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Abstract

Identification of Trypanosoma spp among goat in province of Bas Congo in
Democratic Republic of Congo

African Animal Trypanosomosis (AAT) constitutes a major constraint to livestock production
in Africa. The disease is enzootique in an area covering 10 million Km® in Sub Sahara Africa
and induces indirect and direct losses (low production, mortality, cost of treatement) which
are estimed to range between USD 600 and 1200 million per year.

In Democratic Republic of Congo, a study was conducted in 1989 in province of Bas Congo
which is endemic for African Human Trypanosomosis (AHT), to evaluate the infection of
trypanosomosis in animals. Since then, data have not been actualized for AAT. The objective
of this study is to actualize data for AAT by identification of different species of
Trypanosoma circulating among goat population in Bas Congo.

The Polymerase Chain Reaction (PCR) is used for the characterization of species and sub
species of trypanosoma. The objective of in this survey consists to identify the species of the
trypanosoma among the goat bred in Bas Congo. The parasitological tests and PCR technic
were used for diagnosis of collected blood samples. The buffy coat test revealed 18.4%
(23/125) of positive cases as compared to 22.4% (28 /125) of positive cases by PCR (Nested-PCR
and ITS-PCR). The results obtained showed that the prevalence of African Animal
Trypanosomosis (AAT) of goat is 12.8% (16/125) for T. congolense, 5.6% (7/125) for T. vivax and
4%(5/125) for T. brucei brucei. The average hematocrite rate among animals detected positive
by PCR was 21.2¢4 % which is significantly lower to none infected animals (p <o.1)., Further
studies need to be done to determine the implication of goat as reservoir of T.b gambiense,
pathogenic for human.
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INTRODUCTION

a trypanosomiase Africaine est une affection
parasitaire d’importance médicale et vétérinaire
causée par un protozoaire flagellé du genre
Trypanosoma [STIJLEMENS et al, 2010]. Cest une

représente la maladie du bétail la plus importante du
point de vue économique et demeure une contrainte
majeure pour I’élevage des ruminants dans la plupart de
régions d’Afrique [ROCQUE & CUISANCE, 2005 ;

FERNANDEZ & WHITE, 2010].

. y ; . . ,
pathologie généralement fatale en [Iabsence de La trypanosomiase animale est suspectée lorsqu’un

traitement. Chez

animaux, la trypanosomiase  qgnimal, dans une zone endémique, présente la fiévre, I
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anémie, I’ amaigrissement et I’ictéere. Cependant, la
présence des parasites devra étre confirmée par leur
mise en évidence dans le sang ou le liquide lymphatique
[KOBAYASHI et al, 1976]. Lles techniques
conventionnelles d’examen microscopique pour la mise
en évidence de trypanosomes sont encore utilisées, mais
certaines techniques plus sensibles, basées sur les
méthodes moléculaires sont actuellement d’usage. La
réaction de polymérase en chaine (PCR) permet de
révéler la présence de ’ADN des trypanosomes chez
I’hGte ou le vecteur. Elle présente I’avantage d’indiquer
une infection active car, apres la mort de trypanosomes,
la persistance de I’ADN libre dans la circulation du sang
de I’hdte ne dépasse pas 1 a 2 jours [CHARTIER et al,

2003]. Plusieurs tests, basés sur les sondes spécifiques
et sur I'internal transcribed spacer 1 rDNA (ITS1), ont
été développés pour la détection simultanée des
infections dues au 7. vivax, T. brucei brucei et T.
congolense  chez les ruminants  domestiques

[DESQUESNES et al, 2001].

Dans la province du Bas Congo, endémique pour la
Trypanosomiase Humaine Africaine (THA), des études
antérieures ont permis de déterminer la prévalence des
infections dues aux trypanosomes spp chez les animaux
domestiques dans un foyer forestier (Boma) et dans un
[MAKUMYANVIRI et al,
1989]. Depuis lors, les données relatives & la situation
de la TAA dans cette province n’ont pas été actualisées.
Dans ce travail, il sera question d’identifier les espéeces
des trypanosomes chez la chévre élevée dans la province
du Bas Congo.

foyer de savane (Kimpese)

MATERIEL ET METHODES

Aire d’études et échantillonnage

La Province du Bas-Congo s’étend entre 4° et 6° de
latitude Sud et 12° et 16° de longitude Est. Elle est
bordée au Nord par la République du Congo, au Sud par
I’Angola, a I’Est par la ville province de Kinshasa et la
région de Bandundu et enfin a I’Ouest par I"Océan
Atlantique et I’enclave Angolaise de Kabinda. [DSRP,

2013].

L’étude a été menée aupres des éleveurs de caprins
situés dans les villages de Kimpaka, Kimpungi, Sanda,
Kisielele et Kasangulu. Dans chaque village, 25 animaux
ont été retenus pour I’étude, a raison d’un prélévement
par sujet sélectionné de maniére aléatoire dans chaque
élevage. Des données supplémentaires sur le sexe, I'Gge
des animaux, la date et le lieu de prélevement ont été
enregistrées. L'dge des animaux a été déterminé de
maniere approximative sur base des connaissances des
éleveurs. A partir de la veine jugulaire, le sang a été
prélevé dans un tube contenant I’EDTA et sur papier
filtre Whatman numéro 4. Ensuite, il a été placé dans un
micro tube a hématocrite pour la détermination de
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’hématocrite. Les préléevements sur papiers filtres ont
été séchés a I'air libre en prenant soin d’éviter toute
contamination, puis placés dans une enveloppe
contenant le silicagel pour étre conservés a 4° C dans
I"attente des analyses.

Examen Parasitologique

Apres centrifugation en tube capillaire, I'interface
globules blancs/plasma ou buffy coat a eté recuperé
pour  observation  microscopique  directe  des
trypanosomes entre lame et lamelle, tel que décrit par

Murray et al [1977].

Extraction de ’ADN

Un Harris micro punch a été utilisé pour couper les
confettis (3mm) en suivant le protocole basé sur le
Chelex tel que décrit par Geysen et al. [2003]. Apreés
I’extraction, I’ADN a été conservé a -20°C.

PCR et Nested PCR

La PCR dite « Nested PCR » fait intervenir une
seconde PCR réalisée en utilisant des nouvelles amorces
situées a l'intérieur du fragment nucléotidique obtenu
avec le premier couple d'amorces. Le fragment a
amplifier lors de la seconde PCR est plus court, ce qui
réduit par conséquent les hybridations non spécifiques
[VILJOEN et al, 2005]. La présente étude a fait usage
de 3 amorces: 18ST nF2 (CAA CGA TGA CAC CCA TGA
ATT GGG GA), 18ST nR3 (GTC TCT TGT TCT CAC TGA
CAT TCT AGT G) et 18ST nR3 (TGC GCG ACC AAT AAT
TGC AAT AC) ciblant les genes ribosomales pour une
recherche de variation intraspécifique [GEYSEN et al,
2003].La nested PCR a été effectuée en deux rounds : Le
premier round a été exécuté avec un volume réactionnel

de 25 pl dont 5pl de I’extrait ADN de I’échantillon, 1.6pl
de MgCl, (25mM), 5ul de 5X colorless Go Taq®) Flexi
buffer (Promega®, USA), 0.5ul de chacun des 4 dNTP

200 pM, 0.4pl de 5 U Go Tag® DNA polymérase
(Promega®, USA), 10.2ul d’eau de biologie moléculaire
; 0.4pl de chaque primer (20 pmol) 18ST nF2 et 18ST nR3
[GEYSEN et al, 2003].

Les échantillons ont été amplifiés dans wun
thermocycler Master cycler gradient (Eppendorf ®) en
suivant les étapes ci-aprés : dénaturation initiale a
94°C pendant 4 minutes, dénaturation a 92°C pendant
30 secondes, hybridation a 58°C pendant 45 secondes et
une élongation a 72°C pendant 1 minute pour 39 cycles
et une élongation finale a 72°C pendant 8 minutes.

Aprés le premier round, une semi nested
amplification a été réalisée en utilisant les amorces

18ST nF2, et 18ST nR2 avec un volume réactionnel de
24,5ul auxquels on ajoute 0,5l de produits PCR du
[GEYSEN et al, 2002]. LITS-PCR

premier tour
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développée par Desquesnes et collaborateurs
[DESQUENES, 2001] permet la détection et
I’identification simultanées des différentes espéces des
trypanosmes du bétail, en utilisant une paire d’amorces
spécifique ciblant la région 18S et 5n8S rDNA: Kin 1
(GCG TTC AAA GAT TGG GCA AT) et Kin2 (CGC CCG

AAA GTT CACC).

PITS-PCR a donc été réalisée dans un volume
réactionnel de 25pul contenant 5pl de PADN de chaque
échantillon, 50mM KCI, 10mM Tris—HCI (pH 8.3), 1.5mM
MgCl2, 200pM de chaque dNTP, 20 pmol de chaque
primer (Kin 1 et Kin 2) et 0.5 U de I’enzyme Tagq
polymerase (Goldstar, Eurogentec). 50ul d’huile
minérale (Sigma) ont été ajoutés au volume réactionnel
et placés dans le block de chauffage (Thermocycler,
Eppendorf Inc.).

Aprés dénaturation pendant 4 minutes a 94°C,
Pamplification a été faite pendant 40 cycles qui ont
consistée a 94°C pendant 30 secondes de
dénaturation, 59°C pendant 45 secondes d’hybridation
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et 1 minute d’élongation a 72°C suivi d’une élongation
finale a 72°C pendant 5 minutes. Ensuite, 5pl de chaque
produit PCR et 3 pl de tampon de charge (Loading Dye
6x) ont été déposés sur gel agarose 2% (Bromure
Ethidium). La lecture a été faite sur une table UV.

2.5. Analyse Statistique

L'analyse statistique a été faite a I’aide du logiciel
Epi info version 7. Le test de Chi-carré a 4 cases
(p<0,05) a été utilisé pour comparer les différentes
prévalences. Le Test de Student a été utilisé pour
comparer les moyennes des hématocrites. €n outre,
nous avons procédé a la standardisation directe pour
comparer les résultats entre les différents villages et
différentes especes de trypanosomes.

RESULTATS ET DISCUSSION

Le taux d’hématocrite moyen chez les animaux
détectés positifs a la PCR était de 21.2:4.1 contre
25.124.1 chez les animaux sains.

Tableau 1. Répartition par village des résultats de Buffy coat et PCR

Village Nombre éch. Buffy coat (%) Nested-PCR (%) PCR-ITS (%)
Kimpika 25 5 (20 %) 8 (32 %) 8 (32 %)
Kimpungi 25 5 (20 %) 6 (24 %) 6 (24 %)
Kasangulu 25 6 (24 %) 6 (24 %) 6 (24 %.)
Sanda 25 4 (16 %) 5 (20 %) 5 (20 %)
Kisielele 25 3 (22 %) 3(12 %) 3 (12 %)
Total 125 23 (18.4 %) 28(22.4) 28 (22.4%)

L’examen parasitologique des échantillons sanguins
de caprins prélevés pour lidentification de
trypanosomes par la technique de buffy coat a révélé
18.4% (23/125) cas positifs contre 22.4% (28 /125) cas
positifs révélés par la technique de PCR moyennant la
Nested-PCR et ITS-PCR (Tableau 1).

La prévalence de TAA chez le caprin est de 12.8%
(16/125) pour T. congolense, avec des valeurs extrémes
20% (5/25) et 4% (1/25) respectivement a Kimpika et &
Sanda, 5.6% (7/125) pour T. vivax, dont 12% (3/25) a
Sanda et 4% (1/25) a Kimpika et Kimpungi et enfin 4%
(5/125) pour T. brucei brucei, avec 8% (2/25) & Kimpika
et 4% (1/25) a Kasangulu, Kimpungi et Sanda (Tableau

2).

Tableau 2. Prévalence par village des espéces de trypanosomes chez le caprin

Village Nombre d’éch. T. congolense T. vivax T. b. brucei
Kasangulu 25 3 (22%) 2 (8%) 1 (4%)
Kimpika 25 5 (20%) 1(4%) 2 (8%)
Kimpungi 25 4 (216%) 1 (4%) 1 (4%)
Kisielele 25 3 (12%)

Sanda 25 1(4%) 3(212%) 1(4%)
Total 125 16 (12.8%) 7(5.6%) 5 (4%)

116

CONGO SCIENCES VOLUME 3| NUMBER 2| SEPTEMBER 2015| www.congosciences.org




ARTICLE

Dans la détermination de la prévalence de la TAA et
I’identification des espéces du parasite, le diagnostic
au moyen des techniques moléculaires offre plus
d’avantage que les techniques traditionnelles par sa
sensibilité et sa spécificité. La PCR-ITS1 a permis
d’identifier trois espéces de trypanosomes chez le caprin
(Tableau 2). Les résultats obtenus dans cette étude
démontrent que I'espéce caprine dans la province du
Bas Congo est infectée par le Trypanosoma spp. Au
total, 28 chévres ont été détectées positives au
Trypanosoma spp, ce qui représente une prévalence de
22.4% (28/125) sur I’ensemble d’échantillons analysés
par la ITS-PCR alors qu’au buffy coat seuls 18.4%
(23/125) d’échantillons ont été positifs. En comparant
ces deux tets diagnostic avec le test de chi-carré a 4

cases, la valeur p obtenue est de 0,43 (P> 0,05) et
démontre qu’il n” y a pas de différence significative de
performance. Neanmoins, nous estimons que si cette
différence n’a pu étre établie,cela s’expliquerait par la
faible taille d” échantillon.

Dans cette étude, la prévalence la plus élevée a été
obtenue avec le 7. congolense 12.8% (16/125), suivi de
T. vivax avec 5.6% (7/125) et 4% (5/125) pour T. brucei
brucei (Tableau 2) ; aucun cas d’infection mixte n’a été
détecté. La prévalence la plus élevée a été observée
avec T. congolense, ceci pourrait s’expliquer par
I’installation d’une infection initiée par le vecteur et par
la facilité du trypanosome a s’adapter et a se multiplier
dans I’hGte naturelle. Dans cette province les animaux
vivent en mode élevage libre et vont a la recherche du
paturage dans les endroits les exposant au contact
direct avec les vecteurs Glossina .palplalis palpalis
infestées. 5.6% (7/125) d’infestation sont dues au T.
vivax, ce qui temoigne aussi la présence du vecteur
cyclique ainsi que la possibilité de I'installation d’une
infection initiée par les vecteurs mécaniques

(Tabanidae, stomox) [DESQUESNES & DIA, 2004].

La valeur de "hématocrite est un indicateur pouvant
servir de critére unique pour apprécier la résistance des
animaux & la trypanosomose [PALING et DWINGER,

1993]. Nos résultats montrent que le taux
d’hématocrite moyen des animaux trypanosomés est
significativement inférieur a celui des animaux sains
(p<0.1). La corrélation faite entre les valeurs des
hématocrites montre que le résultat positif obtenu
prouve bien que les animaux avec des valeurs des
hématocrites inferieure a la moyenne 24.2 % étaient
infestés de la TAA. Les valeurs sont inférieurs a celles
obtenues pour les chévres sahéliennes, dont les
hématocrites varient entre 39 % a 26 % [NDOUTAMIA et
al, 2002]. Ce fait indique clairement que la présence
des trypanosomes est nuisible a I’hdte. Nos résultats ne
montrent pas une différence significative de prévalence
entre les différentes tranches d’dge (p>0.05). La
prévalence obtenue dans la présente étude est
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inférieure a celle obtenue par Nimpaye H et al, [2011]
chez les animaux domestiques (27,08 %) dont 20,91 %
de T. vivax, 11,42 % des T. congolense. Elle est
supérieure aux 7,4 % obtenus dans le Bas Congo par
Makumyanviri et al. [1989] ; aux 14.1% et 20 % obtenus
respectivement par Anyaegbunam et al. [2013] et Musa
et al. [2005] chez les chévres.

CONCLUSION

Ces résultats confirment bien la présence de la TAA
dans la province du Bas Congo par I'identification des
différentes especes de trypanosomes affectant les
animaux mammiféres. Ce qui rappel le role majeur joué
par la glossine et/ou les vecteurs mécaniques dans la
transimission de la maladie. Le test parasitologique
(buffy coat) et I'ITS-PCR utilisés dans la présente étude
ont permis de déterminer la prévalence des
trypanosomes dans les différents villages (Kimpika,
Kimpungi, Kasangulu, Kisielele et Sanda). L’ITS-PCR
présente I’avantage de caractériser les différentes
especes. Etant donné qu’il existe une similarité entre T.b
brucei et T.b gambiense,des études plus approfondies
doivent étre conduites pour étudier le role que peut
jouer la chevre comme réservoir animal de T.b
gambiense, pathogéne pour ’homme.

RESUME

Identification de Trypanosoma spp chez la

chévre dans la province du Bas-Congo

La Trypanosomiase animale africaine (TAA) constitue
une contrainte majeure au développement de I'élevage
des ruminants en Afrique. Elle est enzootique dans une
région couvrant plus de 10 million Km2 au sud du Sahara
et provoque des pertes indirectes et directes (faible
production, mortalité, coGt de traitement) estimées
entre 600 et 1200 million de dollar US par an. En
République Démocratique du Congo, la province du Bas
Congo, endémique pour la Trypanosomiase humaine
africaine (THA), avait longtemps fait ’objet d’une étude
pour déterminer la prévalence des infections causées par
les espéces de trypanosomes chez les animaux
domestiques en 1989.

Dés lors, les données relatives a la TAA n’ont pas été
actualisées. L’objectif poursuivi dans cette étude est
d’actualiser les données relatives a la TAA en identifiant
les différentes espéces de trypanosomes circulant chez
la chévre élevée au Bas-Congo. La Réaction de
Polymérase en Chaine (PCR) est utilisée pour Ia
caractérisation d'espéces et sous espéces de
trypanosomes. Les tests parasitologiques et la technique
PCR ont été utilisés pour le diagnostic des échantillons
sanguins prélevés respectivement en tube et sur papier
filtre. L’examen parasitologique par la technique de
buffy coat a révélé 18.4%( 23/125) de cas positifs contre
22.4% (28 /125) de cas positifs par la technique de PCR
(Nested-PCR et ITS-PCR). La prévalence de
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Trypanosomiase Animale Africaine (TAA) chez le caprin
est de 12.8% (16/125) pour T. congolense, 5.6% (7/125) pour
T. vivax et 4% (5/125) pour T. brucei brucei. Le taux
d’hématocrite moyen chez les animaux détectés positifs
a la PCR était de 21.2+4. Cette valeur obtenue est
significativement inférieur a celle des animaux non
trypanosomés (p<o.1). D‘autres études portant sur le role
de la chévre comme réservoir de T.b gambiense,
pathogéne pour ’lhomme, doivent aussi étre menées
dans le futur.

Mots clés : Trypanosome, Chévre, buffy coat, PCR
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