM a 3,72 g/L (0,71-2,01 g/L). La décroissance est la plus marquée

pour les IgM qui étaient initialement plus élevées (Figure 43).
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Figure 43 : évolution des gammaglobulines, des IgA, des IgG et des IgM dans le sang de Nadége avant

et aprés traitement
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Tableau XXV : résultats biologiques sanguins de Nadége avant et apres traitement (en vert : les valeurs

pendant |é durée du traitement)

Nadége
Sanguin

14/06
2013

17/06
2013

18/06/
2013

27/06/
2013

29/06/
2013

01/07/
2013

02/07/
2013

05/07/
2013

09/07/
2013

11/07/
2013

11/02/
2014

14/04/
2015

Hb (g/dL)
(11,5-16)

9,5

8,9

9,2

8,8

8,6

8,9

9,4

9,0

11,3

12

VGM (fL)
(80-100)

81

81,2

81,8

82,2

82,1

82,4

81,8

82

82,8

84,8

83,8

GB (G/L)
(4-10)

4,3

4,2

3,7

3,6

4,1

3,7

4,3

3,5

4,2

5,4

PNN (G/L)
(1,5-7,5)

1,51

1,36

1,36

1,49

0,85

1,23

1,02

1,07

0,70

2,44

2,75

Prot (g/L)
(65-80)

81

77

87

Alb (g/L)
(37-50)

38

36,5

34

44,9

Gamma
(8-14)

27,9

21,2

VS (mm)
(<10)

96

CRP (mg/L)
(<6)

<1

<1

<1

<1

<1

IgA (g/L)
(0,67-2,13)

2,27

1,90

IgG (g/L)
(6,75-12,53)

21,70

18,50

IgM (G/L)
(0,71-2,01)

13,50

3,72

Ac anti-

1gG (N : < 8)

27

B2GP1
(U/mL)

IgM (N : < 8)

>100

Ac anti-
cardiolipi

IgG (N: < 10
GPL.U)

19

<10

de

IgM (N: < 7
MPL.U)

>80

19

Hb : hémoglobine ; VGM : volume glomérulaire moyen ; GB : globules blancs ; PNN : polynucléaires neutrophiles ;

prot : protidémie ; alb : albuminémie ; gamma : gammaglobulinémie ; VS : vitesse de sédimentation ; CRP : C
reactive protein ; PCT : procalcitonine ; IgA : immunoglobulines A ; IgG : immunoglobulines G ; IgM :

immunoglobulines M.

I1.C.2.b.ii.2)b)

Controle parasitologique sanguin

Le controle de la détection de parasites dans le sang de Nadege revient négatif le 15 juillet 2013.

I1.C.2.b.ii.2)c)

Evolution de I'examen du LCR

I1.C.2.b.ii.2)c)i)

Contréle cytologique et biochimique du LCR de Nadége

A la fin du traitement, le 15 juillet 2013, la protéinorachie de Nadége reste subnormale avec une valeur

de 0,57 g/L (N 0,15-0,45 g/L). La cytorachie est a 8 cellules/uL mais reste supérieure a 5 cellules/puL. Une

nette diminution du syndrome inflammatoire dans le LCR est visible (Tableau XXVI).
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Tableau XXVI : profil évolutif de I’analyse cytologique et biochimique du LCR de Nadége avant et apres

traitement
Meére

LCR . N .
GB (/uL) Glycorrachie Protéinorachie
(2.75-4.4 g/1) (0.15-0.45 g/L)

25 juin 2013 3,29 0,85

TRAITEMENT
15 juillet 2013 8 3 0,57

LCR : liquide céphalorachidien ; GB : globules blancs
I1.C.2.b.ii.2)¢c)i1) Contréle parasitologique du LCR
Le controle parasitologique effectué dans le LCR de Nadége est négatif le 15 juillet 2013.

I1.C.2.b.ii.2)d) Evolution des taux d’anticorps

I1.C.2.b.ii.2)d)i) Evolution de la sérologie parasitaire

La sérologie parasitaire de Nadege est effectuée régulierement apres le traitement parasitaire. Une
décroissance du taux d’lgG anti-T. b. gambiense est observable a I'IFl. La sérologie est négative le 14 avril
2015 avec une valeur a 100 pour des valeurs considérées comme positives lorsqu’elles sont supérieures

ou égales a 400 (Tableau XXVII).

Tableau XXVII : sérologie parasitaire de Nadége avant et aprés traitement

Meére
Sanguin
IF (1gG) HG
Positif > 400 | Positif > 32
25 juin 2013 1200 2048
TRAITEMENT

15 juillet 2013 800 128
11 février 2014 400
14 avril 2015 100

IF : immunofluorescence ; HG : hémagglutination

I1.C.2.b.ii.2)d)ii) Evolution de la détection des anticorps dans le LCR

Le taux d’IgG anti-T. b. gambiense, auparavant dosé a 16 avant le traitement, diminue a 8 deux semaines

apres le début du traitement (Tableau XXVIII).
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Tableau XXVIII : évolution des anticorps dans le LCR de Nadége avant et aprés traitement

Meére
LCR
IF (1gG) HG
Positif > 1 Positif > 1
26 juin 2013 16 32
TRAITEMENT
15 juillet 2013 8 32

LCR : liquide céphalo-rachidien ; IF : immunofluorescence ; HG : hémagglutination

I1.C.2.b.i1.2)e) Evolution du dosage des cytokines sanguines

La diminution des valeurs des cytokines sanguines de Nadége avant et aprés traitement, respectivement

le 25 juin 2013 et le 29 ao(t 2013 est moins marquée que pour son fils (Tableau XXIX).

Tableau XXIX : valeur des cytokines de Nadége avant et aprés traitement

Meére
Sanguin Pré-thérapeutique Post-thérapeutique
25 juin 2013 29 ao(it 2013
Rsll-2 (pg/mL) 528 408
[I-6 (pg/mL) <4 <4
TNFa (pg/mL) 5 6

Rxll-2 : récepteur soluble a I'll-2 ; II-6 : interleukine-6 ; TNF-a. : tumor necrosis factor-a

I1.C.2.b.11.2)f) Arginase

Comme pour son fils Dan, la décroissance de I'activité de I'arginase est objectivable sur les différentes
dosages effectués entre le 25 juin 2013 et 1 février 2014. Avec la premiére valeur du 25 juin située dans

la zone grise et la derniére valeur située en dessous de celle-ci (Figure 41).

I1.C.2.b.i1.2)g)
IgM et d’Ac anti-béta2GP1 IgG et IgM de Nadége

Evolution de la concentration sérique d’anticorps anti-cardiolipide IgG et

La franche diminution des concentrations sanguines de ses Ac montre bien la bonne évolution de

Nadege et I'efficacité du traitement (Tableau XXX).
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Tableau XXX : évolution de la concentration sanguine des anticorps anti-B2GP1 et anti-cardiolipide de

Nadége avant et aprés traitement

Meére
Sanguin Pré-thérapeutique | Post-thérapeutique
17 juin 2013 14 avril 2014
Ac anti-B2GP1 IgG (N :<8) 27 Non fait
(U/mL) IgM (N : < 8) >100 Non fait
Ac anti- lgG (N : <10 GPL.U) 19 <10
cardiolipide IgM (N : < 7 GPL.U) >80 19

I1.C.2.b.ii.3) Evolution des Iésions a 'IRM

Le 30 juin 2014, les hypersignaux diffus au niveau de la substance blanche de Nadége sont stables par
rapport a I'IRM du 22 mars 2013, pré-thérapeutique. Un élargissement des ventricules latéraux est

visible aprés traitement (Figure 44).

Les lésions en hypersignal diffus de la substance blanche a I'lRM du 22 mars 2013 a gauche et celles de
I'IRM de droite du 30 juin 2014 sont stables

Figure 44 : IRM cérébrale axiale T2 FLAIR de Nadége avant traitement (gauche) et aprés traitement

(droite)
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III Discussion

Les trypanosomoses humaines africaines (THA) sont des maladies intertropicales spectaculaires a cause
de leurs symptémes neurologiques et les troubles du sommeil qui y sont associés. Elles marquent donc
les esprits en zone d’endémie et sont attachées a des croyances fortement liées au degré d’éducation
des patients. Cet état de fait aboutit, souvent, a I'ostracisassion des personnes infectées, et est encore,

de nos jours, une barriére a la lutte contre les THA(54).

A I'époque coloniale, ces maladies ont été fortement décrites et étudiées, et les différents tableaux

éme

cliniques ont été unifiés en une seule pathologie au début du XX™"" siécle comme nous I’'avons vu dans le

chapitre sur I'histoire de I’évolution épidémiologique (I.A.1). Les avancées médicales du début du Xx°me
siecle ont bénéficié a la décroissance des cas de maladie du sommeil. Entre le début de la mise en place
des équipes mobiles de lutte contre les THA par Jamot et les années 1960, les cas de THA se sont raréfiés
et certains parlent de « quasi-élimination » de la maladie(2). Les THA restaient un probléme mineur au
moment de I'indépendance des états africains dans les années 1960.

Cependant, a la suite des multiples conflits survenus sur place dans les années suivant cette période, les
deux types d’affection ont resurgi, que ce soit la forme ouest africaine a T. b. gambiense, ou est africaine
a T. b. rodhesiense. Les THA sont redevenues un probleme majeur dans de nombreux pays a la fin du
XX sigcle(2).

Les THA sont des maladies a transmission vectorielle obligatoire, et la mouche tsé-tsé n’existent pas au-
deld du 14° degré de latitude nord(2). La maladie du sommeil est, de ce fait, une maladie uniquement
africaine et les pays « du nord » sont donc épargnés par les épidémies.

Cependant, avec I'augmentation des flux migratoires, des cas ponctuels de maladies dites « tropicales »,
importés par les migrants, sont possibles dans nos pays. Le paludisme en est un exemple bien connu
puisqu’il doit étre évoqué systématiquement lors de fievres de retour de zone d’endémie et qu’un centre
de référence frangais (CNR) efficace existe qui recense tous les cas annuels(217). Par exemple, sur
I'année 2013, un nombre important de cas de paludisme ont été signalés en France avec 2171 cas
rapportés au CNR du paludisme(1).

Mais les maladies tropicales ne sont pas le seul apanage des migrants et des infections par transfusions
sanguines, transplantations d’organe ou transmissions verticales au cours de la grossesse peuvent se
rencontrer. |l a déja été décrit des cas de leishmaniose viscérale, ou de récurrence de la maladie, aprés
des transplantations(218)(219)(220). De méme des cas de maladie de Chagas congénitales se retrouvent
dans la littérature(221).

Les THA ne font pas exception et si la transmission vectorielle est la voie principale de propagation de la

maladie, d’autres modes de transmission rarissimes sont possibles dans et hors zone d’endémie comme
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nous I'avons indiqué au chapitre I.LA.6 « Modes de transmission ».

Les deux cas de THA observés en 2013 au CHRU de Tours au sein d’'une méme famille ont, chacun,

concrétisé cet état de fait pour cette maladie.

La mere, Nadege, est une réfugiée politique originaire de I'ouest de la RDC. La RDC est, actuellement,
une des zones les plus touchées comme nous |'avons évoqué au chapitre 1.A.7.a. Elle aurait aussi
séjourné récemment en Angola, pays également touché par la maladie du sommeil depuis
longtemps(222), ce qui laisse planer un doute sur |origine exacte de sa contamination.
Géographiquement, il est cependant possible de parler de « THA de I'ouest africain », comme semble
également l'indiquer les éléments cliniques que nous avons pu recueillir (chapitre Il) et qu’il est donc

possible d’analyser, a présent, au vu de la littérature.

Pour ce qui est de I’évolution de la maladie, les renseignements récupérés par les différents cliniciens qui
ont suivi la patiente au début de son histoire clinique, different sur un point : son arrivée en France est
notée en 2010, 2011 voire 2012. Nous supposerons cependant que madame AMB... est arrivée en mars
2010 comme l'atteste les derniers courriers la concernant, correspondances qui sont certainement plus
fiables grace a la normalisation de la communication avec elle et le fait qu’elle ait pris des cours de
francais. Cela fait donc, au moment du diagnostic en mai 2013, au moins trois ans que Nadege réside en
France et qu’elle est porteuse du parasite.

Au moment du diagnostic, elle est en phase tardive de la maladie. Elle présente donc une forme
chronique de la maladie qui, comme nous I'avons vu, se développe sur plusieurs années dans cette
forme ouest africaine comme évoqué dans le Tableau Ill (66). La période d’incubation, avant le début des

symptémes cliniques, n’est pas calculable avec les données dont nous disposons.

Avant que le diagnostic ne soit porté, et d’aprés les éléments que nous avons pu recueillir, elle a

développé différents symptomes rencontrés fréquemment dans la maladie en phase tardive.

Il existe des troubles du sommeil objectivables par son état léthargique et son ralentissement psycho-
moteur. A son arrivée a Tours, elle est somnolente, « trés ralentie, quasi mutique ». Cependant, les EEG
faits a Bourges début 2013 et a Tours (chapitres Il.A.2.a et Il.LA.2.b) lors de son hospitalisation ne
retrouvent pas de déclenchement inapproprié de sommeil paradoxal visualisable par des SOREMP

comme cela se rencontre pourtant dans les THA(76). Le fait que les examens oculomoteurs et

musculaires n’aient pas été pratiqués en paralléle et sur 24 heures peut expliquer ce déficit sémiologique.

On retrouve, par ailleurs, les signes neurologiques classiques de la phase tardive de la maladie :
- Nadege présente des troubles psychiatriques qui 'aménent a consulter durant le mois de son
hospitalisation a Tours. Ces symptomes sont trés présents dans les cas de THA, avec une

agitation, des cris qui fluctuent avec une confusion. Elle présente également des troubles du
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comportement notamment un délire paranoiaque. Lors de I'anamnese faite a Tours, il est noté
un syndrome dépressif. Quelqu’en soit I'étiologie, les troubles psychiatriques sont souvent
remarqués par les proches lors de leur apparition. Le fait que Nadége soit réfugiée politique, et
gu’elle soit donc isolée en France, a peut-étre rendu l'identification des troubles plus difficiles :
personne ne connaissant son état antérieur ;
- Nadeéege a un déficit moteur fluctuant, lors de son hospitalisation a Bourges, avec des troubles de
la marche, en effet il est noté qu’elle « marche avec des cannes » avant son hospitalisation a
Vierzon (ll.LA.2.a). Ce caractére fluctuant, souvent mal défini des troubles moteurs, est décrits
fréquemment dans la maladie lors des stades avancés(71). A son arrivée a Tours, en plus du léger
déficit du membre inférieur droit, elle présente une irritation pyramidale et des mouvements
choréiques du visage et des membres inférieurs assez typiques(71). L'examen de la sensibilité de
la patiente n’est pas réalisable mais cela n’exclue pas la possibilité de troubles chez cette
patiente ;
- En dernier lieu elle présente une crise convulsive qui I'améne a I'hopital de Vierzon puis Tours.
On ne sait pas combien de crises sont survenues avant celle-ci, mais 'anamnéese note des
épilepsies sans que I'on connaisse le début des troubles. Cela est bien décrit chez les patients
sommeilleux(71).
La présence de ces symptomes neurologiques a conduit I’équipe médicale a réaliser des IRM, a Bourges
en janvier 2013 et a Saint-Anne en mars 2013. Les différentes IRM retrouvent des hypersignaux T2 de la
substance blanche ce qui pose le diagnostic de « leuco-encéphalopathie diffuse » et entraine une
recherche étiologique large (Figure 34). Selon Kager, méme si I'IRM ne joue pas de rdle diagnostic dans
les THA, les hypersignaux T2 bilatéraux et confluents de la substance blanche sont révélateurs lors des
stades tardifs de la maladie avec encéphalopathie. Ces images permettent uniquement d’objectiver une
leucodystrophie, mais les THA devraient étre, si le contexte concorde avec la suspicion diagnostique, une
des étiologies a rechercher(223).
En plus, des symptomes révélateurs de la phase tardive de la maladie, certains symptomes de la phase
lymphatico-sanguine (l.B.3.a) sont retrouvés comme I'HSM a la clinique et lors d’échographies
abdominales successives, a Bourges, en mars 2013 et a Tours. Aucune fievre n’est objectivée lors de son
hospitalisation a Tours, ni d’ADNP sans que cela ne réfute le diagnostic puisqu’ils peuvent avoir disparu
lors des stades Il de la maladie(3). De méme pour les céphalées ou les trypanides qui ne sont pas
présents dans tous les cas de THA méme s’ils sont souvent retrouvés(3). En revanche, les troubles
cardiovasculaires sont présents avec a I'ECG des troubles de la repolarisation notés a Bourges et aux
urgences de Tours. Les troubles de la conduction sont fréquents et augmentent avec le stade de la
maladie comme nous l'avons décrit au chapitre 1.B.3.a.ix. En revanche, les anomalies cardiaques,

visualisables sur 'ETT du 18 juin, montrent une insuffisance cardiaque avec une FEVG a environ 50% de
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la normale. Ces anomalies font suspecter une endocardite non retrouvée a I'ETO ultérieure. Ces
anomalies sont rattachées a une cardiomyopathie du post-partum de Nadéege et n’ont a priori pas de
rapport avec la maladie du sommeil. Cependant, des insuffisances cardiaques seraient possibles avec des
fibroses cardiaques décrites sur des autopsies réalisées en Afrique sans que I'étiologie trypanienne ne
soit certaine(74), une étude plus récente qui décrit des dysfonctions ventriculaires gauches réversibles
aprées traitement efficace pourraient étayer 'origine parasitaire mais de plus amples études semblent
nécessaires(75).

Les examens biologiques effectués, chez la maman, identifient des signes pouvant étre rattachés, a
posteriori a la THA. Il existe une anémie deés son hospitalisation a Bourges, anémie retrouvée également
a Vierzon puis a Tours. L’anémie oscille entre 8,5 et 9 g/dL avant le diagnostic. En revanche, aucune
hyperleucocytose, ni CRP augmentée n’est présente. La neutropénie légére avec des valeurs supérieures
a 0,5 G/L sont a mettre trés certainement en relation avec les valeurs normales des PNN plus basses chez
les patients d’origine africaine(224). La protidémie est a la limite supérieure de la normale et
I’hypoalbuminémie est fluctuante (Table XIV). L’absence de syndrome inflammatoire évident, sur les
globules blancs, la CRP, la protidémie et I'albuminémie, est peut étre a mettre en rapport avec sa forme
chronique de la maladie qui évolue depuis au moins trois ans. L'EPPs montre une
hypergammaglobulinémie polyclonale a 2 fois la normale. Le profil des immunoglobulines sanguin est le
plus révélateur avec des concentrations d’IgA légerement supérieures a la normale, des IgG a 2 fois la
normale et des IgM a 7 fois la normale (Table XIV). L'augmentation des immunoglobulines plus marquée
sur les IgM est caractéristique des THA comme nous I'avons évoqué au chapitre I.C.1.b. La VS est au dela
des normales. Ce signe biologique est le seul objectivant, chez Nadége, un syndrome inflammatoire. Il
pourrait aussi étre en rapport avec I’hypergammaglobulinémie a IgM principalement. Une autre
anomalie biologie de la maladie est aussi rencontrée chez Nadége qui a le 17 juin 2013 des auto-Ac a des
titres élevés. Ces auto-Ac sont des Ac anti-B2GP1 et anti-cardiolipide. Cela prouve bien |'état
d’hyperactivation des lymphocytes B retrouvé dans la maladie du sommeil (Table XIV) (32). D’autre part,
I"augmentation des IgM non spécifiques peut entrainer des errances diagnostic comme cela a été
décrit(225). Chez Nadége, Les IgM anti-EBV ont amener a discuter une primo-infection. Une méningite
lymphocytaire, concordant avec le diagnostic, est détectée lors de la PL de janvier 2013 et lors de celle
du 17 juin 2013, ainsi qu’une hyperprotéinorachie inférieure a 1 g/L. L'index des IgG est supérieur a la
normale avec une valeur a 2,94 pour une limite normale supérieure a 0,70 (Table XVI). Ce qui peut étre
mis en rapport avec une hyperproduction intrathécale d'immunoglobulines. Nous ne disposons pas de
chiffres pour les IgM intrathécaux.

Le tableau clinique et biologique de Nadéege est donc assez évocateur de THA mais la prise en charge de
Nadege fractionnée, a Chartres, Bourges, Sainte-Anne, Vierzon et enfin Tours, rend I'histoire de la

maladie de la patiente difficile a unifier. De plus, la condition de réfugiée, le probleme linguistique, et
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enfin les troubles psychiatriques n’ont pas di améliorer cette situation. Tout ceci a trés certainement

contribué au diagnostic retardé de maladie du sommeil.

Les circonstances de la découverte de la THA sont, en effet, originales avec la mise en évidence du
parasite dans le LCR de son fils et la mise en parallele rétrospective des symptomes de la patiente et du

diagnostic potentiel.

La confirmation diagnostique a été faite sur la détection des anticorps par deux techniques différentes
au laboratoire de la Pitié-Salpétriere, une IFl et une HG qui ont été positives dans le sang et le LCR
(Tableau XIX et Tableau XX). La présence de parasites n’a pu étre mise en évidence. Néanmoins, d’autres

signes indirects de THA étaient présents telle que la présence de cellules de Mott (Figure 38).

Pour ce qui est de I'espece de trypanosome en cause qui, comme nous I'avons vu, conditionne en partie
le choix thérapeutique (Tableau X et chapitre 1.D.2), le diagnostic de THA a T. b. gambiense est conforté
par plusieurs données principales : sa région d’origine a I'ouest de I’Afrique ol le parasite gambien est
présent, contrairement au parasite rhodésien ; son tableau clinique d’évolution plus chronique qu’aigu
et enfin la confirmation par l'utilisation d’antigénes spécifiques de T. b. gambiense, bien que des
croisements entre les deux parasites soient possibles.

Ces arguments expliqguent que méme si nous avions les possibilités techniques de le faire, nous n’avons
pas utilisé les méthodes moléculaires pourtant nombreuses (I.C.2.b) et qui, en I'absence de parasite
comme ici, auraient pu, en principe, nous permettre un diagnostic de sous-espece certain. Cependant,
méme sur le terrain, leur utilisation reste limitée pour plusieurs raisons.

Avant tout, elles nécessitent une technologie avancée : des machines, des réactifs, du personnel formé.
Des avancées ont été faites pour alléger les procédures comme supprimer les thermocycleurs ou aider a
la lecture des résultats. Mais certains points ne peuvent étre contournés comme la nécessité d’une
chaine du froid pour conserver les échantillons ou la nécessité de réactifs couteux. Ces techniques sont
donc difficilement réalisables dans les lieux reculés des zones d’endémie ce qui rend les avancées
observées dans les laboratoires moins utilisables que les techniques actuellement appliquées sur le
terrain.

Un autre biais des techniques de biologie moléculaire est I'interprétation des résultats. Les techniques
de biologie moléculaire sont tres spécifiques lorsqu’elles sont pratiquées dans des conditions adéquates.
La contamination des échantillons par de I’ADN extérieur doit étre évitée au maximum grace a des
manipulations sous des hottes, dans des pieces différentes, en asepsie la plus stricte possible. Ce qui est
trés contraignant et chronophage. Jusqu’a présent, la part des examens de biologie moléculaire dans le
controle et la surveillance des THA s’est limitée a la recherche clinique ou aux études épidémiologiques
en collectant les échantillons lors de déplacements sur le terrain et en les traitant de facon groupée dans

les laboratoires de références en capitale(226)(227). La méthode de FISH possiblement réalisable a
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température ambiante parait cependant tres prometteuse, simple et sensible, adaptable aux conditions
de terrain. De méme que la technique NASBA(5).

Par ailleurs, la plupart des tests disponibles a ce jour, lorsqu’ils sont utilisés pour le diagnostic individuel
comme ici, permettent de mettre en évidence la présence du genre Trypanozoon, qui comprend
différentes sous-espéces dont certaines sont non pathogénes pour 'lHomme. Les techniques de biologie
moléculaire permettant de déterminer la sous-espece sont moins courantes et gagneraient donc a étre
développées(96).

Un des problemes supplémentaire non encore résolu de ces techniques réside dans la possibilité de la
présence de I’ADN des trypanosomes de la maladie du sommeil dans le génome humain comme cela a
été montré avec Trypanosoma cruzi(3)(5). Enfin, comme dans toutes les pathologies infectieuses, les
méthodes de biologie moléculaire prouvent la présence de I’ADN du parasite mais n’indiquent pas qu'il
est encore vivant. Ce serait la détection de I’ARN trypanosomien qui permettrait d’indiquer si le parasite
est actif comme quelques études I'ont montré avec succes(143). Le probléme d’interprétation des
résultats concerne aussi la reproductibilité insuffisante et la positivité prolongée des techniques de
biologie moléculaires avec certaines sondes comme celles de I’ADN satellite, aprés un traitement
efficace(228). A ce jour, a notre connaissance, aucune étude sur des échantillons suffisamment
importants et sur une région suffisamment vaste n’a été développée en ce sens.

Ainsi, ces techniques de biologie moléculaire prometteuses restent pour l'instant plus du domaine de la

recherche fondamentale que de I'utilisation purement médicale.

Le diagnostic de phase, qui lui aussi est important pour le traitement, a été porté sur les signes cliniques
de phase tardive retrouvés comme nous |'avons vu précédemment et sur la cytorachie qui était a 280
cellules/uL. Lors d’une précédente publication, ’'OMS en 1998 classait en phase Il les patients avec une

s . s . N . s . N 3
protéinorachie supérieure a 37 mg/100mL ou une cytorachie supérieure a 5 cellules/mmavec ou sans

parasite dans le LCR mais actuellement, la protéinorachie n’a plus de place dans le diagnostic de phase(3).

Le traitement choisi a été I'éflornithine avec un schéma thérapeutique classique. Dans les Pays en zone
d’endémie, L'OMS depuis 2009 a rajouté le NECT sur la liste des médicaments essentiels et recommande
cette combinaison en premiere intension pour les THA en phase Il quel que soit le parasite. L’éflornithine
(DFMO) est conseillée en deuxieme intention lorsque le nifurtimox est contre-indiqué ou indisponible.
Nadeége a recu un traitement a base de DFMO, en accord avec 'OMS. En effet, les bénéfices attendus de

I'utilisation du NECT ne sont pas de mise en Pays industrialisés situés hors zone d’endémie :

- Le risque d’augmentation du taux de résistance au DFMO lors de son administration en
monothérapie n’est pas d’actualité: les cas de THA étant rarissimes en France et non

transmissibles a d’autres sujets.
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- Linconvénient lié a la durée d’hospitalisation et a la difficulté d’administration de la DFMO n’est
pas un probléme pour un CHRU de Pays développé.

- Lefait de n’utiliser qu’'une molécule rend I'approvisionnement en médicament plus facile.

- Lestaux de guérison sont estimés a 97% que ce soit avec le DFMO ou avec le NECT.

- Le nombre d’effets secondaires, en évitant la prise de Nifurtimox, est diminué.

Donc l'utilisation de DFMO seul n’est pas préjudiciable aux patients et simplifie la délivrance du
traitement par 'OMS, surtout que le parasite incriminé est T. b gambiense, sous espéce sensible au
DFMO(3).

Les effets secondaires du DFMO sont fréquents, supérieurs a 10%, comme pour le NECT(3). Ce sont ceux
des anti-cancéreux comme évoqué dans un chapitre antérieur. Une NFS est prélevée deux fois par
semaine. Cependant, il n’est pas conseillé d’arréter le traitement lors de la survenue d’un trouble
hématologique a la NFS. Ces deux risques sont a surveiller. Nadege a présenté lors du traitement une

neutropénie iatrogéne spontanément résolutive a I'arrét du traitement (Tableau XXV).

L’évolution de Nadége a été marquée par une nette amélioration clinico-biologique. A I'été 2015, soit 2
ans apres le diagnostic, Nadege n’a plus besoin de cannes pour marcher. Elle n’a plus de déficit moteur.
Elle communique normalement et ne présente plus de troubles de I'humeur, ni de troubles
psychiatriques (I.C.2.b.i.1)). L'IRM réalisée aprés traitement révele une persistance des hypersignaux T2
initialement visualisés et montre un élargissement des ventricules latéraux (Figure 44). La lenteur de la
normalisation des images est confirmée par les observations de Kager. De méme, que I'élargissement
des ventricules latéraux qu’il rattache a une atrophie cérébrale, qui bien que non typique des THA peut
survenir aprés traitement sans retentissement clinique(223). Les examens biologiques sanguins
montrent une décroissance voire une normalisation des anomalies initialement présentes. Son
hémoglobine s’est normalisée, I'albuminémie a retrouvé un niveau normal. La protidémie, apres s’étre
normalisée le 1% juillet 2013 est a nouveau un peu élevée avec un chiffre 3 87 g/L ( N : 65-80 g/L) sans
gu’aucun lien avec sa THA traitée ne soit démontré (Tableau XXV). Son hypergammaglobulinémie et son
profil des immunoglobulines est en nette régression (Figure 43) mais est long a revenir a la normal. Ce
phénomeéne ne permet pas de suivi efficace sur ce parametre. On peut quand méme remarquer que les
IgM semblent revenir a des concentrations normales plus tot que les autres IgG. Ce qui a été noté dans le
LCR des patients par I’'OMS(3). Les auto-Ac anti-cardiolipide présents initialement a des valeurs élevées
ont régressé avec un retour a la normale des IgG et des IgM nettement diminués (Tableau XXX). Ces
différents éléments sont en faveur d’une diminution des troubles immunologiques de Nadeége. La
sérologie parasitaire faiblement positive au départ, est négative le 14 avril 2015 soit 1 an et 9 mois apres
la fin du traitement (Tableau XXVII). La normalisation de la sérologie a été longue mais cette évolution

est normale en post-thérapeutique(3).
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Selon I'OMS, ces parameétres indirects ne sont pas conseillés pour le suivi des patients que ce soit des
patients en phase | ou Il de la maladie lors du diagnostic. Seule la mise en évidence du parasite permet
d’affirmer la rechute. D’autre part, en zone d’endémie, 'OMS ne conseille pas de suivi systématique des
patients. En effet, les patients, en zone d’endémie, ne sont pas trés compliants au suivi et le taux de
rechute est faible, inférieur a 10 %, avec l'utilisation du DFMO(3) (I.D.2.a.ii.2)). S’il y a rechute, les
patients viennent consulter pour symptémes cliniques évocateurs. La preuve absolue de rechute est la
détection de parasites dans le sang ou le LCR, et principalement dans ce dernier car les rechutes sont
plus fréquentes chez les patients diagnostiqués avec une THA au stade tardif. Normalement, le suivi dans
le LCR doit étre d’au moins six mois. Si la cytorachie est inférieure ou égale a 5 cellules/uL et qu’aucun
trypanosome n’est détecté dans le LCR, le patient est considéré comme guéri(3). Dans le cas de Nadége,
ces criteres sont difficiles a appliquer. En effet, le 15 juillet 2013, elle n’a pas de parasite ni dans le sang,
ni dans le LCR et la cytorachie est a 8 cellules/uL soit trés proche des 5 cellules/uL recommandées par
I’'OMS. Méme si le suivi sur le taux d’Ac dans le LCR n’est pas recommandé « officiellement », on note
néanmoins une décroissance des valeurs, tout comme pour les taux sanguins. Le suivi effectué dans le
LCR montre en effet une diminution des Ac par la technique d’IFI qui passe en dessous du seuil de
positivité méme si la diminution n’est pas objectivable par la technique d’HG (Tableau XXVIII). La
possibilité de rechutes tardives avec la forme gambienne de la maladie rend le suivi souhaitable jusqu’a 2
ans post-traitement. Nous sommes arrivés aux deux ans et I’évolution biologique et clinique, comme
nous venons de le voir, est encourageante. Si la cytorachie, lors de la prochaine visite, dans le LCR est
inférieure ou égale a 5 cellules/uL et qu’aucun parasite n’y est détecté, la guérison pourra étre certifiée
selon les criteres de I'OMS(3).

Les criteres de suivi actuellement recommandés par 'OMS ne sont pas parfaits et d’autres marqueurs
sont en cours d’évaluation. Les cytokines et I'arginase sanguines sont, entre autres, des marqueurs
potentiels. Chez Nadége, la valeur des cytokines mesurée avant et aprés traitement ne change pas
significativement (Tableau XXIX). Ceci est peut-étre mis en rapport avec sa forme chronique de la
maladie et ne permet pas d’invalider les cytokines comme marqueurs d’évolution de la maladie. Ceci
d’autant plus que toutes les Interleukines n’ont pas été dosées, notamment I'll-10. Les résultats montrés
pour 'activité de I'arginase sanguine, technique tres originale, en développement et pour lesquels nous
avons été sollicités par I'équipe de Bordeaux travaillant sur le sujet, semblent néanmoins plus
prometteurs. En effet, les concentrations ne sont pas trés élevées avant traitement puisque le 25 juin
2013, l'activité de I'arginase est mesurée dans la zone grise mais on peut tout de méme noter une
décroissance lors des dosages ultérieurs avec une diminution d’1 UI/L entre le 25 juin 2013 et le 1*
février 2014 (Figure 41). Ce résultat corrobore les données disponibles comme nous I'avons vu au

chapitre 1.D.3.d.iv et comme nous le reverrons chez Dan ci-dessous.

130



Le cas clinique de Dan est plus original que ce soit au niveau du mode de transmission ou du tableau
clinique qu’il a développé.

La définition communément admise de THA congénitale est le diagnostic de THA chez un nouveau-né de
mere infectée, survenant dans les cing premiers jours de vie de I'enfant, afin de s’affranchir du risque de
contaminations post-natales. Depuis 1933, 14 cas avec cette définition ont été signalés dont 13 a
T.b.gambiense (41).

La difficulté du diagnostic de THA congénitale repose, en zone d’endémie, sur la possibilité qui existe,
pour le nouveau-né de se faire piquer par une glossine infectée et ainsi de développer la maladie suite a
une contamination « classique », vectorielle. La période des « cinq premiers jours de vie » est souvent
remise en question en fonction des auteurs et de 'intervalle de temps qu’ils estiment nécessaire entre
une piqdre et la dissémination dans le sang des trypanosomes chez les nouveaux infestés(41).

La découverte de THA chez un nouveau-né ou enfant de meére infectée, né hors d’Afrique et n’y ayant
jamais séjourné, rend le diagnostic de THA congénitale quasi indiscutable. Dans la littérature, trois de ces
cas ont été rapportés avec des diagnostics a 19, 22 et 24 mois. Nous pouvons supposer que cette
transmission tardive se produit également sur le terrain, entrainant ainsi une sous-estimation des cas
réels de transmission verticale. Ces cas diagnostiqués tardivement passant pour des THA inoculées par la
mouche tsé-tsé(41). Il existe peu de cas cliniques publiés de transmission verticale, ce qui nous donne
peu d’arguments pour analyser le cas clinique de Dan. Mais I'étude réalisée par Lindner montre que le
lien entre la transmission verticale et le diagnostic de THA n’est pas systématiquement réalisé(41). Ce qui
diminuerait le nombre de cas analysables sous le prisme de la transmission transplacentaire.

Comme Lindner I'a proposé, il nous semblerait donc intéressant que, dans les zones d’endémie, les
femmes enceintes soient testées pour la maladie du sommeil afin d’anticiper les éventuelles
transmissions verticales(41).

Comme nous l'avons vu au cours de I'anamneése du cas clinique, Dan n’a jamais séjourné en zone
d’endémie et nous pouvons donc conclure que la transmission est verticale, par passage transplacentaire
du parasite lors de la grossesse. Le diagnostic ayant été posé tardivement, une autre possibilité serait
une transmission néonatale. Et donc, la transmission congénitale n’est bien entendu vraie que si Dan n’a
jamais été transfusé ou n’a jamais été en contact avec du sang de patient infecté par la maladie apres sa
naissance, ce qui semble le cas d’apres les compte-rendu médicaux que nous avons consulté. Par ailleurs,
nous n’avons pas de notions de transmission de T. brucei lors de I'allaitement mais des cas de maladie de
Chagas transmise par ce biais sont reportés et on pourrait se demander si de tels cas sont possibles dans

les THA(229).

Pour ce qui est du tableau clinique de Dan, il est noté que la grossesse s’est déroulée normalement et

qgue le nouveau-né, né a terme, était normal (llLA.1.a). Il a été publié des avortements, des

accouchements précoces et des hydramnios per-partum chez des femmes enceintes atteintes de
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THA(230)(231). Mais il a aussi été reporté un cas de nouveau-né infecté né en bonne santé(232). Le fait
gue Dan soit né en bonne santé n’est donc pas un élément réfutant la transmission congénitale de la

maladie.

Le début des symptomes porte initialement sur un retard global des acquisitions objectivé tardivement.
Son développement est marqué par un retard psychomoteur important dont le début n’est pas bien mis
en évidence, une cassure de la courbe staturo-pondérale et une hypotrophie sont décelés a 9 mois de vie
(1.B.4.b.i). Ces éléments ne sont pas spécifiques et ont probablement de nombreuses étiologies
pédiatriques que nous ne sommes pas en mesure de discuter ici, mais ils sont cependant souvent
retrouvés chez les enfant parasités par le trypanosome qui sont tres asthéniques(39).

Comme nous I'avons évoqué au chapitre 1.B.4.b.i sur les THA chez les enfants, les tableaux cliniques de la
phase précoce et de la phase tardive sont souvent concomitants(2). Dan ne fait pas exception, et en
reprenant rétrospectivement les différents éléments présents dans le dossier, nous pouvons constater
que les signes des deux phases coexistent. Parmi les signes de la phase |, il présente une fievre oscillante
fréquemment retrouvée chez les jeunes patients et une HSM qui est aussi possible dans ce contexte. Les
ADNP sont palpées. Elles sont dites multiples mais la localisation n’est pas précisée dans le dossier. Si
elles avaient étaient cervicales, elles auraient également pu étre un bon argument et étre rattachées a la
maladie du sommeil(2). Les Iésions cutanées ne sont pas vues mais cela est compatible avec le fait que
Dan soit d’origine ethnique africaine (I.B.3.a.iv) (3). Compte tenu de I'dge de Dan, le syndrome
douloureux et les céphalées ne sont pas objectivables de méme que tout I'examen sensitif.
L'épanchement péricardique, visualisé sur I'échographie cardiaque du 23 mai 2013 est mis en relation
avec une virose probable mais les descriptions faites de I'atteinte cardiaque au cours de la
trypanosomose peuvent laisser a penser que |'étiologie parasitaire ne peut étre exclue bien qu’aucun
trouble du rythme cardiaque, plus classique dans cette maladie ne soit noté (1.B.3.a.ix) (71).

Les éléments d’un tableau clinique compatibles avec la phase Il d'une THA comprennent I’hypotonie
axiale et périphérique qui est classique chez les enfants lors de cette affection, de méme que les
mouvements dystoniques qui sont apparus au cours de I’hospitalisation(71). Si les troubles du sommeil
ne sont pas mis en avant lors de I'’examen clinique de cet enfant, I'absence de réponse aux stimuli visuels
ou moteurs peut étre lié a son retard global des acquisitions ou a un état |éthargique retrouvé
classiqguement chez les patients infectés.

L'IRM réalisée le 3 juin 2013 retrouve, comme pour sa mere, des lésions en hypersignal T2 non
seulement de la substance blanche, préférentiellement en fronto-temporal, mais aussi des noyaux gris
centraux (Figure 33). Lésions que Kager a décrites dans une publications de 2009 (223). Ces anomalies
ont permis, également, de poser le diagnostic de leucodystrophie. La similitude d’aspect entre la maman
et son nouveau-né amenera a réaliser une recherche étiologique large comprenant des recherches

génétiques et métaboliques étendues. Parmi toutes les hypothéses évoquées qui s’avéreront négatives,
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seule une maladie d’Alexander semblait pouvoir étre retenue par les neurologues au moment ou le

diagnostic a été porté en bactériologie.

Les différents examens biologiques retrouvent une anémie, une hyperleucocytose, une CRP et une VS
augmentées qui bien que non spécifiques du diagnostic peuvent y étre rattachés et révelent une
érythrophagocytose et un syndrome inflammatoire(20) (Tableau XlIII). Mais les éléments les plus
évocateurs restent les anomalies du profil des Ig prédominants sur les IgM qui sont dosés a 4 fois la
normale (I.C.1 et Tableau XIIl). La maladie du sommeil n’est pas la seule étiologie a évoquer devant une
hyperglobulinémie polyclonale prédominant sur les IgM. Des états d’hyperimmunité liés a des infections
bactériennes, virales ou parasitaires chroniques, de méme que des maladies auto-immunes, des
hépatopathies voire des déficits immunitaires sont possibles(233). La maladie du sommeil n’est qu’un
diagnostic différentiel de ce genre d’anomalie lorsque le contexte est concordant.

Les PL successives retrouvent une hyperprotéinorachie. Si la premiére PL, du 3 juin 2013, tres
hémorragique, n’a pas permis de compte leucocytaire fiable, la deuxieéme PL du 24 juin 2013 retrouve
bien une méningite lymphocytaire (Table XV), méme si I’dge de I’enfant est a prendre en compte dans
I'interprétation de la cytorachie de Dan. En effet entre un an et 4 ans, une augmentation de la cytorachie
est définie par un compte cellulaire supérieur a 20 cellules/uL(71).

C’est d’ailleurs sur cette deuxieme PL que le diagnostic fortuit est posé par la mise en évidence d’un
parasite vivant lors du dénombrement cellulaire effectué par monsieur Laullier en bactériologie (Figure
31 et Figure 32). Ce qui permet aussi de poser le diagnostic de phase Il avec certitude(3). La confirmation
parasitaire par les méthodes de détection évoquées au chapitre I.C.4 et utilisées chez sa mere retrouvent
le parasite dans le sang (Figure 35 et Figure 37) permettant de supposer une parasitémie forte au
moment de la prise de sang (> 10 000 trypanosomes/mL). Compte tenu de la présence prouvée du
parasite, les examens de recherche d’Ac faits dans le sang et le LCR de Dan ne s’avéraient pas
nécessaires pour le diagnostic. Cependant, afin de pouvoir effectuer ensuite le suivi post-thérapeutique,
ces examens ont été réalisés. Le résultat de la recherche sérologique de Dan est positif mais négatif dans
le LCR et ne sera d’ailleurs pas poursuivi au cours du suivi dans ce dernier. On peut remarquer deux
choses néanmoins, les d’Ac dans le sang de Dan sont faibles avec un résultat négatif en IF et a la limite du
seuil de détection en HG (Tableau XVII). Les taux d’Ac chez sa mere étaient élevés (Tableau XIX) ce qui
laisse a supposer que les Ag des deux techniques utilisées pour la détection des Ac chez ces patients sont
bien adaptés a cette souche parasitaire. On peut alors imaginer que ces taux faibles d’Ac sont peut étre
plutot liés a une immaturité immunologique liée a I'age comme le reporte MSF, mais Dan a déja un an,
ou a la dépression du systeme immunitaire régulierement constatée chez les patients infectés(234)(32).
D’autre part, la détection des Ac dans le LCR, au pur ou apreés dilution, permet habituellement de statuer

en faveur d’une THA mais I'lF faite sur le LCR de Dan est négative et I’'HG positive sans dilution (Tableau
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XVIII). Une explication probable de cette dissociation sérologique serait la contamination du LCR par du
sang périphérique.

Pour ce qui est de la sous-espéce en cause, les arguments épidémiologiques et cliniques établis ci-dessus
pour la maman plaident bien évidemment en faveur d’'une manifestation de Dan par la méme sous-
espéce que sa maman, a savoir T. b. gambiense.

En dehors de la mise en évidence des trypanosomes dans le LCR de I'enfant, la cytorachie permet
également de statuer biologiquement pour une phase Il de la maladie avec 125 cellules/uL le 24 juin
2013 (Table XV) ce qui est bien supérieur aux 5 cellules/uL recommandées par I’OMS bien que ce seuil
soit a prendre avec précaution chez Dan qui a un an comme nous I'avons évoqué plus haut(3)(71).

Dan recoit le méme traitement que Nadége pour la méme durée. Il n’aura aucun effet secondaire et
supporte mieux le traitement que sa meére. Le fait que les enfants supportent mieux le traitement que les
adultes a été rapporté lors de I'utilisation du NECT qui est une combinaison de molécules contenant le
DFMO(198). Cet état de fait est certainement extrapolable pour I'utilisation du DFMO en monothérapie
comme cela avait été montré pour la prise en charge d’un cas pédiatrique francais lors de la mise en

place du produit(235).

L’évolution de Dan est suivie sur le plan clinique, biologique et parasitologique.

Le 15 juillet, a I'occasion de la seule PL réalisée chez Dan en post-thérapeutique, 3 jours aprés le fin du
traitement, la recherche parasitaire est négative dans le LCR et la cytorachie est a 6 cellules/uL. Méme si
le seuil fixé par 'OMS n’est pas extrapolable aux enfants, qui ont une cytorachie normale supérieure aux
adultes, comme nous I'avons vu plus haut, on peut estimer qu’elle a bien diminuée(71). Ces deux items

permettent de voir la bonne évolution biologique de Dan.

Les dosages sériques de I'albumine et de I’'hémoglobine sont, par ailleurs, les premiers a se normaliser
(respectivement le 2 juillet 2013 et le 9 juillet 2013). La protidémie revient a la normale le 13 ao(t 2013
et lorsqu’on étudie le profil des Ig, les IgA sont les seules a se normaliser le 2 juillet 2013, mais les IgM et
les IgG sont en nette décroissance, surtout en ce qui concerne les IgM qui passent de 5 fois la normale le
3 juin 2013 a 1,7 fois la normale le 14 juillet 2013 (Tableau XXI).

La sérologie parasitaire se négative le 31 janvier 2014. La détection des Ac dans le LCR de Dan n’est pas
renouvelée en post-thérapeutique mais elle était négative en pré-thérapeutique (Tableau XVIII). Le 15
juillet, sur la PL de controle de Dan, la protéinorachie est revenue a la normale (Tableau XXII). Ceci est
autant de critéres a ajouter a la bonne évolution biologique de Dan.

Les images d’IRM de Dan apreés traitement mettent en évidence une légere amélioration des lésions de la
substance blanche et des noyaux gris centraux (Figure 42). Ceci concorde avec une amélioration lente
des images cérébrales aprés traitement(223). D’ailleurs les IRM lors du suivi des patients traités pour une

THA ne sont pas recommandées excepté si un symptome neurologique survient. En ce qui concerne Dan
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le retard global d’acquisition et les séquelles neurologiques rendent le suivi des atteintes cérébrales par
IRM compréhensible.

Comme nous l'avons évoqué ci-dessus pour Nadege, le suivi thérapeutique n’est, en principe, pas
conseillé sur ces trois derniers parameétres qui mettent du temps a se normaliser et ne sont donc pas de
bons marqueurs de la guérison (I.D.3.c) (3). Dans notre cas, ils viennent pourtant apporter des
arguments supplémentaires en faveur de la bonne efficacité du traitement.

Par ailleurs, I'évolution des marqueurs biologiques pronostiques de la maladie est particulierement
intéressante a suivre chez Dan.

D’une part, nous avons suivi les concentrations de plusieurs cytokines avant et aprées traitement (Tableau
XXIV). La décroissance la plus marquée concerne le récepteur soluble a I'll-2. Nous avons évoqué au
chapitre .LA.2.c que les valeurs d’lI-2 diminuent lors des THA et qu’il en est de méme pour I'expression de
son récepteur transmembranaire(32). Aucune donnée, a notre connaissance, n’est disponible pour le
récepteur soluble de cette cytokine et la décroissance spectaculaire observée chez Dan avant et aprés
traitement est peut étre une donnée intéressante a développer. On note, par ailleurs, une diminution du
qguart des valeurs de TNF-a avant et aprés traitement (Tableau XXIV) ce qui corrobore des données
disponibles dans cette maladie pour ce marqueur(210). En ce qui concerne I'll-6, cytokine qui serait un
bon marqueur de phase et dont les concentrations pourraient donc étre élevés dans les stades évolués,
les valeurs initiales étaient basses chez Dan (Tableau XXIV) (157). Du fait des faibles concentrations
initiales d’ll-6, la décroissance n’a pu étre mise en évidence. Ce résultat sur I'll-6 n’est donc pas concluant
et serait en faveur de I’hypothése que les formes aigués permettent d’objectiver la différence mais pas
les formes chroniques a T. b. gambiense(86).

D’autre part, tout comme pour Nadége, le suivi de I'activité de ce nouveau marqueur qu’est I'arginase
avant et apres traitement permet de voir une décroissance des concentrations. La valeur initiale, le 15
juillet 2013, est située dans la zone grise puis décroit de 1 UI/L en six mois soit le 31 janvier 2014.
Comme nous l'avons développé dans le chapitre 1.D.3.d.v, ce dosage reflete la pathogénicité de
I'arginase qui diminue les défenses immunitaires de I’"hote et permet la survie du parasite chez I'hote
infecté(216). Chez Dan, la valeur initiale n’est pas trés élevée mais une décroissance est tout de méme
visible comme pour chez Nadége. Un suivi sur une plus longue période est peut étre souhaitable, mais
comme ceux évoqués plus haut, ne va pas en faveur d’un marqueur sanguin rapide de guérison chez

I’hote infecté.

D’apres les derniéres informations que nous avons récupérés, Dan, a deux ans du traitement, garde un
retard global des acquisitions. Il doit porter en permanence un corset et un verticalisateur, qui lui permet
d’avoir la position adéquate afin d’interagir avec son entourage. Il est nourrit principalement par sa

gastrostomie et doit faire |'objet d’une rééducation constante au niveau orthophonique et
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psychomoteur. Cependant grace a une prise en charge coordonnée des différents intervenants, lui et sa
mere ont pu rentrer a domicile. C'est grace a une évaluation réguliere que les pédiatres pourront

apprécier I’évolution au long court.
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Conclusion

En étudiant les cas cliniques de Dan et Nadege AMB..., et en confrontant cette analyse aux données de la
littérature, nous avons pu comprendre les difficultés que pose le diagnostic des THA, principalement en

dehors des zones d’endémie africaine.

Les THA, a cause des tableaux cliniques peu spécifiques dont elles sont responsables, sont des gageures a
dépister, principalement hors zone d’endémie. Ces maladies devraient rentrer dans les diagnostics
différentiels a rechercher lorsque le contexte géographique le nécessite. Certains reperes sont possibles.
Il serait par exemple licite d’évoquer le diagnostic lors de symptomes neurologiques, surtout
psychiatriques, ou d’état sommeilleux développés chez des sujets originaires ou ayant séjourné en zone
d’endémie. On pourrait, en outre, proposer de rechercher les THA lors de diagnostics de leucodystrophie

cérébrale dépistée a I'IRM chez des sujets revenant d’Afrique.

Ces démarches seraient d’autant plus facilitées actuellement compte tenu des avancées dans les
techniques de diagnostic biologique que nous avons pu analyser ici. Ce sont autant d’armes permettant
de simplifier les démarches avant l'instauration d’un traitement antiparasitaire. Il est en effet probable
qgue, sous peu, les arbres diagnostiques classiques composés du dépistage sérologique, puis de la
confirmation et de l'identification parasitaire et enfin de la stadification dans le LCR pourront se réduire

a un simple test sensible, spécifique, colt-efficace et facile a interpréter.

De méme, les nombreuses molécules encore en phase d’étude que nous avons citées ici devraient

permettre de faciliter la thérapeutique, sans méme la nécessité de différencier les deux sous-espéces.

L'OMS prévoit |'éradication des THA en 2030 grace a I'évolution des outils diagnostiques et

thérapeutiques.

Dans I'attente de la réalisation de cette prophétie optimiste, la sensibilisation du personnel de santé en

zones d’endémie ou en dehors de celles-ci reste un enjeu essentiel.
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Résumé :

Les trypanosomoses humaines africaines (THA) sont des maladies tropicales vectorielles des
zones reculées d’Afrique sub-saharienne, transmises par la mouche tsé-tsé.

A Tours, deux cas de THA ont été diagnostiqués chez une réfugiée en France depuis quatre ans
et présentant des troubles neurologiques, ainsi que chez son fils, né en France et présentant le
méme type de troubles. Le diagnostic a été posé fortuitement en examinant le liquide
céphalorachidien de I'enfant ; ce qui a permis de suspecter une THA congénitale et de prendre
en charge les deux patients.

A I'occasion de ce travail de thése et afin d’étayer ces cas cliniques, nous avons souhaité faire
un état des lieux de cette pathologie peu connue en France. Les aspects épidémiologiques et
cliniques des deux entités que sont les THA chroniques de I'ouest africain et aigués a I'est sont
d’abord évoqués. Dans le cadre de notre DES de biologie médicale, nous nous attardons
également sur les outils diagnostiques disponibles et en développement, dont les techniques de
détection moléculaire et leur utilisation éventuelle dans des arbres diagnostiques adaptés au
stade de la maladie et a la sous-espéce parasitaire en cause. Enfin, nous abordons les aspects
thérapeutiques, tant ceux historiques ou de terrain que ceux concernant d’assez nombreuses
molécules actuellement en développement.

Méme si ’'OMS prévoit I'éradication de la maladie du sommeil a breve échéance, en particulier
grace a I’évolution des outils diagnostiques et thérapeutiques tel que nous I'avons rappelée ici,
I'absence de spécificité des symptomes et la rareté de la maladie hors des zones d’endémie
doivent conduire a rester vigilant dans la pratique médicale en France.
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