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Résumé — Cette étude a été menée dans la province du Sankuru en République Démocratique du Congo, dans trois zones de santé
(Dikungu, Tshumbe et Wembo-Nyama) endémiques a la Trypanosomiase Humaine Africaine (THA). Elle a visé de déterminer les
espéces de trypanosomes africains infectant les glossines qui sévissent dans ces trois zones de santé. Au total 446 glossines ont été
capturées a ’aide des pieges (BCT, Grémansin et Stop) ; 81 glossines vivantes étaient disséquées pour prélever le proboscis, les glandes
salivaires et D’intestin moyen pour les observations microscopiques et le diagnostic moléculaire (QPCR et PCR) des espéces de
trypanosomes.

Sur I’ensemble d’échantillons positifs, 95,1 % étaient déterminés par diagnostic moléculaire contre 4,9 % observés exclusivement en
microscopie. Les analyses moléculaires impactent significativement (P 0,001<0,05) sur la détection des trypanosomes (sensible et
spécifique) par rapport a ’observation microscopique. En effet, elles sont lentes et couteuses.

Les groupes taxonomiques de trypanosomes infectant les Glossina fuscipes fuscipes dans des zones étudiées sont Trypanosoma brucei
gambiense (14,8 %), Trypanosoma congolense savane (3,7 %) et Trypanosoma congolense forét (1,2 %). Il y a coexistence de la
trypanosomiase africaine humaine et animale dans ce milieu d’étude. Le développement de nouvelles stratégies intégrant des mesures
de lutte contre la trypanosomiase humaine et animale pourrait permettrait I’élimination de la gTHA en tant que probléme de santé
publique d’ici 2030.

Mots clés — Microscopie, Diagnostic moléculaire, Trypanosome, Glossine, Sankuru.

Abstract — This study was carried out in the Sankuru province in the Democratic Republic of Congo, in three health zones (Dikungu,
Tshumbe and Wembo-Nyama) endemic to Human African Trypanosomiasis (HAT). It aimed to determine the species of African
trypanosomes infecting the tsetse flies prevalent in these three health zones. A total of 446 flies were captured using traps (BCT,
Grémansin and Stop); 81 live flies were dissected to sample the proboscis, salivary glands and midgut for microscopic observations and
molecular diagnosis (QPCR and PCR) of trypanosome species.
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On the set of positive samples, 95,1 % were determined by molecular diagnosis compared to 4,9 % observed exclusively by microscopy.
Molecular analyzes have a significant impact (P 0,001<0,05) on the detection of trypanosomes (sensitive and specific) compared to
microscopic observation. Indeed, they are slow and expensive.

The taxonomic groups of trypanosomes infecting Glossina fuscipes fuscipes in the areas studied are Trypanosoma brucei gambiense
(14,8 %), Trypanosoma congolense savannah (3,7 %) and Trypanosoma congolense forest (1,2 %). There is coexistence of Human and
Animal African Trypanosomiasis in this study environment. The development of new strategies integrating measures to combat human
and animal trypanosomiasis could enable the elimination of gTHA as a public health problem by 2030.

Key words — Microscopy, PCR/qPCR, Trypanosoma, Glossina, Sankuru.

I. INTRODUCTION

Les trypanosomes sont des protozoaires flagellés du genre Trypanosoma appartenant a la famille des
Trypanosomatidae [1]. 1ls sont des parasites des plantes (Phytomonas), et du sang, de la lymphe, des tissus ou des cavités de
toutes les classes de vertébrés. Le cycle des trypanosomes des vertébrés inclut deux hotes, un vertébré et un invertébré
hématophage [2,3].

Des 125 espéces de trypanosomes connues, les plus étudiées sont celles responsables de maladies chez ’homme
(maladie du sommeil en Afrique ou maladie de Chagas en Amérique du Sud) ou chez I’animal (Nagana en Afrique, Surra en Asie,
Mal de caderas ou Murrina en Amérique, Dourine partout dans le monde). Ces espéces peuvent étre réparties en deux groupes
(Stercoraria et les Salivaria), selon leur mode de développement dans I’insecte vecteur et dans 1’hote [4]. Les trypanosomes
africains provoquent chez les humains la Trypanosomiase Humaine Africaine (THA) ou maladie du sommeil et chez les animaux
les Trypanosomoses Animales Africaines (TAA) ou Nagana [5,6].

La THA constitue une grave menace pour la santé d’au moins 50 millions de personnes en Afrique subsaharienne.
Ces derniéres années, le nombre de cas est passé sous la barre de 1000, avec 977 cas recensés en 2018 selon I’OMS [7]. C’est une
maladie parasitaire vectorielle transmise par les glossines (mouches tsé-tsé) en Afrique subsaharienne [8]. La maladie existe sous
deux formes dues a deux parasites différents :

= la forme chronique provoquée par Trypanosoma brucei gambiense (gTHA), dans 24 pays d’Afrique de I’Ouest et
Centrale avec 98 % des cas dont 84 % en RD Congo ;

= Jla forme aigiie provoquée par Trypanosoma brucei rhodesiense (rTHA), dans 13 pays d’Afrique orientale et australe,
avec 2 % des cas restant [9,10].

Au cours de la période 2011-2020, les cas de gTHA en RD du Congo ont diminué de maniére substantielle et
régulicre, avec plus de 5 500 cas par an déclarés en 2011-2013, 613 cas en 2019 et 395 en 2020 [11]. Dans la feuille de route pour
les maladies tropicales négligées 2021-2030, I’OMS a ciblé la gTHA (a chimiothérapie non préventive) pour éliminer sa erguidek
bergui hasstransmission d’ici 2030 [12,13].

Les TAA sont des maladies animales dues a un complexe d’espéces : Trypanosoma vivax, Trypanosoma congolense
et Trypanosoma brucei brucei [14]. Elles sont responsables annuellement de plus de 3 millions de morts chez les bovins, avec un
impact économique estimé a plus de 2 milliards d’euros pour les seuls bovins, et plus du double si on considére I’ensemble de
I’¢élevage [15,16,17].

Les principaux piliers de la stratégie d’¢élimination de la THA sont : la détection active et passive des cas, la gestion
des cas et la lutte antivectorielle afin de rompre la chaine de transmission [18, 19,20]. Ce dernier pilier vise a réduire le contact
humains/vecteurs en le maintenant pendant un nombre d’années (estimé a 4-5 ans, a cause de la durée de la maladie chez
I’homme), pendant que simultanément, les équipes médicales traitent le réservoir humain des trypanosomes, les parasites
pourraient disparaitre du foyer [21].

La lutte antivectorielle devant s’orienter vers des techniques non polluantes. Dans ce domaine, la mise au point de
picges pour la capture des glossines contribuerait grandement a lutter contre la THA. Par sa simplicité et son faible cott, le
piégeage constitue 1’'une des alternatives les plus adaptées pour la participation communautaire et le respect du milieu [22,23].

Vol. 43 No. 1 February 2024 ISSN: 2509-0119 72



Identification par Diagnostic moléculaire des Trypanosomes chez les Glossines dans les Zones endémiques de la Province du Sankuru
en République Démocratique Congo

L’objectif poursuivi par cette étude est de déterminer les groupes taxonomiques de trypanosomes affectant les
glossines dans les zones endémiques a la THA de la Province du Sankuru en République Démocratique du Congo.

II. METHODES

La Province du Sankuru est située a 3,4° latitude Sud, 24,42° longitude Est et 494,6 m d’altitude. Selon la
classification de Koppen-Geiger, la Province du Sankuru est traversée par un climat tropical humide (AW4) avec végétation de
savane [24].

Dans cette étude, trois types de picges ont été expérimentés :
= Piége BCT ¢élaboré par le PNLTHA en 1993 [25] témoin ;
=  Piege Grémansin proposé par Grébaut et Mansinsa en 2020 [26] et ;
=  Piege Stop proposé par Lokanga, Luamba, Mumba et Mutambel en 2022.

Le Pi¢ge Stop est une adaptation et une amélioration du Picge DBS de Mukonkole Mulumba Jean Claude et
Luamba Lua Nsembo Jean [27]. Dans les trois zones de santé (Dikungu, Tshumbe et Wembo-Nyama), 234 pié¢ges ont été installés
dans 15 aires de santé dont 26 villages, pendant quatre mois soit du 02 Janvier au 30 Avril 2023.

Pendant I’enquéte entomologique, la visite de pi¢ges se faisait une fois par jour entre 16 a 17 heures. Toutes les
mouches collectées ont été identifiées morphologiquement, comptées et triées en mouches ténérales et non ténérales comme décrit
ailleurs par Laveissiére et ses collaborateurs [28]. Seules les glossines non-ténérales et vivantes étaient disséquées sous la loupe
binoculaire en séparant soigneusement ses trois principaux organes (le proboscis, les glandes salivaires et 1’intestin moyen)
susceptibles d’héberger le trypanosome. Ces organes sont soumis a l’observation microscopique. Pour les besoins d’une
caractérisation moléculaire ultérieure, les échantillons ont été suspendus séparément dans des tubes eppendorf de 1,8 ml contenant
du DNA/RNA Shield. Le réactif DNA/RNA Shield de Zymo Research est une solution de stabilisation d'ADN et d'ARN était
utilisé pour conserver les échantillons de glossines a température ambiante.

Le diagnostic moléculaire des Trypanosomes, ’ADN a été extrait des échantillons des trois principaux organes
(proboscis, glandes salivaires et intestin moyen). L’extraction a consisté d’abord a broyer chaque organe dans 200 p1 de CTAB 2
%, suivi de chauffage et différentes phases de centrifugation a 12 000 rpm avec chloroforme, Isopropanol et éthanol. Les extraits
ont ensuite été séchés pendant 5 minutes a la température ambiante et suspendus dans ’eau stérile toute une nuit sur la paillasse
ou Y journée [29, 30,31]. Les extraits d’ADN ont enfin été conservés a -20°C jusqu’a 'utilisation [28].

Tableau 1 Préparation de master mix pour la gPCR

Réactifs Volumes (pl) Canaux Positif Négatif
qSCRIPT XLT 10
ql8S2 1 Col fluor orange <35 >35
ql77T 1 FAM <35 >35
qTgsGP 1 Cys <35 >35
Nucloase free water 2
Volume s/total 15
DNA extrait 5
Volume total 20

Pour la qPCR, on a utilis¢ deux types d’amorces (fragment d’ADN ou ARN servant de point de départ a une
polymérisation [32] ont été utilisés. Les q18S2 et q177T pour détecter de la famille de trypanosomidae, et le qTgsGP pour
identifier I’espece de T. brucei gambiense.
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Le programme d'amplification dans le Thermocycleur Quantabio a commencé par une étape de dénaturation a 94
°C pendant 3 min suivie de 40 cycles d'amplification. Chaque cycle contient une étape de dénaturation a 94 °C pendant 30
secondes, une étape de recuit @ 51 °C pendant 45 secondes et une étape d'extension a 72 °C pendant une minute suivie d'une
extension finale a 72 °C pendant 5 min. La lecture des résultats est effectuée a 1’aide du logiciel Quantabio.

Avant de préparer le Master mix pour la PCR, il faut homogéneiser les composants individuels avant utilisation et
assembler tous les composants de la réaction sur la glace.

Tableau 2 Préparation de master mix pour la PCR conventionnelle

Réactif Volume (p1)
Tampon standard 12,5
10 pM Amorce sens 0,5
10 pM Amorce anti-sens 0,5
ADN extrait 5
H,0 sans nucléases 6,5
Volume s/total 25

Le programme d'amplification dans le Thermocycleur Biometra T3000 durant 1h39’a 39 cycles. Une fois
I'amplification PCR terminée, 10 pl de produits amplifiés ont été analysés par électrophorése sur un gel d'agarose a 5% pendant
30 minutes. A la suite de la migration des amplicons en fonction de leur taille, tremper dans un bassin contenant du bromure
d'éthidium 6 %. A la fin de chaque électrophorese, le gel a été visualisé sous lumiere UV et une photo de chaque gel a été
imprimée.

Le diagnostic moléculaire, les amorces pour l'identification des souches de Trypanosoma congolense type
forét, Trypanosoma congolense type savane et Trypanosoma brucei gambiense ont été utilisées [33,34,35].

Tableau 3 Caractéristiques des couples d’amorces utilisées pour la PCR

Spécificité Séquence des amorces (5°—3°) T (°C) | Taille (pb)

TCS1: CGA-GAA-CGG-GCA-CTT-TGC-GA 55 241
T. congolense savane
TCS2: GGA-CAA-ACA-AAT-CCC-GCA-CA

TCF1: GGA-CAC-GCC-AGA-AGG-TAC-TT 55 350
T. congolense forét
TCF2: GTT-CTC-GCA-CCA-AAT-CCA-AC

Tgl19-F : GCT-GCT-GTG-TTC-GGA-GAGC 63 310
T. brucei gambiense
Tgl19-R : GCC-ATC-GTG-CTT-GCC-GCTC

Source : [33,4,35]
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III. RESULTATS

Tableau 4 Taux d’infection détectée en microscopie et en diagnostic moléculaire (DM)

Microscopie+ Microscopie- DM+ DM-
Zone de santé

n % n % n % n %
Dikungu 1 6,3 15 93,8 1 6,3 15 93,8
Tshumbe 0 0 13 100 1 7,7 12 92,3
Wembo-Nyama 3 5,8 49 94,2 15 28,9 37 71,1
Total 4 4,9 77 95,1 17 21 64 79,1

L’analyse des données sur le taux d’infection montre que :

= e taux d’infection détecté par microscopie et diagnostic moléculaire était 6,3 % a Dikungu ;

= aucune infection n’a été observée par microscopie a Tshumbe, mais le diagnostic moléculaire y a révélé un taux
d’infection de 7,7 % positifs ;

= le taux d’infection observé par microscopie est de 5,8 % a Wembo-Nyama tandis que le diagnostic moléculaire a
manifesté un taux d’infection plus élevé de 28,9 %.

Tableau 5 Taux d’infection révélé par site de capture

Microscopie+ Microscopie- DM+ DM-
Site de capture
n % n % n % n %
Village 3 5,4 53 94,6 13 23,2 43 76,8
Point d’eau 1 4 24 96 4 16 21 84
Total 4 4,9 77 95,1 17 21 64 79

Le tableau 5 ci-haut présente les résultats selon les sites de captures :

= aux villages : 5,4 % des cas étaient positifs a la microscopie contre 94,6 % des cas négatifs ; tandis que le diagnostic
moléculaire a révélé 23,2 % des cas positifs contre 76,8 % des cas négatifs ;

= aux points d’eau : 4 % des cas étaient positifs a la microscopie contre 96 % des cas négatifs ; tandis que 16 % des cas
révélés positifs au diagnostic moléculaire contre 84 % des cas négatifs.

Tableau 6 Taux d’infection détecté des glossines par type de piege

Microscopie+ Microscopie- DM+ DM-
Piéges
n % n % n % n %
BCT 1 6,7 14 93,3 3 20 12 80
Grémansin 1 7,1 13 92,9 6 429 8 57,1
Stop 2 3,8 50 96,2 8 15,4 44 84,6
Total 4 4,9 77 95,1 17 21 64 79

Les données présentées le tableau ci-dessus indiquent que :
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" Pour le piege BCT, 6,7 % des échantillons étaient positifs a la microscopie, tandis que 20 % étaient positifs au diagnostic

moléculaire ;

®  Pour le piege Grémansin, 7,1 % des échantillons étaient positifs a la microscopie, tandis que 42,9 % étaient positifs au
diagnostic moléculaire ;

®  Pour le piege Stop, 3,8 % des échantillons étaient positifs a la microscopie, tandis que 15,4 % étaient positifs au
diagnostic moléculaire.

Tableau 7 Taux d’infection des glossines a la microscopie selon le sexe

Microscopie+ Microscopie- Total
Sexe P-value
n % n % N %
Femelle 3 6 47 94 50 61,7
Mile 1 3,2 30 96,8 31 38,3 1
Total 4 4,9 77 95,1 81 100

Concernant le taux d’infection des glossines a la microscopie selon le sexe, les données dans le tableau 7 ci-haut
montrent que 6 % des femelles ont été testées positives pour la microscopie contre 3,2 % des méles sur un taux d’infection total
est de 4,9 %. La valeur P>0,05 fournie par le test de Ficher appliqué a la table de contingence est de 1. Il n’y a donc pas un lien
perceptible entre le taux d’infection des femelles par rapport et celui des males. Ainsi, 1’hypothese nulle ne peut étre rejetée.

Tableau 8 Taux d’infection par diagnostic moléculaire (DM) selon le sexe

DM+ DM- Total IC (95 %)

Sexe OR

n % n % N % Inf. Sup.
Femelle 9 18 41 82 50 61,7 Réf Réf Réf
Maile 8 25,8 23 74,2 31 38,3 0,63 0,24 2,40
Total 17 21 34 79 81 100
Coefficient Réf -0,28
E. standard Réf 0,57

Les analyses sur la prévalence du taux d’infection par diagnostic selon le sexe montrent qu’il y’a eu 18 % des cas
positifs contre 82 % des cas négatifs des glossines femelles et 25,8 % des cas positifs contre 74,2 % des cas négatifs des glossines
males.

L’0Odds Ratio (OR) pour les males par rapport aux femelles est de 0,63, avec un intervalle de confiance a 95 %
allant de 0,24 a 2,40. Le coefficient pour les males est de -0,28 avec une erreur standard de 0,57. La probabilité d’infection étant
en moyenne de 0,28 unité se révele plus faible chez les males que chez les femelles. Il n’y a pas un impact significatif entre les
males et les femelles en termes de taux d’infection détecté par diagnostic moléculaire.
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Tableau 9 Taux d’infection des glossines par organe

Microscopie+ Microscopie- DM+ DM-
¢ n % n % n % n %
Proboscis 0 0 0 0 0 0 0 0
GS 0 0 0 0 0 0 0 0
M 4 4,9 77 95,1 17 21 64 79
Total 4 4,9 77 95,1 17 21 64 79

Les données du taux d’infection des organes sont consignées dans le tableau 9 indiquent que pour le proboscis et
les glandes salivaires (GS), aucun échantillon n’était positif ni a la microscopie ni au diagnostic moléculaire ; par contre, pour
I’intestin moyen (IM), 4,9 % d’échantillons positifs a la microscopie ; tandis que 21 % positifs au diagnostic moléculaire.

Tableau 10 Taux d’infection des glossines par stade du développement des trypanosomes

Organes
Stade
Proboscis GS M
Forme procyclique 0 0 17 (100 %)
Forme épimastigote 0 0 0
Forme trypomastigote 0 0 0

Les données dans le tableau 10 ci-haut montrent que :

® la forme procyclique a été détectée uniquement dans 1’intestin moyen (IM), avec un taux de 100 % ; tandis qu’aucune
forme procyclique n’a été détectée dans le proboscis ni dans les glandes salivaires (GS) des glossines capturées.

® aucune forme épimastigote ou forme trypomastigote n’a été détectée.

Tableau 11 Comparaison diagnostic moléculaire versus microscopie

DM+ DM- Total
Microscopie P-value
n % n % N %
Positif 4 100 0 0 4 4,9
Négatif 13 16,9 64 83,1 77 95,1 0,001
Total 17 21 64 79 81 100

Les données dans le tableau 11 illustrent que :

" positif en microscopie et en diagnostic moléculaire : 4 cas (soit 100 % des cas positifs en microscopie) ou les deux
techniques indiquent un résultat positif. Cela représente 4,9 % de 1’ensemble des cas ;

®  négatif en microscopie mais positif en diagnostic moléculaire : 13 cas (soit 16,9 % des cas négatifs en microscopie)
ou la microscopie a donné un résultat négatif, mais le diagnostic moléculaire a donné un résultat positif ;
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®  npégatif en microscopie et en diagnostic moléculaire : 64 cas (soit 83,1 % des cas négatifs en microscopie) ou les deux
techniques indiquent un résultat négatif. Cela représente 95,1 % de 1’ensemble des cas. La valeur P 0,001<0,05 montre
une différence significative observée entre les résultats obtenus par la microscopie et par le test moléculaire.

Tableau 12 Taux d’infection Trypanosoma brucei gambiense

Positif Négatif Total
Zone de santé P-value
n % n % N %
Dikungu 0 0 16 100 16 19,8
Tshumbe 1 7,7 12 92,3 13 16,0
0,072
Wembo-Nyama 11 21,2 41 78,8 52 64,2
Total 12 14,8 69 85,2 81 100

Pour détecter T. brucei gambiense dans différentes zones de santé, la qPCR a fourni les résultats repris dans le
tableau 9 ci-dessus :

= Dikungu: aucune amplification n’a été observée avec les amorces spécifiques (q18S2 et qTgsGP) contre 16 (100 %)
négatifs ;

=  Tshumbe: 1 (7,7 %) a amplifié positivement contre 12 (92,3 %) négatifs ;
=  Wembo-Nyama: 11 (21,2 %) ont amplifié positivement contre 12 (92,3 %) négatifs.

Au total, sur 81 (100 %) des échantillons analysés, 12 (14,8 %) ont amplifié positivement contre 69 (85,2 %)
négatifs. La valeur P indiquée est de 0,072, ce qui suggéere que les différences observées ne sont pas statistiquement significatives
au seuil de 0,05.

Identification d’autres espéces de trypanosomes par PCR

Fig. 1 Electrophorése sur gel d’agarose 5 % des produits de PCR

Légende : CN = contrdle négatif, 13, 16, 19, 137 et 177 échantillons de I’intestin moyen, THA = amorce de 7. brucei gambiense,
B = contrdle positif, AS1 = contrdle positif, Mq = marqueur de poids moléculaire.

A la suite d’une amplification par les amorces spécifiques de Trypanosoma congolense savane, la lecture sur gel
d’agarose des produits de PCR révéle que 4 échantillons (80 %) étaient positifs (migration d’ADN a 241 pb) contre 1 échantillon
(20 %) négatifs (Fig. 1).
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Fig. 2 Electrophorése sur gel d’agarose 5 % des produits de PCR

Légende : Mq = marqueur de poids moléculaire, 13, 16, 19, 137 et 177 échantillons de I’intestin moyen, THA = contrdle positif,
B = contrdle positif, AS1 = contrdle positif, CN = contrdle négatif.

Aprés une amplification par les amorces spécifiques Trypanosoma congolense forét, la lecture sur gel d’agarose
montre que 1 échantillon (20 %) positif (migration d’ADN a 350 pb) contre 4 échantillons (80 %) négatifs (Fig. 2).

Tableau 13 Espéces de trypanosomes selon les zones de santé

Zones de santé

Espéce
Dikungu Tshumbe Wembo-Nyama
T. brucei gambiense - + +
T. congolense savane + - +
T. congolense forét - - +

Les résultats des especes de trypanosomes selon les zones de santé repris dans le tableau 13 ci-haut montrent que :
= Trypanosoma brucei gambiense est présent a Tshumbe et 8 Wembo-Nyama, mais absent a Dikungu ;
= Trypanosoma congolense savane est présent a Dikungu et 8 Wembo-Nyama par contre absent a Tshumbe et ;
= Trypanosoma congolense forét est présent a Wembo-Nyama et absent a Dikungu et & Tshumbe.
IV. DISCUSSION

En microscopie tout comme en diagnostic moléculaire, le pourcentage des glossines infectées était plus élevé a
Dikungu (6,3 %) qu’aux deux autres zones de santé (Tshumbe 0 % et Wembo-Nyama 5,8 %). Par contre, le diagnostic
moléculaire montre Wembo-Nyama (28,9 %) a la premiére position suivi de Tshumbe (7,7 %) et Dikungu (6,3 %). Ces résultats
d’infection sont proportionnels a la fréquence de capture par zone de santé.

Concernant les sites de capture, il a été remarqué que quelle que soit la technique utilisée, les glossines capturées
dans les villages étaient plus infectées par rapport a celles des points d’eau. La disponibilité de sites de repos appropriés et de
sources de nourriture permanentes fait que les glossines soient plus susceptibles d’entrer en contact avec des hotes infectés dans
les villages, ce qui pourrait augmenter leur taux d’infection [36].

Pour les deux techniques (microscopie et diagnostic moléculaire), le parasitisme des glossines capturées varie d’un
type de picge a 1’autre. Par ordre décroissant, on a : le piége Grémansin (7,1 % contre 42 %), le piége BCT (6,7 % contre 20 %)
et le piége Stop (3,8 % contre 15,4 %). 1l est possible que le type de piege influence les especes et le nombre de glossines
capturées, affectant ainsi a son tour a son tour le taux d’infection [37].

En comparant les proportions d’infection trypanosomienne selon le sexe, il s’ensuit que les femelles sont
légerement plus infectées que les males. Cela se justifierait par le fait que les femelles qui ne s’accouplent qu’une seule fois, ne
quittent leur gite de repos qu’a la recherche d’hotes nourriciers. Par contre, les males se déplacent a la fois pour la recherche du
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repas sanguin et du partenaire sexuel [6]. Et aussi les femelles ont plus besoin du sang pour la maturation des ceufs et aprés
larvoposition. Les femelles sont souvent capturées sous 1’effet de leurre [38,39]. Le test Ficher pour la microscopie (P>0,05) et la
régression logistique par diagnostic moléculaire I’OR pour les males par rapport aux femelles est de 0,63, avec un intervalle de
confiance a 95 % allant de 0,24 a 2,40. Ces valeurs prouvent que le sexe n’a pas un lien perceptible sur I’infection des glossines.
Chez le genre Glossina, les deux sexes sont hématophages, et donc vecteurs potentiels de la maladie du sommeil [5,20].

Pour le taux d’infection des organes, aucun échantillon de proboscis et des glandes salivaires était positif ni a la
microscopie, ni par diagnostic moléculaire. Par contre, I’intestin moyen représente 100 % du taux d’infection. Ce qui prouve que
tous les trypanosomes étaient encore a la forme procyclique aucun pour les formes épimastigote et trypomastigote. Lorsqu’une
glossine prend son repas sanguin sur un héte infecté, les trypanosomes entrent dans son systéme digestif et passent par plusieurs
stades de développement dans I’intestin moyen avant de migrer vers d’autres parties de 1’organisme de la mouche, comme les
glandes salivaires [40,41].

Sur tous les échantillons, 95,1 % étaient déterminés par diagnostic moléculaire contre 4,9 % observés en
microscopie. Aucun échantillon n’a été testé positif en microscopie mais négatif en diagnostic moléculaire. La valeur P
0,001<0,05 suggére qu’il y a une différence significative entre les résultats obtenus par la microscopie et par le diagnostic
moléculaire. Il s’ensuit que le test moléculaire est plus sensible et plus spécifique que 1’observation microscopique pour détecter
les trypanosomes [41].

Bien que la microscopie soit une méthode rapide et économique, elle présente une faible sensibilité et demeure
aspécifique. D’autre part, le diagnostic moléculaire (PCR/qPCR), plus colteux et lent, offre une sensibilité et une spécificité
¢élevées, permettant d’identifier non seulement le genre, mais aussi I’espéce et la sous-espéce [31].

Sur I’ensemble d’échantillons analysés par qPCR, 14,8 % d’échantillons (21,2 % positifs 8 Wembo-Nyama, 7,7 %
positifs a Tshumbe et 0 infection a Dikungu) ont amplifié positivement a 1’espéce Trypanosoma brucei gambiense contre 85,2%
d’échantillons non amplifiés. La couverture végétale importanté avec des résidus forestiers et les riviéres ont été identifiées a
Wembo-Nyama comme types d'environnements présentant un plus grand risque de transmission de la maladie du sommeil a
Trypanosoma brucei gambiense [28]. La valeur P 0,072>0,05 ce qui suggére que les différences observées ne sont pas
statistiquement significatives.

Concernant I’identification des autres espéces de trypanosomes, la lecture sur gel d’électrophorése des produits de
PCR a révélé que 80 % d’échantillons étaient positifs a ’espéce Trypanosoma congolense savane (migration d’ADN a 241 pb)
contre 20 % d’échantillons positifs a ’espece Trypanosoma congolense forét (migration d’ADN a 350 pb).

Parmi les espéces de trypanosomes affectant les glossines selon les zones de santé, il a été identifié :
= Trypanosoma brucei gambiense a Tshumbe et 8 Wembo-Nyama, mais pas a Dikungu ;
= Trypanosoma congolense savane a Dikungu et 8 Wembo-Nyama mais absente a Tshumbe et ;
= Trypanosoma congolense forét est présent 8 Wembo-Nyama et absente a Dikungu et a Tshumbe.

Ces différentes espéces de trypanosomes identifiées dans les zones endémiques de la maladie du sommeil au Sankuru indiquent
la coexistence de la trypanosomiase africaine animale et humaine. Les résultats obtenus se rapprochent a ceux de la référence [17]
et de ceux de la référence [36] en Cote d’Ivoire, et de la référence [28] a Kimpese en RD Congo.

V. CONCLUSION

L’¢étude a visé a déterminer les espéces de trypanosomes africains infectant les glossines sévissant dans les zones de
santé endémiques a la Trypanosomiase Humaine Africaine (THA) de la province du Sankuru en RD Congo.

Des 446 glossines capturées dans les trois zones de santé (Dikungu, Tshumbe et Wembo-Nyama) a 1’aide des
picges (BCT, Grémansin et Stop), 81 glossines vivantes ont été disséquées afin de prélever le proboscis, les glandes salivaires et
I’intestin moyen pour des observations et analyses moléculaires. L.’observation microscopique et le diagnostic moléculaire (qPCR
et PCR) des espéces de trypanosomes sont des techniques qui ont été utilisées.
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Sur tous les échantillons positifs, 95,1 % ¢étaient déterminés par diagnostic moléculaire contre 4,9 % observés
exclusivement en microscopie. Les analyses moléculaires impactent significativement (P 0,001<0,05) sur la détection des
trypanosomes (sensible et spécifique) par rapport a I’observation microscopique. En effet, elles sont lentes et couteuses.

Les groupes taxonomiques de trypanosomes infectant les Glossina fuscipes fuscipes dans des zones étudi¢es sont
les trois especes suivantes Trypanosoma brucei gambiense (14,8 %), Trypanosoma congolense savane (3,7 %) et Trypanosoma
congolense forét (1,2 %). Il existe donc une coexistence de la Trypanosomiase africaine humaine et animale dans les trois zones
de santé du Sankuru. Le développement de nouvelles stratégies intégrant des mesures de lutte contre la trypanosomiase humaine
et animale pourrait permettre I’élimination de la gTHA en tant que probléme de santé publique d’ici 2030.
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