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cadrans statistiques (Figure 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : (a) Fenêtre d’identification des lymphocytes lors de l’analyse des résultats de 

cytométrie. (b) exemple de résultats obtenus après marquage des lymphocytes dans le 

LCR de patients infecté par T. b. gambiense et lecture au cytomètre en flux. 

Fenêtre centrée sur les lymphocytes déterminés par 

leur taille (SSC) et leur structure (FSC) 

Barres de statistiques qui déterminent les cadrans supérieurs gauche et 

droit (UL et UR) et inférieurs gauche et droit (LL et LR 

1. Populations lymphocytaires positives pour le marquage dans le cadran 

supérieur gauche donc pour le CD20 

2. Populations lymphocytaires positives pour le marquage dans le cadran 

inférieur droit donc pour le CD3 

Statistiques indiquant le pourcentage de cellules dans chaque cadran par 

rapport à la population toale comptabilisée dans R 

1 

2 

a 

b 



 143 

 

 

 

2- Dosage des chémokines et d’IL-1β dans le sérum et le LCR des patients  

Les taux d’IL-1β, d’IL-8, de « monocyte chemotactic protein-1 » (MCP-1), de 

« macrophage inflammatory protein-1α » (MIP-1α) et de « regulated upon activation T cell 

expressed and secreted » (RANTES) ont été mesurés dans le sérum et le LCR des malades et 

des contrôles. Lors des prospections les échantillons de sérums étaient prélevés sur des tubes 

secs, puis centrifugés et le sérum recueilli. Le LCR et le sérum étaient stockés à -20°C puis -

80°C ; la réaction ELISA a été faite selon les instructions du fabricant (R&D Systems, 

Minneapolis, USA). Chaque trousse de dosage contenait une courbe étalon réalisée à partir de 

cytokine humaine recombinante et des contrôles négatifs. Chaque échantillon de sérum et de 

LCR était analysé en duplicate et la valeur moyenne a été utilisée pour l’analyse. La limite de 

détection était de 0,1 pg /mL pour IL-1β, 8 pg /mL pour IL-8, 10 pg /mL pour MCP-1, 10 pg 

/mL  pour MIP-1α et 5 pg /mL pour RANTES. 

 

3- Recherche des auto-anticorps anti-galactocérébrosides et anti-neurofilament 

a- ELISA 

Pour le dosage des anticorps anti-NF (anti-neurofilament), nous avons utilisé des 

plaques Maxisorb Nunc 96 puits, alors que pour le dosage des anticorps anti-GalC (anti-

galactocérébrosides), nous nous sommes servis de plaques Immunosorb Nunc 96 puits (dont 

le support plastique hydrophobe ne fixe que les lipides). Dans tous les cas on ne se sert pas 

des puits en bordure de la plaque. 

Deux cent cinquante nanogrammes de NF (Sigma, Saint Louis, MO) par puits (dans 

50 µL de PBS) sont incubés une nuit à + 4°C, permettant leur absorption au support plastique. 

Apres un lavage en PBS, les plaques sont saturées en PBS-BSA (Bovine Sérum Albumine) 

3% (200 µL/puits) à 37°C pendant 1 heure. Apres un nouveau lavage en PBS, 100µL/puits 

d’échantillon dilués en PBS-BSA  3% sont ajoutés (LCR au 1:50) durant 1 nuit à +4°C. Après 

6 lavages en PBS-0,05% Tween 20, des anticorps anti-Ig horse radish peroxydase (Dako, 

Glostrup, Danemark) sont ajoutés durant 1 heure à 37°C (avec 100µL/puits dilués au 1:2000 

en PBS). Apres 6 derniers lavages, la solution de révélation est ajoutée (OPD, Ortho-

Phénylène Diamine, 0,6 mg/mL, dans du tampon citrate, en présence de H2O2-30% 100 µL). 
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Une réaction colorée se développe et est stoppée par l’addition de H2SO4 8N (30µL). La DO 

(Densité Optique) est lue à 492 nm. Chaque échantillon est analysé en duplicate. 

Un bruit de fond (BDF) qui correspond à l’accrochage non spécifique des anticorps au 

support en plastique a été déterminé pour chacun des échantillons. Des LCR ont été incubés 

dans des puits sans l’antigène, puis traités comme précédemment. La DO corrigée est calculée 

en faisant la différence entre la DO obtenue avec antigènes et la DO du BDF. 

Pour le dosage des anticorps anti-GalC, on dépose 1 µg de GalC (Sigma, Saint Louis, 

MO) par puits (dans 50 µL d’un mélange d’éthanol et de méthanol), et après évaporation des 

solvants, les plaques sont saturées et traitées comme précédemment. Les lavages sont réalisés 

avec du PBS seul, le Tween étant un détergent risquant de d’éliminer l’antigène lipidique.  

b- Dot blot 

Cette technique a été développée par Chabroui et coll. (1993), afin de rechercher des 

anticorps anti-gangliosides. La technique d’immunodot-blot est simple, rapide et bien adaptée 

en pratique quotidienne à la recherche de la spécificité des anticorps anti-galactocérébrosides. 

Nous avons adapté cette technique pour la recherche des autoanticorps dirigés contre 

les galactocérébrosides et contre les neurofilaments.  

Le choix de la membrane immobilon-NC (Millipore, Saint Quentin en Yvelines, 

France) a été fait en raison de ses propriétés physico-chimiques bien adaptées aux conditions 

opératoires : elle présente une grande résistance aux solvants organiques et une forte capacité 

de fixation des molécules par interactions hydrophobes.  

La membrane est tout d’abord plongée 5 secondes dans un mélange d’isopropanol et 

d’eau (2/1, v/v), puis séchée avant d’être découpée en bandelettes de dimensions appropriées 

(1 X 2 cm) pouvant contenir les galactocérébrosides et le neurofilament. Le GalC solubilisé 

dans un mélange isopropanol et eau (2/1, v/v) est déposé sous forme de gouttes à l’aide d’une 

micropipette à raison de 10 µg/bandelette. 

Après séchage, la membrane est plongée 5 secondes dans du PBS puis à l’aide d’un 

Dot Blotter (Schleicher et Schuell, Aubervilliers, France) le neurofilament est déposé à raison 

de 3 µg. A ce stade les bandelettes peuvent être stockées pendant plusieurs mois à l’abri de la 
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lumière et de l’humidité. Le tampon de saturation utilisé pour bloquer les sites libres de la 

membrane est le PBS contenant 10 % de sérum de cheval. La saturation dure 1h sous 

agitation. Les bandelettes sont mises à incuber dans du PBS-sérum de cheval avec les LCR au  

1/10 pendant 3 heures à température ambiante, sous agitation. Après 3 séries de lavages de 5 

min dans le tampon PBS-0,05 %-Tween 20, les bandelettes sont incubées pendant 1 heure 

avec les anticorps secondaires au 1/100 dans du Sérum de cheval 10 %. Les bandelettes sont 

rincées 3 fois 5 minutes dans le tampon PBS-0,05 %-Tween 20. La révélation de la fixation 

d’auto-anticorps anti-GalC et anti-NF est réalisée par utilisation du 4-chloro-1-naphtol (10 mg 

de 4-chloro-1-naphtol dans 5 mL d’éthanol auquel on ajoute 45 mL de PBS + 50 µL de H2O2-

30%). Les bandelettes sont mises à incuber jusqu’à l’apparition d’une coloration (environ 15 

min) à l’obscurité et rincées avec de l’eau puis séchées sur papier filtre. La lecture se fait 

immédiatement, par observation de la coloration de la bandelette. 

4- Dosage des protéines dans les sérums et les LCR 

Le dosage des protéines  a été réalisé par néphélométrie sur BNA (Behring Diagnostic, 

Rueil-Malmaison, France) au CHRU de Limoges, service de biochimie. La limite de détection 

pour les IgM était de 2,4 mg/mL.  

5- Analyse glycolipidique 

Ce travail de thèse nous a permis d’effectuer plusieurs stages au sein d’une équipe 

brésilienne spécialisée dans le travail et l’analyse des constituants glycolipidiques des 

parasites (Laboratoire de Glycobiologie, Institut de Biophysique Carlos Chagas Filho, 

Université Fédérale de Rio de Janeiro) dans le cadre de notre co-tutelle de thèse avec le Pr 

Lucia MENDONCA-PREVIATO, directrice de ce laboratoire. Ces stages ont été effectués 

grâce au projet de recherche bilatéral franco-brésilien CAPES-COFECUB n° 405/02 

coordonné par le Pr Lucia MENDONÇA-PREVIATO et le Dr Bernard BOUTEILLE. 

a-Extraction des glycolipides de Trypanosoma b. brucei, T. b. gambiense et T. b. 

rhodesiense.  

Nous avons préparé des culots de trypanosomes de culture lyophilisés, environ 2 x 107 

parasites par échantillon de chaque souche de trypanosomes. Au total 10 échantillons de 
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chaque souche ont été préparés.  

L’analyse des glycosphingolipides neutres purifiés a été faite par spectrométrie de 

masse et a permis de caractériser les lipides, les sucres et la base issus de la purification des 

échantillons.  

Nous avons étudié les glycosphingolipides de la manière suivante. Une première 

extraction selon la méthode de Folch et coll. (1957), en chloroforme : méthanol (v/v, 3/2), a 

été réalisée, le surnageant a été séché par évaporation sous azote. Le surnageant séché a été 

repris en chloroforme : méthanol (v/v, 2/1), puis une chromatographie en couche mince a été 

réalisée (plaque HPTLC, Merck). Le matériel a été entièrement repris et solubilisé pendant 

une nuit par sonication en chloroforme : méthanol (v/v, 3/2), avec 5% d’H2O. Les 

glycolipides ont été visualisés par coloration avec l’orcinol (Sigma).  

L’analyse des glycosphingolipides neutres purifiés a été faite par spectrométrie de 

masse et a permis de caractériser les lipides, les sucres et la base issus de la purification des 

échantillons.  

L’échantillon de glycolipides pour l’analyse a subi une méthanolyse dans un mélange 

méthanol, HCl 0,5 M, pendant 18 heures à 80°C. Puis l’acide gras est extrait avec de 

l’heptane. La fraction méthanolique du glycolipide est traitée avec du carbonate d’argent, et 

de l’acide acétique anhydre pendant une nuit. La phase méthanolique est ensuite évaporée 

sous azote. Cette fraction est traitée à la pyridine/bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide 

(Sigma) pendant 1 h à température ambiante, pour une hydroxylation des hydroxyles libres. 

b- Purification des glycolipides de T. b. brucei, T. b. gambiense et T. b. 

rhodesiense.  

Nous avons utilisé une colonne de silice (silice gel 60, Merck) traitée d’abord avec du 

méthanol, puis par un mélange chloroforme : méthanol 2:1, et rincée plusieurs fois avec du 

chloroforme. Le culot de glycolipides précédemment obtenu a été séché sous azote, repris 

dans du chloroforme à 2 % de méthanol, puis déposé sur la colonne. L’élution a été réalisée 

d’abord avec du chloroforme pur puis avec du chloroforme à 2 % de méthanol. Différentes 

fractions ont été ainsi obtenues. La pureté des aliquotes a été vérifiée par migration sur une 

plaque de silice (VWR, USA).  
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6- Détection de la glucosylcéramide synthase par immunofluorescence indirecte 

Après centrifugation des trypanosomes de culture (T. b. brucei AnTat 1.9), nous avons 

remis le culot en suspension dans du PBS et réalisé des étalements sur lames de verre. Les 

parasites sont fixés avec du paraformaldéhyde 4% dans du PBS pendant 30 min. Après 

saturation avec du sérum d’agneau 10% dans du PBS durant 30 min, les lames sont mises à 

incuber une heure à température ambiante avec un des anticorps anti-glucosylcéramide 

synthase de lapin (1/100), gracieusement mis à notre disposition par le Dr D. MARKS (Mayo 

Clinic And Foundation, Rochester, MN, USA). Après un lavage en PBS, des anti-Ig de lapin 

couplés à un fluorochrome (Alexa fluor, Molecular Probs, PoortGebouw, Pays Bas) sont 

ajoutés durant 30 min, dilué dans du sérum d’agneau à 10 %. Après un lavage en PBS les 

lames sont séchées et lues au microscope à fluorescence (Carl Zeiss S.A.S., LSM 510, Jena, 

Allemagne ; ou  Leika DMRX, Reuil-Malmaison, France). 

Des témoins négatifs sont réalisés de la même façon mais sans être incubés avec 

l’anticorps primaire, ceci afin de déterminer les fixations non spécifiques des anticorps 

conjugués. 

Des contôles isotypiques ont été réalisés en incubant des anticorps anti-Ig irrelevantes 

de lapin (Dako) identiques à ceux de l’anticorps primaire. 

7- Dosage de la β-glucosidase dans les trypanosomes 

Cette réaction a été décrite pour la première fois par Wenger et al. (1978). Nous avons 

réalisé une gamme étalon à partir du 4 méthylumbelliferone à différentes concentrations (0, 

0,25, 0,50, 0,80 et 1 ng/mL) dans une solution d’eau et de glycine-carbonate (0,2 M, pH 

10,5). 

Le dosage en lui-même consistait à traiter 25 et 50 µg de trypanosomes avec du 

taurocholate de sodium (0,5 M) et du Triton X-100 dans un mélange chloroforme méthanol 

2:1 (v/v) et du 4 méthylumbelliferone β-D glucoside (5 mM) pendant 1 heure à 37°C et sous 

agitation. La réaction a été bloquée dans un bain de glace et la lecture de la fluorescence a été 

faite avec une excitation à 365 nm et une émission à 448 nm (FLx800 Microplate 

Fluorescence Reader,  San Francisco, CA, USA). 
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8- Tests in vitro des inhibiteurs de la glucosylcéramide synthase 

Nous avons testé différentes molécules inhibitrices de la glucosylcéramide synthase in 

vitro avant d’effectuer des tests in vivo. Ces molécules inhibitrices sont le kétoconazole 

(Sigma), le vérapamil (Sigma), la mifépristone (Sigma) et la ciclosporine (Sandimmun®, 

Novartis, Rueil-Malmaison, France).  

Pour chaque molécule, dans 32 puits d’une plaque de 96 puits, 100 µL de milieu de 

Baltz modifié et supplémenté, ont été utilisés. Cent microlitres de chaque solution ont été 

ajoutés au premier puits et une série de 10 dilutions de raison 2 a été réalisée. Les 100 µL en 

excès du dernier puits ont été jetés. Deux puits contrôles ont été utilisés uniquement avec le 

solvant utilisé pour la dilution des molécules inhibitrices (eau stérile pour la mifépristone ou 

bien DMSO pour les autres molécules testées) et ont servi de contrôle de croissance des 

parasites (Tableau 6).  

 

Molécules inhibitrices solvant Dilutions testées (µg/mL) 

Kétoconazole DMSO 1500 750 375 200 100 50 25 12,5 6 3 1,5 

Vérapamil DMSO 400 200 100 50 25 12,5 6,25 3 1,5 1,25 1 

Mifépristone H2O 800 400 200 100 50 25 12,5 6,25 3 1,5 1 

Cyclopsorine DMSO 1500 750 375 200 100 50 25 12,5 6 3 1,5 

 

Tableau 7 :  Solvant de chaque molécule testée et dilutions employées pour la 

détermination de l’IC50 

Ensuite, 100 µL de milieu contenant 104 trypanosomes ont été ajoutés à chaque puits. 

Chaque plaque a été mise à incuber à 37°C pendant 48 h en atmosphère humide sous 5% de 

CO2. Puis les trypanosomes ont été comptés dans chaque puits à l’aide d’une cellule de 

Malassez. Le nombre de parasites par µL a été évalué pour chaque puits contenant la solution 

de molécule inhibitrice et a été soustrait au nombre de parasite compté dans les puits 

contrôles. Le pourcentage d’inhibition a ainsi pu être évalué de la façon suivante : 

[(Nbre de tryp contrôles – Nbre de tryp molécules testées) /  Nbre de tryp contrôles] X 100 

Chaque expérimentation a été réalisée trois fois. L’IC 50 a été déterminée grâce au 

logiciel Graphpad Prism (GraphPad Software, San Diego, USA) et grâce à la représentation 
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suivante :  

% d’inhibition = f  (concentration en molécule testée) 

9- Infection des souris 

Les cryostabilats conservés dans l’azote liquide à –196°C et contenant les souches T. 

b. gambiense MBA et T. b. brucei AnTat 1.9 ont été décongelés rapidement au bain-marie à 

37°C. La mobilité  des trypanosomes a été vérifiée par observation microscopique. Les 

parasites ont été dilués dans du milieu essentiel minimum (MEM) avec des sels d’Earles, 

complémenté ou milieu de Baltz comme décrit précédemment. Les souris ont été infectées par 

injection intra-péritonéale de milieu contenant environ 104 trypanosomes par inoculum. La 

parasitémie a ensuite été vérifiée tous les deux jours par prélèvement de sang au bout de la 

queue et observation microscopique. Deux souris ont été infectées pour un premier passage de 

la souche. Après obtention d’une parasitémie, le sang d’une souris a été prélevé et dilué dans 

du MEM dans le but d’infecter deux autres souris pour un deuxième passage. Le décès des 

premières souris infectées a permis de s’assurer de la pathogénicité de la souche. 

a- Tests in vivo des inhibiteurs de la glucosylcéramide synthase 

Nous avons infecté des souris par injection intra-péritonéale de 104 trypanosomes 

obtenus à partir du sang d’une souris préalablement infectée par  T. b. brucei AnTat 1.9 

comme décrit précédemment. Vingt quatre heures après infection des lots de 6 souris ont été 

traitées avec une molécule inhibitrice, un lot n’a reçu que l’excipient et a servi de contrôle. La 

parasitémie a été mesurée tous les jours par prélèvement de sang au niveau de la queue de 

l’animal. 

b- Immunisation de souris 

Nous avons vérifié l’effet protecteur des anticorps anti-glucosylcéramides en 

immunisant des souris avec l’antigène, le glucosylcéramide et le galactocérébroside à titre de 

comparaison, en les infectant ensuite avec des formes sanguines de T.  b. brucei AnTat 1.9 

(104 trypanosomes/souris). 

- Préparation des liposomes 
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Compte tenu la structure lipidique du glucosylcéramide, nous avons du immuniser les 

souris à l’aide de liposomes.  

Vingt huit milligrammes de cholestérol (Sigma), dans 1 % d’éthanol, ont été mélangés 

avec 2,2 mL d’eau distillée sous une forte agitation, et 0,4 mL de glucosylcéramides (mélange 

de type 1 et 2 à 1 mg/mL d’éthanol) ont ensuite été ajoutés aux liposomes formés par 

agitation au vortex. Après addition de 6,2 mL de NaCl à 0,15 M, les liposomes ont été laissés 

à température ambiante durant 30 min, puis centrifugés à 500 g durant 30 min, le surnageant a 

été retiré puis les liposomes ont été immédiatement injectés aux animaux par voie intra 

péritonéale. 

- Protocole d’immunisation et suivi 

Pour chaque essai, 5 souris Swiss femelles âgées de 6 à 8 semaines ont reçu une 

première injection avec la suspension d’antigène, 50 µg, diluée au demi dans de l’adjuvant 

complet de Freund (Sigma), les injections suivantes étant réalisées avec de l’adjuvant 

incomplet de Freund (Sigma) dans les mêmes proportions. Au total 4 injections espacées de 

15 jours, intra péritonéales, ont été réalisées. Le même nombre de souris contrôles recevaient 

les mêmes suspensions sans antigènes.  

Les classes d’anticorps spécifiques (IgG ou IgM) ont ensuite été déterminées par 

ELISA. Vint nano-grammes de glucosylcéramide (Sigma) par puits (dans 50 µL de méthanol, 

éthanol ; v/v) ont été incubés + 37°C jusqu’à évaporation des solvants. Les plaques sont 

ensuite saturées en PBS-BSA (Bovine Sérum Albumine) 3% (200 µL/puits) à 37°C pendant 1 

heure. Après un lavage en PBS, 100µL/puits de sérum de souris dilués en PBS-BSA 3% sont 

ajoutés durant 1 nuit à +4°C. Après 6 lavages en PBS-0,05%- Tween 20, des anticorps anti-

IgG de souris ou anti-IgM de souris horse radish peroxidase (Dako, Glostrup, Danemark) sont 

ajoutés durant 1 heure à 37°C (100µL/puits dilution au 1:2000 en PBS). Après 6 derniers 

lavages, la solution de révélation est ajoutée (Ortho-Phénylène Diamine, 0,6 mg/mL, dans du 

tampon citrate, en présence de H2O2-30% ; 100 µL). Une réaction colorée se développe et est 

stoppée par l’addition de H2SO4 8N (30µL). La DO (Densité Optique) est lue à 492 nm. 

Chaque échantillon est analysé en duplicate. 
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c- Infection des souris et suivi.  

Après avoir vérifié la synthèse des anticorps correspondants (10 à 15 jours après la 

dernière injection), les souris immunisées et les souris contrôles ont été infectées par la forme 

sanguine de T. b. brucei AnTat 1.9 par injection intra-péritonéale de 104 parasites (dilués en 

PBS). 

La parasitémie a été ensuite suivie tous les jours en prélevant au bout de la queue de la 

souris une goutte de sang examinée au microscope. 

 

10- Analyses statistiques 

Pour les études cytométriques et le dosage des chémokines, nous avons comparé les 

résultats en fonction des stades de la maladie (stade 1, stade intermédiaire et stade 2) ou par 

rapport aux résultats obtenus pour la population contrôle. Pour cela, un test de Mann-Withney 

a été utilisé pour chacun des sous-types lymphocytaires et a été considéré comme significatif 

pour p < 0,05. 

Un test de Spearmann a été réalisé pour comparer deux variables quantitatives pour 

confirmer les résultats qui ont alors été considérés significatifs si ce test apportait à nouveau 

un p < 0,05. Toutes les analyses ont été réalisées à l’aide du logiciel StatView (SAS Institute 

INC, USA).  

Pour le test Dot Blot et ELISA, la sensibilité et spécificité des tests ont été évaluées à 

l’aide du logiciel EpiInfo 6.8 (CDC, Atlanta, USA).  
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RÉSULTATS 

1- Analyse lymphocytaire dans le sang et le LCR des patients atteints de THA 

a- Protocole 

La méthode de cytométrie en flux a été initiée chez des patients atteints de THA, lors 

des travaux de thèse du Dr BODA (2005). Lors de cette étude préalable la faisabilité a été 

validée sur le terrain. Ce travail a également permis d’observer les variations intéressantes qui 

se produisent dans les sous-types lymphocytaires du sang et du LCR au cours de la maladie.  

De la même façon, des patients des différentes prospections auxquelles nous avons 

participé ont été inclus dans l’étude et classés en stade selon les critères précédemment 

décrits. Ainsi, nous avons pu disposer du sang de 17 patients et de 13 contrôles gabonais. 

Pour l’étude sur les cellules du LCR 8 patients en stade 1, 8 patients en stade intermédiaire, 

13 patients en stade 2 et 4 patients contrôles gabonais ont été retenus. Les analyses ont été 

réalisées au Centre de Recherche Médicale de Franceville à l’aide d’un cytométre en flux 

(FacsCalibur, BD, France). 

Etant donné qu’aucun typage lymphocytaire n’avait été effectué précédemment dans la 

THA, nous avons choisi des marqueurs qui représentent les principales populations de 

lymphocytes : les lymphocytes B (CD19), les lymphocytes T (CD3) et leurs sous-types (CD4, 

CD8), les marqueurs d’activation (CD25) et les NK (cellules Natural Killer, CD56) afin de 

suivre leurs variations au cours de l’infection. 

Ces marquages ont été réalisés d’une part sur des LCR contenant très peu de 

lymphocytes (1 cellule/µL) et d’autre part dans des conditions de travail et de conservation 

sur le terrain en Afrique, qui sont  très éloignées de celles dont on dispose dans un laboratoire.  
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b- Population étudiée 

Notre étude cytométrique a été réalisée sur une population de 33 patients (1 gabonais 

et 32 angolais) atteints de THA. Nous avons retenu les patients qui présentaient des 

trypanosomes dans le sang ou dans la ponction ganglionnaire et sans autre co-infections. Ces 

patients ont été dépistés lors de campagne de prospection en Angola (Bengo, novembre 2002 ; 

Zala, juin 2004) et au Gabon (Coco Beach, mai 2004) ou bien en dépistage passif à l’hôpital 

de Viana (Angola). 

Vingt sept contrôles (19 gabonais et 8 angolais) qui ne présentaient aucune infection, 

ont été retenus pour cette étude.  

c- Analyse du profil lymphocytaire dans le sang 

Au cours de l’étude cytométrique, nous avons recherché les différents sous types 

lymphocytaires exprimés. Le typage lymphocytaire montre une grande variation des résultats 

à la fois chez les patients mais également chez les contrôles.  

Le taux de lymphocytes totaux ne présente pas de différence significative entre le 

groupe des patients (4392,7 ± 1190,7 lymphocytes/µL) et le groupe contrôle (4315,3 ± 1858,6 

lymphocytes/µL). La distribution des sous types lymphocytaires chez les patients et les 

contrôles est présentée dans le tableau suivant : 



 155 

 

 

 

 

 

 
 

Tableau 8 : Répartition des types et sous types lymphocytaires dans le sang chez un 

groupe de patients (n = 33) atteints de THA et chez un groupe contrôle (n = 27). 

 

Nous avons constaté une différence significative entre les valeurs des cellules trouvées 

chez les patients et les contrôles pour les lymphocytes T CD3+, les lymphocytes B CD19+ et 

pour les cellules NK (p < 0,05). Les valeurs de lymphocytes T CD3+ diminuent dans le sang 

des patients alors que les valeurs de lymphocytes B augmentent. En revanche, les proportions 

des sous populations de lymphocytes T CD4+ et CD8+ sont similaires chez le groupe des 

contrôles et les groupes des patients (Tableau 8 et Figure 17). 

 

 

 

 

 

 

 

Contrôles (n = 27) Patients (n = 33) Marqueurs 
lymphocytaires % de cellules Valeurs absolues 

(Cellules/µL) 
% de cellules Valeurs absolues 

(cellules/µL) 
70,64 ± 10,33 3150 ± 276 63,85 ± 11,23 2816 ± 198 
36,95 ± 11,25 1581 ± 136 34,26 ± 10,03 1487 ± 118 
23,49 ± 11,85   912 ± 87 23,52 ± 17,19   954 ± 117 
14,44 ± 7,74   631 ± 87   8,80 ±   5,63   373 ± 52 
  8,55 ± 4,69   391 ± 53   4,22 ±   3,47   183 ± 32 

CD3 
CD4 
CD8 
NK 
NK-T 
CD19   6,57 ± 3,09   332 ± 45 16,42 ±   7,37   742 ± 73 
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Figure 17: Représentation du taux de lymphocytes B (CD 19) et T (CD 3 et sous types 

CD 4 et CD 8) et des NK dans le sang de 33 patients trypanosomés (en bleu) par rapport 

à 27 patients contrôles africains (en blanc). 

 

 

 

 
Sur la population des lymphocytes T nous avons fait une étude de l’état d’activation 

des sous types lymphocytaires par la présence du CD25,  du CD14 et  du CD69.  

Pour des raisons pratiques, parmi les 27 contrôles nous avons retenu dans la suite de 

l’étude 13 personnes et chez les patients nous avons retenu 17 patients sur les 33 de départ. 

Entre le groupe contrôle et le groupe des patients, une différence significative est 

observée pour les taux de CD4+ CD25+ (p < 0,05). On constate une diminution de 

l’expression de CD25 sur les CD4+ des patients par rapport aux contrôles. En revanche, 
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aucune modification de l’état d’activation des CD8+ n’a été observée chez les patients (pas de 

modification de l’expression du CD25). De même, l’expression des marqueurs CD14 et CD69 

sur les lymphocytes T CD8+ n’a pas présenté de différence significative entre les patients et 

les contrôles. Dans les deux groupes, les valeurs retrouvées pour ces sous populations 

(CD8+CD14+, CD8+CD69+) sont inférieures à 1,3% et ont été considérées comme 

négligeables par rapport aux autres populations lymphocytaires (Figure 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Etat d’activation des lymphocytes T (marquage CD25, CD14 et CD69) entre 

un groupe contrôle (n =13, en blanc) et un groupe de patients atteints par la THA (n = 

17, en bleu). 
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Une différence significative est à noter entre les contrôles et les patients pour CD4+ 

CD25+ (p = 0,0008). Aucune différence n’a été notée entre les deux groupes pour le 

CD8+CD25+. 

Concernant le taux de cellules T naïves et mémoires, les taux de cellules T CD4+ et 

CD8+ naïves (CD45RA+) ne présentent pas de différence significative entre le groupe des 

contrôles et le groupe des patients. Néanmoins le pourcentage de lymphocytes  

CD4+CD45RA+ et de CD8+CD45RA+ exprimant le marqueur CD62L+  est plus important que 

le nombre de contrôles. En revanche, le taux de cellules T CD4+ naïves (CD45RA+) 

exprimant le CD62L+ (1037,4 ± 528,4 cellules/mm3 et 1474,3 ± 823,7 cellules/mm3 

respectivement valeur absolu dans le groupe des contrôles et le groupe des patients) et les 

CD4+ mémoires (CD45RA-, 1341,0 ± 597,5 cellules/mm3 et 1909,9 ± 948,4 cellules/mm3 

respectivement dans le groupe des contrôle et le groupe des patients) ne présente pas de 

différences significatives entre les deux groupes (Tableau 8). 

 

Tableau 9 : Différences entre les types et sous types lymphocytaires T CD4+ et CD8+ 

mémoires et naïfs dans le sang chez dans un groupe contrôle (n = 13) et un groupe de 

patients (n = 17) atteints par la THA. 

(Les différences significatives avec le groupe contrôle sont notées *  quand p < 0,05 

par le test Mann-Whitney). 

 Cellules-T (%) Cellules-T (cellules/µL) 
 Contrôles Patients Contrôles Patients 

CD4+CD45RA+ 12,9 ± 6,9 10,3 ± 5,6   739,8 ± 429,9   416,8 ± 199,0 
CD4+CD45RA+CD62L+ 
de CD4+CD45RA+ 

19,9 ± 9,0 30,1 ± 12,8* 1037,4 ± 528,4 1474,3 ± 823,7 

CD8+CD45RA+ 48,3 ± 21,1 41,9 ± 15,6 2743,6 ± 1388,6 1842,5 ± 757,8 
CD8+CD45RA+CD62L+ 
de CD8+CD45RA+ 

12,2 ± 11,6 23,3 ± 12,3*   667,6 ± 633,7 1072,8 ± 648,2 

CD8+CD45RA-CD62L+ 
de CD8+CD45RA+ 

15,2 ± 12,3 21,2 ± 11,2   848,3 ± 669,1   988,0 ± 590,8 

CD4+CD45RA-CD62L+ 
de  CD4+CD45RA+ 

24,7 ± 12,2 42,8 ± 15,7* 1341,0 ± 597,5 1909,9 ± 948,4 
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Puis nous avons recherché les sous populations de lymphocytes B et plus précisément 

l’expression des marqueurs CD5 et CD95 à leur surface. Les lymphocytes B exprimant le 

CD5 sont connus pour produire des auto-anticorps et donc participer aux phénomènes auto-

immuns. Le CD95 marque une voie d’activation qui aboutit souvent à l’apoptose de la cellule. 

Une différence significative est observée entre les patients et les contrôles pour le CD95 qui 

est plus fortement exprimé sur les lymphocytes B des patients alors que les taux de cellules B 

CD5+ sont identiques dans les deux groupes (Figure 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Etat d’activation des lymphocytes B par le CD5 et CD19, entre un groupe 

contrôle (n =13, en blanc) et un groupe de patients atteints par la THA (n = 17, en bleu). 
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Nous avons également recherché l’état d’activation des lymphocytes B par la présence 

des antigènes de surface HLA-DR et CD69 (Tableau 10). Afin d’effectuer une comparaison 

avec l’activation des lymphocytes T précédemment étudiée, nous avons regroupé l’ensemble 

des valeurs obtenues pour les lymphocytes B et T dans le tableau 10. Le groupe des patients 

présente un taux de cellules B CD19+ activées (CD19+HLA-DR+, CD19+HLA-DR+CD69+) 

plus important que le taux observé chez le groupe des contrôles. Ainsi, on observe une 

différence dans l’état d’activation des lymphocytes B et T sanguins avec une activation 

préférentielle des cellules B et une diminution de l’activation des cellules T chez les patients 

par rapport aux contrôles.  

 

Tableau 10 : Différences d’activation des lymphocytes T CD4+, CD8+  et des lymphocytes 

B (CD19+) sanguins entre un groupe contrôle ( n = 13) et groupe de patients (n = 17) 

atteints pas la THA. 

 

(Les différences significatives avec le groupe contrôle sont notées *  quand p < 0.05 

par le test Mann-Whitney). 

 

 

 

 Cellules T et B (%) Cellules T et  B (cellules/µL) 
 Contrôles Patients Contrôles Patients 

CD4+HLA -DR+ 23,0 ± 4,2 26,9 ± 5,0 1281,7 ± 261,1 1233,1 ± 480,5 
CD4+CD25+  1,3 ± 1,0    0,3 ± 0,2*   38,5 ± 23,6 13,2 ± 9,2 
CD8+HLA-DR +  45,5 ± 14,8   45,9 ± 12,6 2527,7 ± 791,8 2062,5 ± 862,7 
CD8+CD69+  1,2 ± 0,5  1,0 ± 0,4   61,4 ± 22,8   37,8 ± 10,0 
CD8+CD14+  0,5 ± 0,2  0,7 ± 0,5   27,1 ± 11,1 21,3 ± 8,9 
CD19+HLA-DR +CD69+  2,4 ± 1,5    2,3 ± 3,0* 137,6 ± 84,5  53,8 ± 46,2 
CD19+HLA-DR +  8,7 ± 2,3 17,2 ± 5,6*   482,7 ± 138,4  822,5 ± 341,8 
CD19+CD95+  4,8 ± 1,8 11,3 ± 3,8*   268,9 ± 108,1 542,1 ± 268,2 
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Nous avons ensuite étudié la population de cellules natural killer (NK) mais aussi la 

sous population de lymphocytes NK-T. Ces deux types cellulaires sont impliqués dans de 

nombreux phénomènes de défense immunitaire innée et semblent jouer un rôle important dans 

la maladie de Chagas.  

Le groupe des patients présente des taux de NK et NK-T (CD8-CD16+ et CD8+CD16+) 

plus faibles que les taux observés chez le groupe des contrôles. En revanche, les NK-T ne 

semblent pas particulièrement plus activés chez les patients, chez lesquels on observe un taux 

de CD8+CD16+CD69+ similaire à celui du taux des contrôles (Tableau 11). 

 

 

Tableau 11 : Différences entre les cellules NK, les cellules NK-T et les NK-T activés chez 

des contrôles(n = 13) et chez des patients (n = 17) atteints par la THA. 

 (Les différences significatives avec le groupe contrôle sont notées *  quand p < 0.05 

par le test Mann-Whitney). 

 

 

 

 

 

 Cellules NK et NK-T (%) Cellules NK et NK-T (cellules/µL) 
 Contrôles Patients Contrôles Patients 
CD8-CD16+ 14,4 ± 6,1 8,8 ± 4,3* 631,9 ± 372,7 373,5 ± 195,4 
CD8+CD16+ 8,6 ± 3,6 4,2 ± 3,0* 391,0 ± 217,1 241,1 ± 194,6 
CD8+CD16+CD69+ 2,9 ± 1,2 3,8 ± 2,7 165,5 ± 77,7 136,0 ± 75,9 
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En ce qui concerne le taux de cellules T CD8+ pré effecteurs (CD8+CD45RA-CD62L-), 

on observe des valeurs similaires dans le sang des patients et celui du groupe des contrôles. 

En revanche, le taux de lymphocytes T effecteurs (CD8+CD45RA+CD62L-) est 

significativement diminué chez les patients par rapport au taux observé chez les contrôles 

(Tableau 12).  

 

Tableau 12 : Différences entre les effecteurs T CD8+  dans le sang d’un groupe contrôle 

(n = 13) et d’un groupe de patients (n = 17) atteints de THA. 

 

 (Les différences significatives avec le groupe contrôle sont notées *  quand p < 0.05 

par le test Mann-Whitney). 

 Cellules-T (%) Cellules-T (cellules/µL) 
 Contrôles Patients Contrôles Patients 
CD8+CD45RA+CD62L- 87,8 ± 11,6 76,7 ± 12,4* 4937,4 ± 1186,7 3552,8 ± 1346,1* 
CD8+CD45RA-CD62L- 84,8 ± 12,4 78,7 ± 11,1 4754,5 ± 1089,4 3638,1 ± 1221,6 



 163 

 

 

 

d- Analyse du profil lymphocytaire dans le LCR 

L’analyse du profil lymphocytaire dans le LCR des patients a été comparée ici en 

fonction des 3 stades de la maladie : stade 1 (S-1), stade intermédiare (S-int) et stade 2 (S-2). 

Dans cette étude nous avons pu analysé 4 LCR de contrôles et 25 LCR de patients. 

Statistiquement des différences ont été trouvées pour les marqueurs CD8 et CD19 

entre le stade 2 de la THA et entre tous les autres stades de la maladie mais également avec la 

population contrôle. On constate qu’au cours de l’évolution de la maladie le taux de CD19 

augmente dans le LCR des patients alors que le taux de  CD8 diminue de façon très nette 

(Tableau 13 et Figure 20). 

 

 

Tableau 13 : Pourcentage des types lymphocytaires dans le LCR d’un groupe de 

contrôles (n = 4) et d’un groupe de patients atteints de THA (n = 25 patients). 

(Les différences significatives avec le groupe contrôle sont notées *  quand p < 0,05 

par le test Mann-Whitney ; Les différences significatives avec le groupe S-1 sont notées ¤  

quand p < 0,05 par le test Mann-Whitney ; Les différences significatives avec le groupe S-int 

sont notées •  quand p < 0,05 par le test Mann-Whitney)  

 

 

 

 

 

 Cellules B et T  (%) 
 Contrôles (n = 4) S-1 (n = 8) S-int (n = 4) S-2 (n = 13) 

CD3+ 15 ± 6,9 27,9 ± 20,3* 53,8 ± 19,6* 40,6 ± 18,9 
CD19+ 0,7 ± 0,5 4 ± 5 5,9 ± 5,8*     41,1 ± 23,3*¤• 
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Figure 20: Représentation du taux de lymphocytes B et T dans le LCR de 8 patients en 

stade 1 (blanc),  4 patients en stade intermédiaire (bleu), 13 patients en stade 2 (rouge) et 

4 patients contrôles (vert). 
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2- Analyse des chémokines et d’IL-1β au cours de la THA   

 

(Ces travaux font l’objet d’un manuscrit, annexe 3, soumis à Journal of infectious 

diseases, Courtioux B , Boda C, Vatunga G, Pervieux L, Josenando T, Mengue M’Eyi P, 

Bouteille B, Jauberteau-Marchan MO, Bisser S. Chemokine pattern in relation to disease 

stage in human African trypanosomiasis). 

a- Population d’étude 

Le dosage de chémokines a été réalisé sur une population de 57 patients provenant 

d’Angola et du Gabon lors de prospections réalisées en 2003 et 2004. L’âge moyen de la 

population était de 32 ans (de 12 à 61 ans). Vingt patients ont été classés en stade 1 

(cytorachie ≤ 5 cellules/µL de LCR), 18 en stade intermédiaire (cytorachie comprise entre 6 et 

19 cellules/µL de LCR) et 19 patients en stade 2 (cytorachie ≥ 20 cellules/µL de LCR) 

(Tableau 14).  

Lors de ces prospections 4 patients ne présentaient aucune pathologie après examen du 

sang et du LCR et ont été considérés comme contrôle. L’âge moyen des contrôles était de 37 

ans (de 12 à 61 ans). 

 

Stade Contrôles 
(n = 4) 

S-1 
(n = 20) 

S-int 
(n = 18) 

S-2 
(n = 19) 

Cytorachie (cellules/µL) 1,75 ± 0,5 2,60 ± 1,59 10,07 ± 3,77 400,57 ± 375,18 

Nombres moyen de 
trypanosome/µL de LCR 

- 0 2 9 

 

Tableau 14 : Cytorachie et nombre moyen de trypanosomes dans le LCR des contrôles 

et de patients en fonction du stade de la maladie. 
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b- Détection des chémokines d’IL-8, MCP-1, MIP-1α et RANTES et de IL-1β 

chez les patients 

Tous stades confondus, MIP-1α et RANTES ont pu être détectées dans tous les sérums 

des patients. En revanche, IL-8 n’a pu être détectée que chez un patient (1,92%). MCP-1 et 

IL-1β se sont révélés indétectables dans le sang de 20 patients (39,21%) et 23 patients 

(44,23%) respectivement.  

Tous stades confondus, dans les LCR, MCP-1, MIP-1α, RANTES et  IL-1β n’ont pas 

été détectés respectivement chez 20 patients (32,7%), 1 patient (1,63%), 12 patients (19,6%) 

et 12 patients (19,6%). Seule IL-8 a été détectée dans tous les LCR des patients. 

 

c- Taux d’IL-1 β, MCP-1, MIP-1α, IL-8 et RANTES dans les sérums des patients  

Les résultats de ces chémokines et cytokines sont résumés dans le tableau 15 suivant. 

Dans les sérums des patients, les taux d’IL-1β, MCP-1, MIP-1α et IL-8 ne présentaient pas de 

différences significatives quel que soit le stade de la maladie.  

Le taux de RANTES  diminue de façon significative entre les contrôles et les patients 

en stade intermédiaire (p = 0,0195) et entre les contrôles et les patients en stade 2 (p = 0,035). 

 

d- Taux d’IL-1 β, MCP-1, MIP-1α, IL-8 et RANTES dans les LCR des patients  

Les résultats de ces chémokines et cytokines sont résumés dans le tableau 15 suivant. La 

comparaison des concentrations en chémokines du LCR, par rapport aux sérums, des patients 

et des contrôles présente plus de différences significatives.  

Le taux de chémokines chez les patients en stade 1 est comparable à celui des patients 

en stade intermédiaire.  

Le taux de RANTES dans le LCR des patients ne montre pas de différence significative 
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quel que soit le groupe. Ce taux reste stable au cours des différents stades de la maladie.  

En revanche les taux de MCP-1, IL-8, MIP-1α et IL-1β augmentent de façon 

significative entre les patients en stade 1 et les patients en stade 2 (respectivement p = 0,013, 

p < 0,0001, p = 0,0004 et p = 0,0438).  

D’autre part les taux de MCP-1 et MIP-1α étaient significativement plus élevés entre les 

patients en stade intermédiaire et les patients en  stade 2 (p = 0,0167 et p = 0,0005) alors que 

ces taux étaient comparables entre les contrôles, les patients en stade 1 et ceux en stade 

intermédiaire. 

Enfin, entre les contrôles et les patients en stade 2, les taux de MCP-1 et MIP-1α 

augmentent de façon significative (p = 0,0167 et 0,0005) (Figure 21). 
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Tableau 15 : Taux de MCP-1, IL-8, MIP-1α, RANTES et IL-1β dans le sérum et LCR de patients en fonction du stade de la THA, et chez 

4 patients contrôles. 

 

MCP-1 
(pg/mL) 

IL-8 
(pg/mL) 

MIP-1α 
(pg/mL) 

RANTES 
(pg/mL) 

IL-1 β 
(pg/mL)  

sérums LCR Sérums LCR Sérums LCR Sérums LCR Sérums LCR 
 

Stade 1 
(n = 20) 

 

445 
(0-5059) 

1857 
(1139-2513) 

550 
(0-2012) 

12 
(0-173) 

278 
(0-1132) 

0,11 
(0-2,12) 

105688 
(57-211550) 

0 
2,60 

(0,41-8,20) 
0,32 

(0,01-0,78) 

Stade int 
(n = 18) 

 

82 
(0-371) 

2102 
(1519-2949) 

450 
(0-1660) 

25 
(0-198) 

248 
(0-1704) 

013 
(0-2,41) 

65335 
(74-185300) 

0 
1,23 

(0,31-2,40) 
0,32 

(0-1,07) 

Stade 2 
(n = 19) 

 

26 
(0-149) 

3187 
(701-4565) 

176 
(0-993) 

170 
(0-351) 

206 
(0-1226) 

34,08 
(0-187,41) 

74198 
(0-209050) 

5,04 
(0-95,82) 

0,95 
(0,70-2,09) 

1,28 
(0-9,52) 

Contrôles 
(n = 4) 

 

28 
(0-115) 

1974 
(701-4565) 

37 
(0-118) 

0 
62 

(7-178) 
0 

166675 
(128300-188425) 

75 
(0-300) 

1,03 
(0,42-1,43) 

0,23 
(0,21-0,25) 
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Figure 21 : Taux de chémokines dans le sérum (A) et LCR (B) en fonction du stade de la 

maladie. 
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En blanc figure les contrôles, en bleu les stades 1, en rouge les stades intermédiaires et 

en vert les stades 2. stade 1 (bleu), stade intermédiaire (rouge), stade 2 (vert) et groupe 

contrôle (blanc). Les valeurs sont exprimées en pg/mL. A-Dans le sérum, B-Dans le LCR.  

* différence significative entre les contrôles et S-2, ¤ différence significative entre les 

contrôles et S-int, † différence significative entre S-1 et S-2, ‡ différence significative entre S-

int et S-2. 

e- Corrélation entre le taux de chémokines et la présence du parasite dans le LCR  

En fonction de la présence ou non du parasite, lorsque sa recherche a été effectuée, 

nous avons cherché si le taux de chémokines dans le LCR des patients était modifié. Ainsi le 

taux d’IL-8 est augmenté dans le LCR des patients qui présentent des parasites (p = 0,0034). 

Il en est de même pour la cytokine IL-1β (p = 0,0003). Nous ne notons pas de corrélation 

entre les taux de MCP-1, MIP-1α, RANTES et la présence du parasite dans le LCR (Figure 

22). 
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Figure 22 : Comparaison du taux de chemokines,  MCP-1, IL-8, MIP-1α, RANTES, IL-

1β chez les patients en stade 2, en fonction de la présence (rouge) ou non (bleu) du 

trypanosome dans le LCR. 
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En blanc figure le taux de chemokines chez les patients pour qui le parasite n’a pu être 

recherché. Les valeurs sont exprimées en pg/mL. 

f- Etude de la corrélation des chémokines dans le sang et le LCR des patients 

Les résultats des corrélations pour chaque chemokine et entre chaque stade de la 

maladie sont présentés dans les tableaux suivants. 

- Dans le sérum (Tableau 16) : 

Au cours de stade 1, nous observons que le taux d’IL-8 corrèle de façon significative 

avec les taux d’IL-1β (r = 0,7, p = 0,02), de MCP-1 (r = 0,68, p = 0,03). De plus, le taux de 

MCP-1 corrèle avec le taux de MIP-1α (r = 0,6, p = 0,04). 

En stade intermédiaire le taux d’IL-8 corrèle avec le taux de MIP-1α (r = 0,54, p = 

0,04). 

Au cours du stade 2, aucune corrélation n’est observée.  
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Tableau 16 : Corrélation entre les taux de IL-1β, IL-8, MCP-1, MIP-1α et RANTES 

pour chaque groupe (contrôles, S-1, S-int, S-2). 

contrôles IL-1β IL-8 MCP-1 MIP-1 α RANTES 
IL-1 β 1     

IL-8 0,95 
0,09 

1    

MCP-1 0,80 
0,16 

0,85 
0,14 

1   

MIP-1α 1 
0,08 

0,95 
0,09 

0,80 
0,16 

1  

RANTES 0,40 
0,48 

0,25 
0,66 

0 
> 0,99 

0,40 
0,48 

1 

Stade 1 IL-1β IL-8 MCP-1 MIP-1 α RANTES 
IL-1 β 1     
IL-8 0,7 

0,02 
1    

MCP-1 0,5 
0,05 

0,68 
0,03 

1   

MIP-1α 0,13 
0,66 

0,34 
0,21 

0,60 
0,04 

1  

RANTES 0,20 
0,52 

- 0,36 
0,19 

0,20 
0,50 

- 0,45 
0,09 

1 

Stade int IL-1β IL-8 MCP-1 MIP-1 α RANTES 
IL-1 β 1     
IL-8 0,35 

0,42 
1    

MCP-1 0,71 
0,11 

0,61 
0,13 

1   

MIP-1α 0,41 
0,35 

0,54 
0,04 

0,58 
0,15 

1  

RANTES 0,48 
0,27 

0,28 
0,30 

0,17 
0,66 

0,33 
0,23 

1 

Stade 2 IL-1β IL-8 MCP-1 MIP-1 α RANTES 
IL-1 β 1     
IL-8 0,57 

0,13 
1    

MCP-1 0,38 
0,31 

0,40 
0,25 

1   

MIP-1α 0,60 
0,11 

0,43 
0,06 

0,04 
0,89 

1  

RANTES 0,16 
0,65 

- 0,32 
0,17 

0,18 
0,60 

0,06 
0,79 

1 
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- Dans le LCR (Tableau 17) :  

Pour les contrôles le taux de chemokine MIP-1α corrèle avec les taux de 4 autres : IL-1β 

(r = 0,56, p = 0,01), IL-8 (r = 0,49, p = 0,01), RANTES (r = 0,86, p < 0,0001) et MCP-1 (r = 

0,5, p = 0,02). Le taux d’IL-8 corrèle avec le taux de RANTES (r = 0,49, p = 0,01). 

Au cours de stade 1 les corrélations sont identiques à celles retrouvées chez le groupe 

des contrôles. 

En stade intermédiaire, le taux d’IL-8 corrèle avec le taux d’IL-1β (r = 0,7, p = 0,01) et 

le taux de RANTES (r = 0,61, p = 0,01). 

Enfin, en stade 2, le taux d’IL-8 corrèle avec les taux de MCP-1 (r = 0,62, p = 0,04) et 

de RANTES (r = 0,47, p = 0,04) et le taux de  MIP-1α corrèle avec le taux de IL-1β (r = 0,81, 

p = 0,001) et de MCP-1 (r = 0,66, p = 0,03). 
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contrôles IL-1β IL-8 MCP-1 MIP-1 α RANTES 
IL-1 β 1     
IL-8 0,07 

0,73 
1    

MCP-1 -0,01 
0,94 

0,24 
0,28 

1   

MIP-1α 0,56 
0,01 

0,49 
0,01 

0,50 
0,02 

1  

RANTES 0,40 
0,07 

0,49 
0,01 

0,36 
0,10 

0,86 
< 0,0001 

1 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tableau 17 : Corrélation entre les taux de IL-1β, IL-8, MCP-1, MIP-1α et RANTES 

dans le LCR pour chaque groupe (contrôles, S-1, S-int, S-2). 

Stade 1 IL-1β IL-8 MCP-1 MIP-1 α RANTES 
IL-1 β 1     
IL-8 0,07 

0,73 
1    

MCP-1 - 0,17 
0,94 

0,24 
0,28 

1   

MIP-1α 0,56 
0,01 

0,49 
0,01 

0,50 
0,02 

1  

RANTES 0,40 
0,07 

0,49 
0,01 

0,36 
0,10 

0,86 
< 0,0001 

1 

Stade int IL-1β IL-8 MCP-1 MIP-1 α RANTES 
IL-1 β 1     
IL-8 0,70 

0,01 
1    

MCP-1 - 0,45 
0,22 

0,17 
0,05 

1   

MIP-1α 0,22 
0,44 

0,47 
0,05 

0,50 
0,13 

1  

RANTES 0,50 
0,07 

0,61 
0,01 

0,50 
0,13 

0,50 
0,13 

1 

Stade 2 IL-1β IL-8 MCP-1 MIP-1 α RANTES 
IL-1 β 1     
IL-8 0,35 

0,16 
1    

MCP-1 0,50 
0,15 

0,62 
0,04 

1   

MIP-1α 0,81 
0,001 

0,45 
0,54 

0,66 
0,03 

1  

RANTES 0,42 
0,10 

0,47 
0,04 

0,50 
0,11 

0,49 
0,03 

1 
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3- Induction de l'apoptose in vitro sur des cellules microgliales et endothéliales par 

le LCR de patients atteints de THA  

Au cours de notre travail de recherche nous avons contribué à la compréhension des 

mécanismes apoptotiques induits par le LCR des malades en stade 2. 

Girard M, Bisser S, Courtioux B , Vermot-Desroches C, Bouteille B, Wijdenes J, 

Preud'homme JL, Jauberteau MO. In vitro induction of microglial and endothelial cell 

apoptosis by cerebrospinal fluids from patients with human African trypanosomiasis. Int J 

Parasitol. 2003 ; 33 : 713-720.  

Résumé : 

Au cours de la trypanosomose humaine africaine, les trypanosomes se développent 

d'abord dans le sang et la lymphe (stade 1), puis envahissent le système nerveux central  

(stade 2). La rupture de la barrière hémato-méningée, mal connue, se produit au cours du 

stade 2 de la maladie. L'hypothèse que le liquide céphalo rachidien (LCR) des patients 

africains trypanosomés pourraient contenir un (des) facteur(s) capable d’induire l'apoptose sur 

des cellules endothéliales nous a menés à évaluer cet effet par deux méthodes, la méthode 

TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labelling) et la mesure des nucléosomes solubles par 

ELISA. L'induction de l’apoptose par les LCR a été étudiée avec les cellules microgliales et 

des macrophages qui participent à la protection de la barrière hémato-méningée dans la région 

périvasculaire. Contrairement aux LCR contrôles, le LCR des patients africains trypanosomés 

induit l'apoptose des cellules microgliales et endothéliales. Les résultats obtenus avec les deux 

méthodes corrèlent, et ont prouvé que des LCR en stade 2 induisent l'apoptose avec des 

cellules microgliales, tandis que le stade de la maladie n’influe pas sur l'induction de 

l'apoptose des cellules endothéliales. Nous avons mesuré le ligand soluble de Fas (sFasL) et le 

taux d'anticorps anti-Fas (deux inducteurs potentiels de la voie de signalisation de Fas 

conduisant à l'apoptose) dans le LCR de patients africains trypanosomés et de contrôles. Le 

LCR des patients en stade 2 contient plus de  sFasL que les patients en stade 1, et les anticorps 

anti-Fas ont été détectés uniquement chez les patients en stade 2. L'effet inhibiteur de la 

caspase-8 et les données statistiques suggèrent que d'autres facteurs pro-apoptotiques seraient 

impliqués dans les effets apoptotiques de certains LCR. L'induction de l’apoptose participerait 

à la pathogénie de la trypanosomose africaine, et la présence de sFasL et d'anti-Fas pourraient 

fournir de nouveaux outils pour le diagnostic et le pronostic de la maladie. 
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4- Activation des cellules endothéliales en présence de trypanosome africain 

Au cours de notre travail de thèse nous avons contribué au travail portant sur le rôle de 

certaines molécules parasitaires sur l’activation des cellules constitutives de la barrière 

hémato-méningée. 

Girard M, Giraud S, Courtioux B , Jauberteau-Marchan MO, Bouteille B. Endothelial 

cell activation in the presence of African trypanosomes. Mol Biochem Parasitol. 2005 ; 139 : 

41-49. 

Résumé : 

Au cours de la trypanosomose humaine africaine, les trypanosomes (Trypanosoma 

brucei gambiense et T. b. rhodesiense) envahissent le système nerveux central (SNC). Les 

mécanismes de rupture de la barrière hémato-méningée demeurent inconnus. Pour 

comprendre la relation entre les trypanosomes et les cellules endothéliales qui sont les 

principales cellules de ces barrières, nous avons cultivé une lignée humaine de cellules 

endothéliale de moelle osseuse (HBMEC) avec et sans T. b. gambiense pour étudier leurs 

activations. Comme l’indique la translocation de NF-kappaB vers le noyau, les cellules ont été 

activées en présence des trypanosomes. L'expression des molécules d'adhérence ICAM-1, E-

sélectine et VCAM-1 sont augmentées dans la co-culture. Les parasites induisent la synthèse 

de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-α, l'IL-6, l'IL-8 et monoxyde d’azote (NO) 

par les HBMEC. Des cellules ont été également cultivées en présence des glycoprotéines 

variables de surfaces de parasite (VSG) ; une augmentation du TNF-α, d’IL-6, d’IL-8, et de 

NO  a également été observée. Les VSGs solubles induisent la translocation de NF-kappaB et 

l'expression des molécules d'adhérence indiquent qu'elles pourraient probablement être les 

facteurs solubles moléculaires responsables de l'activation des cellules endothéliales. Le 

coefficient de perméabilité des HBMEC a augmenté quand les cellules ont été cultivées en 

présence des trypanosomes, du surnageant de culture de parasite, ou de VSG. Ainsi, T. b. 

gambiense peut activer les cellules endothéliales in vitro, par le relarguage de facteurs 

solubles. Les conséquences de l'activation endothéliale des cellules par des produits du 

parasite peuvent inclure une potentialisation de la réaction inflammatoire, le recrutement de 

leucocytes, le passage des trypanosomes dans le SNC, et le dysfonctionnement de la barrière 

durant le stade neurologique de la THA. 
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5- Tests  ELISA et Dot Blot. 

 

Dot-ELISA for a more reliable human African trypanosomiasis staging 

 

Courtioux B , Bisser S, M'belesso P, Ngoungou E, Girard M, Nangouma A,Josenando 

T, Jauberteau-Marchan MO, Bouteille B. Dot enzyme-linked immunosorbent assay for more 

reliable staging of patients with Human African trypanosomiasis. J Clin Microbiol. 2005 ; 43 : 

4789-4795.  

 

Résumé : 

La trypanosomose humaine africaine ou maladie du sommeil est une pathologie 

caractérisée par un stade hémo-lymphatique (stade 1) suivi d’un stade méningo-

encephalitique qui est fatal en l’absence de traitement spécifique. En outre, en raison de la 

toxicité des traitements utilisés en stade 2 (en particulier le mélarsoprol) le diagnostic de stade 

doit être précis. Les anticorps anti-neurofilament (NF) et anti-galactocérébrosides (GalC) ont 

été identifiés dans le LCR comme des marqueurs potentiels du stade nerveux de la maladie. 

Nous avons développé une technique de dot-ELISA pour détecter ces anticorps anti-GalC et 

anti-NF et étudier leur valeur dans le diagnostic de stade. Les membranes de nitrocellulose 

sensibilisées aux NF et aux GalC ont été développées en laboratoire. Ensuite elles ont été 

testées sur le terrain en Angola et en République Centrafricaine sur 140 échantillons. Par 

rapport à nos critères de stade (i.e. cytorachie  ≥ 20 cellules/µL, concentration en IgM dans le 

LCR ≥ 100 mg/L et/ou présence de trypanosomes dans le LCR), la détection des deux 

anticorps anti-NF et anti-GalC dans le LCR par dot-ELISA montre 83,2% de sensibilité et 

100% de spécificité. Le dot ELISA pourrait être très utile pour la détermination du stade 

nerveux de la THA dans les campagnes de prospection où le personnel médical de terrain est 

peu équipé. 
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6- Résultats de l’analyse de la structure glycolipidique du trypanosome 

a- Mise en évidence du sucre et de la base 

 

La chromatographie en couche mince nous a permis de mettre en évidence un 

monohéxosylcéramide et un dihexosylcéramide. La concentration du dihéxosylcéramide 

semble être plus importante chez T. b. brucei AnTat 1.9 que chez  T. b.gambiense MBA 

(Figure 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Chromatographie en couche mince des glycolipides purifiés extraits de T. b. 

brucei AnTat 1.9 (Tbb) et de T. b. gambiense MBA (Tbg). 

MHC : monohéxosylcéramides ; DHC : dihexosylcéramides 

 

Nous avons ensuite déterminé la masse et la composition des échantillons de 

glycolipides respectivement par spectrométrie de masse et par chromatographie gazeuse. La 

masse des échantillons à cette étape a été déterminée et a donné pour chaque échantillon : T. 

b. gambiense : 687 m/z, T. b. rhodesiense : 659 m/z, T. b. brucei : 687 m/z, et pour le contrôle 

que nous avons utilisé T. cruzi : 778 m/z. Ces masses moléculaires ne correspondent pas à la 

masse moléculaire classique d’un sucre et de sa base et nous pouvons en conclure que les 
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échantillons n’étaient pas purs et qu’ils devaient être contaminés par la présence de 

phospholipides (Figure 24). 

 

Figure 24: Résultats de la spectrométrie de masse d’échantillons de T. b. b. AnTat 1.9 

 

Pic  caractéristique 

du galactose Pic  caractéristique 
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Pic  caractéristique 
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A ce stade nous pouvions conclure que le lipide majoritaire était un acide myristique, 

la base glycolipidique semblait être une sphingosine et que les deux sucres majoritaires étaient 

du glucose et du galactose. 

b- Marquage par immunofluorescence indirecte de la glucosylcéramide synthase 

Nous avons utilisé deux types d’anticorps anti-glucosylcéramide synthase : 

- GCS 1.2, qui reconnaît la partie carboxy-terminale de la glucosylcéramide 

synthase humaine. 

- GCS 5.2, qui reconnaît la partie N-terminale de la glucosylcéramide synthase 

humaine. 

Pour tester ces anticorps sur T. b. brucei AnTat 1.9, nous avons procédé à deux 

traitements, avec et sans perméabilisation au méthanol glacial de la membrane du parasite. Le 

marquage que nous avons obtenu est plus intense lorsque la membrane du parasite a été 

perméabilisée avec du méthanol glacial. L’anticorps qui reconnaît le mieux les constituants de 

la membrane est GCS 5.2 (Figure 25, (Grossissement par microscopie confocale X 400). 
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Figure 25 : Immunofluorescence indirecte sur T. b. brucei AnTat 1.9 avec des anticorps 

anti-glucosylcéramide synthase (GCS 5.2) révélés par des anticorps anti Ig de lapin 

marqués FITC. 

 

Membrane du parasite Membrane du parasite non perméabilisée 

Anticorps 

anti-GCS 5.2 

Anticorps 

anti-GCS 1.2 

Contrôles conjugés 
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Lorsque nous observons à plus fort grossissement le marquage, nous constatons que 

certaines zones du parasite sont plus marquées que d’autres. Ce marquage semble 

correspondre aux crêtes mitochondriales du trypanosome (Figure 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Immunofluorescence indirecte sur T. b. brucei AnTat 1.9 avec l’anticorps 

anti-glucosylcéramide synthase (GCS 5.2) révélés par des anticorps anti Ig de lapin.  

(Grossissement par microscopie confocale X 600). 

 

c- Dosage de l’activité de la glucosylcéramide synthase 

Nous avons réalisé le dosage de l’activité glucosylcéramide synthase grâce à un 

produit émettant une fluorescence lorsqu’il n’est pas couplé à une molécule de glucose. Ainsi 

le 4-méthylumbelliferyl-β-D-glucoside lorsqu’il est métabolisé par la glucosylcéramide 

synthase donne le 4 méthylumbelliferone. Ce dernier excité à 365 nm émet une fluorescence à 

448 nm. 
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Ainsi lors des différents dosages nous avons obtenu respectivement 1,25 ; 2,30 et 0,95  

nmol de glucosylcéramide / heure / mg de trypanosome T. b. brucei AnTat 1.9. Soit une 

moyenne de 1,50 nmol de glucosylcéramide / heure / mg de trypanosome. 

Ce dosage a permis de mettre en évidence une activité enzymatique glucosylcéramide 

synthase chez T. b. brucei AnTat 1.9.  

 

d- Inhibition de la synthèse du glucosylcéramide 

Parmi les inhibiteurs reconnus de la glucosylcéramide synthase nous en  avons testé 

quatre, tout d’abord in vitro puis in vivo sur des souris infectées par T.  b. brucei AnTat 1.9 

(Figure 27). 

Figure 27 : Voie de synthèse des gangliosides, et inhibiteurs potentiels de chaque étape 

d’après Bleicher et Cabot, 2002. 
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Nous nous sommes plus particulièrement intéressés à quelques inhibiteurs agissant 

directement sur la glucosylcéramide synthase : le vérapamil, le kétoconazole, la mifépristone 

et la ciclosporine A.  Chaque molécule testée in vitro nous a permis de déterminer son IC50 

avec T.b. brucei AnTat 1.9 (Figure 28). 

 

Figure 28 : Représentation de la concentration (µg/mL) de Vérapamil, Kétoconazole, 

Mifépristone et ciclosporine A en fonction du pourcentage d’inhibition de la croissance 

de parasites T. b. brucei AnTat 1.9. 
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Les IC50 pour chaques inhibiteurs ont été calculées de la même façon que pour les 

travaux auxquels nous avons participé sur le bleu de méthylène (Annexe : Trypanocidal 

activity of methylene blue: evidence for in vitro efficacy and in vivo failure in trypanocidal 

activity, Boda et coll., soumis) 

Dans notre étude nous avons obtenu les IC50 suivantes (en µM): 

L’IC50 correspondant au vérapamil avec des cultures de T. b. brucei AnTat 1.9 est de 

239,6 µg/mL soit 0,48 ± 0,077µM. 

L’IC50 correspondant au kétoconazole avec des cultures de T. b. brucei AnTat 1.9 est 

de 621,1 µg/mL soit 0,13 ± 0,033 µM. 

L’IC50 correspondant à la mifépristone avec des cultures de T. b. brucei AnTat 1.9 est 

de 252 mg/mL soit 0,586 ± 0,09 µM. 

L’IC50 correspondant à la ciclosporine A avec des cultures de T. b. brucei AnTat 1.9 

est de 376 µg/mL soit 0,312 ± 0,04 µM. 

 

e- Effet des inhibiteurs de la synthèse du glucosylcéramide in vivo  

Des lots de 6 souris ont été traités par voie intra-péritonéale avec les différents 

inhibiteurs testés in vivo. Seule la ciclosporine A à 50 µg/mL a présenté un effet intéressant, 

malgré la mauvaise tolérance observée. Chez les souris infectées et traitées à la ciclosporine, 

après une augmentation de la parasitémie comparable à celle des souris contrôles, les parasites 

du sang ont progressivement disparu aprés bout de la deuxième injection intra-péritonéale. 

Pendant 4 semaines, aucun parasite n’a été observé dans le sang. A la 5éme semaine post-

infection des parasites sont réapparus dans le sang des animaux (Tableau 18). 
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Tableau 18 : Résultats in vitro et in vivo des inhibiteurs de la glucosylcéramide synthase. 

 

f- Résultats de l’immunisation des souris par du glucosylcéramide et de 

galactocérébrosides 

Un lot de 5 souris a été immunisé avec des liposomes de glucosylcéramide 

commercial et un deuxième lot contrôle a été immunisé uniquement avec des liposomes de 

cholestérol (sans antigène) qui constituait l’excipient. A la fin des séries d’injections, la 

titration du taux d’IgG et IgM dans le sérum des souris a été réalisée. Au bout d’un mois et 

demi, on note une très forte production d’IgM dans les sérums des souris immunisées par les 

glucosylcérébrosides et  galactocérébrosides par rapport aux contrôles. Ceci est révélateur 

d’un possible effet protecteur du glucosylcéramide (Figure 29).  

 

 

 

 

 

 

 

Molécules 

inhibitrices 
IC50 

Doses employées chez 

la souris en IP 

Nombre de jours de survie 

après traitement 

Kétoconazole 0,13 ± 0,03 µM 25 µg/mL 5 jours 

Vérapamil 0,48 ± 0,07 µM 30 µg/mL 5 jours  

Mifépristone 0,58 ± 0,09 µM 50 µg/mL 5 jours 

Ciclosporine A 0,31 ± 0,04 µM 50 µg/mL 30 jours 
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Figure 29 : Les deux types d’Ig testées dosés (IgG et IgM) après immunisation par deux 

antigènes, glucosylcéramides (GluC) et galactocérébrosides (GalC) et leurs contrôles 

respectifs sur des lots de 5 souris. 

(DO = densité optique) 

g- Suivi de l’immunisation des souris par du glucosylcéramide 

Deux souris du lot immunisé avec du glucosylcéramide ont été choisies au hasard pour 

être infectées par T. b. brucei AnTat 1.9.  Ces deux souris, après avoir présenté une 

parasitémie comparable à celles des souris infectées contrôles, ont montré 5 jours post-

infection une disparition des parasites du sang. Dix mois après l’infection ces deux souris sont 

encore vivantes et ne présentent aucun symptôme de la maladie. 
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DISCUSSION 

L’objectif principal de notre travail de thèse était l’étude des mécanismes 

inflammatoires au cours de la trypanosomose humaine africaine et leurs applications en 

diagnostic et en thérapeutique. Pour comprendre ces mécanismes nous avons eu pour objectifs 

secondaires l’étude des types lymphocytaires et leur état d’activation dans le sang et le LCR 

de malades aux différents stades de la maladie, l’étude du franchissement de la barrière 

hémato-méningée par les cellules immunes des patients en stade neurologique, la détection de 

façon spécifique et sensible d’anticorps au stade neurologique de la THA et enfin l’analyse 

des structures glycolipidiques du trypanosome vraisemblablement responsable de la synthèse 

de certains anticorps spécifiques du stade neurologique. 

 

A  l’heure actuelle, le seul critère de certitude du diagnostic de stade neurologique de 

la THA est la présence du parasite dans le LCR. Néanmoins, la difficulté et l’inconstance de 

cette détection chez les malades en stade 2 avéré, a conduit à définir un autre critère, moins 

spécifique, basé sur la cytorachie supérieure à 5 ou 19 éléments/µL de LCR. L’augmentation 

du taux de lymphocytes dans le LCR fait suite à une activation du système immunitaire par la 

présence des parasites dans le sang, puis dans le LCR. En revanche, aucun élément n’est 

actuellement connu au sujet des types lymphocytaires qui sont spécifiquement produits ou 

activés au cours de l’infection. Dans ce travail, nous avons réalisé pour la première fois une 

étude du phénotypage cellulaire dans le sang et le LCR afin de mieux comprendre la 

physiopathologie de l’infection mais aussi de distinguer une spécificité cellulaire de la 

maladie susceptible d’aboutir à un critère de stade. Pour cela, nous avons utilisé une technique 

d’étude très précise, la cytométrie en flux, suffisamment sensible pour analyser des fluides 

biologiques contenant 1 cellule/µL. 

Par cette technique nous avons montré que dans le sang des malades, tous stades 

confondus, le taux de lymphocytes B augmentent de façon significative (p < 0,0001). En 

revanche, le taux de lymphocyte T diminue de façon significative (p < 0,0018), de même que 

le taux de NK (p < 0,0226). Ces phénomènes ont déjà été décrits mais sont donc confirmés 
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dans ce travail par la technique de cytométrie en flux (Hudson et coll., 1976 ; Corsini et coll., 

1977; Jayawardena et Waksman, 1977). Ils ont été mis en évidence expérimentalement chez 

la souris mais également récemment dans une étude chez le primate (Boda, 2005). 

D’autre part, l’augmentation des lymphocytes B permet d’expliquer la grande diversité 

d’anticorps produits chez les patients atteints de THA. 

 Par cette étude nous montrons l’implication des différents types cellulaires dans la 

réponse immune contre le parasite mais les modifications qui surviennent dans le sang ne 

permettent pas de distinguer précisément les stades de la maladie. Ainsi l’analyse du LCR 

reste l’outil indispensable au diagnostic de phase. En revanche, nous ne retrouvons pas de 

caractère d’activation des lymphocytes T CD8+ avec les marqueurs que nous avons utilisés et 

la population activée de lymphocytes T CD4+ (CD4/CD25) se trouve diminuée chez les 

patients. Ceci confirme le caractère immunosuppressif de la maladie sur les lymphocytes T. 

Ils ne constituent donc pas une population lymphocytaire intéressante à étudier pour le 

diagnostic de la THA. Aussi, dans la suite de notre étude qui a porté sur l’analyse du LCR, 

nous n’avons pas recherché précisément les différentes sous-populations de lymphocytes T ni 

leur activation, mais nous avons plutôt cherché à dénombrer le taux de lymphocytes B en 

fonction du stade. 

Les taux de T CD4+ et de CD8+ (HLA-DR+) naïfs sont similaires dans le sang des 

malades et des contrôles. Cependant, l’utilisation de l'isoforme du CD45 pour la 

discrimination entre les cellules naïves et mémoires n’est pas suffisante puisque la population 

de CD45RA+ regroupe des cellules qui présentent un phénotype mémoire tel que l’absence du 

marqueur CD62L (Roederer et coll., 1995 ; Zimmermann et coll., 1996). Les  cellules T CD8 

englobent au moins trois sous-populations de cellules mémoires (cellules exprimant 

seulement le CD45RA ou le CD62L, et celles n'exprimant ni l'un ni l'autre) et une sous-

population de cellules naïves (cellules exprimant à la fois le CD45RA et le CD62L). Les 

cellules T  CD4 ont deux sous-populations principales de cellules mémoires : dans les deux 

cas les cellules n’expriment pas le CD45RA, mais dans un groupe elles expriment le CD62L 

et dans l’autre pas. Les cellules T CD4+ naïves quant à elles, expriment le CD45RA mais pas 

nécessairement le CD62L (Roederer et coll., 1995). Dans notre étude, le sang des patients 

trypanosomés montre des valeurs plus élevées de T CD4+ et de T CD8+ exprimant à la fois le 

CD62L et le CD45RA que les valeurs observées dans le sang du groupe contrôle. Ceci traduit 
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une augmentation des cellules T naïves dans le sang des patients. Ceci peut indiquer la 

stimulation continue du système immunitaire avec de nouveaux variants antigéniques comme 

il est généralement décrit au cours de l’infection à trypanosomes. Or, on sait que les 

lymphocytes T naïfs, une fois stimulés par un antigène, se différencient en lymphocytes 

mémoires puis en lymphocytes effecteurs qui sont indispensables à une protection rapide,  

efficace et durable (Fearon et coll., 2001; Ahmed et coll., 1996). Ainsi l’augmentation de 

cellules naïves dans le sang des patients peut traduire un défaut de cellules mémoires et 

effectrices et pourrait expliquer la réponse immune inefficace et non-protectrice observée au 

cours des THA. De plus, l'expression de CD62L sur des cellules T, qui est le récepteur du 

recrutement cellulaire dans les ganglions lymphatiques, contribue au recrutement des 

lymphocytes dans le système lymphatique où le parasite prolifère.  

L'immunosuppression du système immunitaire au cours de la THA est connu mais  n'a 

pas encore été caractérisée au niveau lymphocytaire. L'activation immunitaire peut être altérée 

pendant l'infection mais peut également changer l'homéostasie des sous-populations T (Ho et 

coll., 1995; Mohri et coll., 1998). Les résultats de notre étude montrent des valeurs très basses 

des cellules T CD4+CD25+ dans le sang des patients par rapport au groupe contrôle. On sait 

que parmi les cellules T CD4+CD25+ s’individualise une sous-population de lymphocyte T 

régulateurs qui expriment constitutivement le CD25 (Cabrera et coll., 2004; Takahata et coll. 

2004). Les cellules T CD4+CD25+ sont les cellules régulatrices qui diminuent la réponse 

immune de type T et jouent un rôle dans la prévention de l’autoimmunité. Par un mécanisme 

de contact cellulaire, les cellules T CD4+CD25+ empêchent l'immunostimulation des cellules 

de T en sécrétant des cytokines immunosuppressives tels que l’IL-10 et le TGF-β. La 

diminution des cellules T régulatrices pourrait mener au développement de réactions auto-

immunes comme c’est le cas dans le lupus érythémateux (Crispin et coll., 2003). Dans la 

trypanosomose, la diminution des cellules T CD4+CD25+ peut expliquer  les réactions auto-

immunes qui sont bien connues dans cette pathologie au cours de laquelle on a identifié des 

auto-anticorps dirigés contre des constituants du tissu cardiaque, des érythrocytes, du 

neurofilament  des galactocérébrosides. D’autre part, aucune activation n’a pu être mise en 

évidence sur les cellules T des patients, (absence de phénotype CD14+, CD69+, CD8+CD25+ 

et taux de HLA-DR+ comparable à celui des contrôles), suggérant une immunosuppression 

des cellules T. 
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En revanche, les valeurs des cellules B activées (CD19+HLA-DR+) se sont révélées 

bien plus élevées dans le sang des patients que dans celui des contrôles. De plus, le marqueur 

Fas (CD95) est surexprimé sur les cellules B, ce qui suggère une activation cellulaire par le 

CD95 suivie d’une apoptose des lymphocytes B. Or, la THA se caractérise d’un point de vue 

de la réponse immune par un activation polyclonale des lymphocytes B qui prolifèrent 

spontanément et produisent des grandes quantités d’anticorps. Dans notre étude, nous avons 

pu mettre en évidence qu’une activation des cellules B marquée par la surexpression de 

l’antigène HLA-DR se produit au cours de l’infection à T. b. gambiense et qu’elle est 

concomitante d’un état immunosuppressif en faveur de l’apoptose des lymphocytes B. Ces 

deux phénomènes ont précédemment été décrits au cours de la phase aiguë de  l’infection à T. 

cruzi (Minoprio et coll., 1989; Zuniga et coll., 2000). Les lymphocytes B qui ne peuvent 

échapper à l’apoptose ne se différencient pas ensuite en cellules mémoires qui constituent le 

pool de lymphocytes B mémoires. Une fois encore, ces mécanismes empêchent le système 

immunitaire de mettre en place une défense efficace et durable contre les parasites. Des études 

précédentes réalisées chez la souris infectée par T. cruzi montrent que la cytokine IL-4 est 

capable de réduire le phénomène d’apoptose sur les lymphocytes B mais aussi de favoriser 

leur différenciation en cellules mémoires, ce qui améliore la réponse protectrice de 

l’organisme hôte (Acosta Rodriguez, 2003).  

Dans cette partie nous avons pu faire une analyse discriminative du profil 

lymphocytaire en fonction du stade de la maladie. En effet en stade 1 ou hémo lymphatique, 

la cytorachie étant normale, elle ne permet pas de traduire un état pathologique ou une 

altération du système nerveux central. En revanche lors du stade neurologique, la cytorachie 

devient suffisamment élevée pour étudier le profil lymphocytaire. 

Au cours de l’évolution de la maladie, le taux de CD19 augmente de façon 

significative dans le LCR des patients, permettant de distinguer les patients en stade 

intermédiaire qui sont les plus difficiles à classer d’un point de vue du stade d’évolution où ils 

se trouvent. Cette augmentation de CD19 chez les patients en stade 2, pourrait constituer un 

critère de stade plus précis et surtout plus précoce que la cytorachie ; elle permet d’envisager 

un test permettant le diagnostic du stade de la maladie. Il faudrait compléter ces résultats par 

une étude identique mais sur un effectif plus large. De plus, il serait intéressant de préciser les 
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sous-populations de lymphocytes B présents dans le LCR et leur état d’activation afin de 

déterminer si un sous-type particulier pourrait constituer un critère de spécificité.  

Le recrutement de ces lymphocytes dans le système nerveux central pourrait être le 

fait de facteur chimio-attractant produit localement à l’origine de la migration des cellules 

vers les foyers inflammatoires qui s’y développent en stade 2 de la maladie. 

Pour la première fois à notre connaissance, nous avons pu réaliser une étude du profil 

chémokinique sur des patients atteints de THA à différents stades de la maladie. Cette étude a 

été réalisée à la fois dans le sérum des malades mais également dans le LCR. 

Dans le sérum des patients quel que soit le stade de la maladie, on ne note pas de 

modifications significatives du taux de MIP-1α, MCP-1, IL-8 ou bien de IL-1β. Seul le taux 

de RANTES semble diminué lors de l’évolution de la maladie de manière significative entre 

les contrôles et les patients en stade intermédiaire et entre les contrôles et les patients en stade 

2 (respectivement p = 0,01 et 0,03). Cette différence de concentration entre le début hémo-

lymphatique de la maladie et son stade neurologique semble traduire une diminution 

progressive de la réaction inflammatoire tout du moins en dehors du système nerveux central. 

Afin de comprendre la relation entre les différentes chémokines impliquées dans cette 

réponse inflammatoire, nous avons cherché des corrélations entre les taux de chémokines et le 

taux de cytokine IL-1β. Pour les sérums des patients en  stade 1, une corrélation est évidente 

entre le taux d’IL-1β et le taux d’IL-8 seulement. Pour les sérums des patients en stade 

intermédiaire seule une corrélation entre IL-8 et MIP-1α a été mise en évidence.  

Les chémokines dans le sérum ne semble pas être de bon marqueur de stade de la 

maladie, puisque aucune d’entre elles ne semblent prédominer par rapport aux taux que l’on 

trouve chez les contrôles. 

Dans le LCR des patients on note une différence significative entre les taux contrôles, 

ceux des patients en stade 1 ou en stade intermédiaire et celui des patients en stade 2 pour IL-

1β, IL-8, MCP-1, RANTES et MIP-1α. Cette différence est la plus importante pour IL-8, 

MCP-1 et MIP-1α qui sont des cytokines chimiotactiques impliquées dans le mécanisme de 

recrutement des lymphocytes dans le système nerveux central. 
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Le taux de MCP-1α dans le LCR est 10 fois supérieur au taux dans le sérum. Ce taux 

élevé a déjà été identifié dans les méningites purulentes, la tuberculose et certaines maladies 

virales (Mastroianni  et coll., 1998 ; Press et coll., 2003 ; Grygorczuk et coll., 2004 ; Moller et 

coll., 2005). Cette chémokine est impliquée dans l’infiltration des monocytes dans le LCR. 

IL-8 de la même façon est retrouvée en très grande quantité dans le LCR des patients en stade 

neurologique. IL-8, en plus de son action sur les neutrophiles, est également un 

chémoattractant sur différentes sous-populations de lymphocytes. RANTES n’a pu être mis en 

évidence dans le LCR des malades malgré sa présence dans celui des contrôles tout comme 

dans certaines  méningites d’origine bactérienne ou virale (Sprenger, 1996). Comme dans le 

sérum, le rôle de cette chemokine peut être très fugace car son taux peut décliner rapidement 

après le début de l’inflammation. Ou bien de façon plus simple cette chemokine n’a peu ou 

pas de rôle dans le recrutement des lymphocytes dans le système nerveux central. Enfin, IL-

1β, qui favorise l’expression de molécules d’adhérence par les cellules endothéliales et la 

libération de différentes chémokines, facilite l’entrée de leucocytes dans les espaces 

subarachnoïdaux. De plus le rôle d’IL-1β est très important car c’est un des facteurs impliqués 

dans la synthèse des chémokines (Aloisi et coll., 1992). 

Au cours de la THA on note une forte migration des lymphocytes dans le LCR des 

patients en stade 2. Le mécanisme exact du passage de ces cellules à travers la barrière 

hémato-meningée n’est pas clairement établi chez l’homme. Actuellement il est certain que 

des cellules ont la capacité de franchir cette barrière encore intacte (Hickey et coll., 1978; 

Lawson et coll., 1992). L’invasion massive des lymphocytes au cours de la THA n’est pas 

uniquement la conséquence de l’état inflammatoire induit par l’altération de la barrière 

hémato meningée et l’action des chémokines produites dans le système nerveux central : le 

TNF-α, les facteurs apoptotiques et le parasite lui-même contribuent à ce phénomène en étant 

les initiateurs de la rupture de la barrière. 

La production de chémokines par des cellules du système nerveux central tels les 

astrocytes, la microglie et les oligodendrocytes a été démontrée par Benveniste en 1992 et 

Mucke en 1993. Les cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1β sont capables d’induire la 

production d’IL-8 directement par les astrocytes (Aloisi et coll., 1992) et même d’induire 

MCP-1 dont la production serait d’origine astrocytaire (Ransohoff  et coll., 1993). 
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Lors d’infection du système nerveux central, les astrocytes entrent généralement en 

contact avec les cellules endothéliales et avec les cellules de la microglie ; elles sont les 

premières cellules à lutter contre l’infection. L’induction de cytokines pro-inflammatoires 

comme IL-1β, qui induit l’adhésion moléculaire sur les cellules endothéliales et la production 

de chémokines, facilite l’entrée de lymphocytes dans le système nerveux central. Par la suite 

la production massive de chémokines dans le LCR amplifie le phénomène de migration 

lymphocytaire dans le système nerveux central. 

D’après nos résultats, MCP-1 pourrait donc être un marqueur de stade en raison des 

taux élevés trouvés dans le LCR des patients en stade 2 que nous avons étudié. De plus, cette 

augmentation significative est corrélée avec les propriétés connues de cette chemokine dans 

les processus infectieux.  

La présence de ces chémokines dans le LCR des patients n’est pas le seul facteur 

avancé pour décrire le passage des cellules immunitaires dans le système nerveux central des 

malades. 

Le mécanisme précis d'induction de l'apoptose des cellules microgliales et 

endothéliales par le LCR des patients trypanosomés africains reste à déterminer, et pourrait 

différer d’un type cellulaire à l’autre. 

Les LCR de patients en stade 2 induisent l'apoptose sur les cellules endothéliales et les 

cellules microgliales. Les LCR des patients en stade 2 contiennent du sFasL et des anticorps 

anti-Fas, à des taux plus élevés que dans le LCR des patients en stade 1 et que dans celui des 

contrôles. Ceci suggère que sFasL et/ou les anticorps anti-Fas pourraient être des facteurs pro-

apoptotiques dans la THA. Le ligand soluble FasL présent dans le LCR des patients en stade 2 

pourrait être impliqué dans le mécanisme de l'apoptose, en particulier au niveau des cellules 

microgliales. En effet, les cellules de la microglie sont plus sensibles que les cellules 

endothéliales à l'induction de l'apoptose par le LCR des patients qui contiennent des taux 

élevés de sFasL  

La présence de facteurs et l’activité pro-apoptotique est associée à l’évolution de la 

maladie, à certaines lésions et participent à la rupture de la barrière hémato-méningée. Le 

dosage de sFasL et des anticorps anti-Fas peut ainsi servir de marqueur de la rupture de la 

barrière hémato-méningée et donc au diagnostic de stade de la maladie.  
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En effet l'apoptose des cellules microgliales pourrait participer à la rupture de la 

barrière hémato-méningée et permettre aux trypanosomes d'échapper à la réaction 

immunitaire, de la même façon que T. cruzi induit l’apoptose des cellules T et de B dans la 

maladie de Chagas (Lopes et Dos Reis, 1995 ; Lopes et coll., 1995 ; Zuniga et coll., 2000 ; 

Reina-San-Martin et coll., 2000). 

L’apoptose des cellules microgliales a été fréquemment rapportée in vitro et in vivo 

dans des modèles expérimentaux de sclérose en plaques où la voie de Fas/FasL est impliquée 

(Frigeiro et coll., 2000 ; Spanaus et coll., 2000 ; Lee et coll., 2000 ; Badie et coll., 2000). 

Les résultats obtenus avec les cellules endothéliales diffèrent de manière significative, 

suggérant un mécanisme d'induction apoptotique différent. L'apoptose des cellules 

endothéliales ne semble pas être associée à la rupture de barrière hémato-méningée. Les 

cellules vasculaires endothéliales expriment FasL et l’expression de Fas est augmentée par 

l'interféron IFN-γ et le TNF-α. Cependant, elles peuvent résister à l'induction de l'apoptose 

induite par la voie de Fas. La voie de signalisation Fas n'est pas le mécanisme dominant induit 

par le LCR des malades, ceci confirme l’hypothèse que le LCR contient d'autres facteurs pro-

apoptotiques. 

Fas seul n'induit pas l'apoptose des cellules vasculaires endothéliales. Des facteurs 

additionnels, tels que les lipoprotéines de faible densité oxydées sont nécessaires (Sata et 

Walsh, 1998). Les sphingolipides peuvent également induire l'apoptose des cellules 

endothéliales en activant la voie de la sphingomyélinase (Hisano et coll., 1999).  

La participation hypothétique de TNF-α dans l'effet apoptotique du LCR, peut être 

discutée. En effet, le TNF-α a été détecté à des niveaux très bas dans le LCR des patients avec 

ou sans propriétés apoptotiques. En outre, comme dans notre étude, aucune différence 

significative des niveaux de TNF-α dans le LCR n'a été détectée entre les stades 1 et 2 de la 

THA. Ces données présument que le TNF-α n'a pas un rôle essentiel dans l'effet apoptotique 

du LCR sur les cellules en culture.  

L'origine du sFasL dans le LCR des patients africains atteints de THA est inconnu et 

peut résulter d'un épissage alternatif et d’un clivage par une métalloprotéase d’une protéine de 

membrane (Mitsiedas et coll., 1998). Par conséquent, la présence d’anticorps anti-Fas dans le 
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LCR des patients africains atteints de THA  peut être liée à la réaction inflammatoire et 

pourrait bloquer ou activer l'apoptose.  

Quant à la présence des anticorps anti-Fas, elle a été rarement rapportée dans la 

littérature : taux faible dans le sérum des sujets normaux et au cours d’une maladie 

neurodégénérative, la sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Prasad et coll., 1998 ; Yi et 

coll., 2000). Il existe une relative spécificité cellulaire dans le caractère agoniste de ces auto-

anticorps. Ceux des sujets normaux sont apoptotiques au niveau lymphocytaire, ceux des 

patients atteints de SLA sont apoptotiques au niveau des motoneurones. Ces données 

rejoignent celles de notre étude où nous observons des différences d’effets apoptotiques au 

niveau cellulaire entre la microglie et les cellules endothéliales. La signalisation intra-

cellulaire et notamment l’expression d’inhibiteurs, ainsi que des modifications post-

traductionnelles de Fas permet d’expliquer ces différences fonctionnelles selon le type 

cellulaire. L’origine de l’induction de ces anticorps est également à discuter et pourrait 

résulter d’un mécanisme de mimétisme moléculaire avec le trypanosome, ce qui reste à 

déterminer.  

L’apoptose des cellules pourrait participer aux lésions de la barrière hématoméningée 

et pourrait jouer un rôle dans les lésions de cérébrales observées lors du stade nerveux de la 

maladie. Les rôles et les origines du sFasL de LCR et les anticorps anti-Fas restent à étudier, 

pour déterminer leur implication dans la pathologie. 

Le trypanosome a la capacité d’augmenter l'expression des molécules impliquées dans 

l'adhérence des cellules, et la synthèse de médiateurs pro-inflammatoires. Cette activation des 

cellules passe par la voie d'activation de NF-κB comme le montre la translocation de la sous-

unité active de NF-κB vers le noyau en présence du parasite. Dans la cellule, cette activation 

est probablement suivie de la transcription de divers gènes, y compris les gènes des cytokines 

TNF-α et IL-1β ou de la NO synthase (Goldfeld et coll., 1990 ; Kopp et Ghosh, 1995), dont la 

transcription est sous le contôle du facteur NF-κB. 

L'activation des cellules endothéliales en présence des trypanosomes a également été 

montrée par une augmentation de l'expression des molécules d'adhérence. Leur expression 

peut être une conséquence de l'activation de NF-κB (Chen et Manning, 1995). Les HBMEC 

exprime  ICAM-1 en condition basale, tandis que l'expression de cette protéine augmente 
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fortement en présence des parasites. Les E-selectine et VCAM-1 ont été détectées à la surface 

des cellules après des co-cultures de 12 h. Il est établi qu'ils sont habituellement absentes des 

cellules endothéliales non stimulées, et que leur expression est importante en réponse aux 

médiateurs inflammatoires tels que TNF-α, IL-1β et IFN-γ (Lee et Benveniste, 1997 ; Lum et 

Roebuck, 2001 ).  

In vitro les trypanosomes peuvent activer la synthèse de tels facteurs dans le milieu de 

culture, qui, en retour, activent l'expression de ces molécules d'adhérence. Nos observations 

sont confirmées par une étude réalisée sur le cerveau des rats infectés  par T. b. brucei. Il a été 

mis en évidence une augmentation de l'expression de ICAM-1 et VCAM-1, sans rupture des 

jonctions serrées, quand les parasites sont au contact de la BHM (Mulenga et coll., 2001). 

Nous pouvons présumer que l'expression des molécules d'adhérence est liée à la présence des 

parasites qui activent de façon trés précoce les cellules endothéliales voisines avant 

l'inflammation. 

Les conséquences de cette expression sont nombreuses, car le rôle des molécules 

d'adhérence est modifié et peut altérer la réponse endothéliale pendant l'inflammation. Les E-

sélectines (et également P et L-sélectines), ICAM-1 et VCAM-1 stimulent la prolifération de 

leucocytes, l'activation de cellules, et la synthèse de cytokine (principalement TNF-α, IL-8). 

Ces molécules interagissent avec la matrice extracellulaire et le cytosquelette, pour initier les 

mécanismes cellulaires d'activation (Granger et Kubes, 1994 ; Lorenzon et coll., 1998 ; 

Krieglstein et Granger, 2001 ;  Radi et coll., 2001 ; Vestweber et coll., 2002).  

Nos expériences ont prouvé que les trypanosomes induisent la synthèse d'IL-6, d'IL-8 

et de TNF-α  par des facteurs solubles présents dans les surnageants de culture. Le TNF-α 

produit au cours de la THA, stimule la synthèse d’IL-6, la perméabilité endothéliale, et les 

astrocytes (Cavaillon et coll., 1993 ; Munoz-Fernandez et Fresno, 1998 ; Pentreath, 1999). 

Des taux élevés d'IL-8 sont retrouvés dans le LCR des patients présentant des lésions 

cérébrales, en corrélation avec le dysfonctionnement de la BHM (Cavaillon et coll., 2003). 

Par conséquent, l'activation endothéliale de cellules en présence des trypanosomes peut 

augmenter l'inflammation par la synthèse de ces cytokines pro-inflammatoires. Ils peuvent 

aider à recruter les cellules immunisées, et participent à la pérméabilisation des barrières. 
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Les HBMEC en présence des trypanosomes produisent également du NO, par 

l'activation de la NO synthase, comme le montre l'inhibition par L-NAME. La synthèse du 

NO fait partie de la réponse des cellules endothéliales aux agents infectieux. Nos résultats 

signalent que les trypanosomes modifient la perméabilité des cellules HBMEC in vitro.  

De nombreux facteurs du parasite peuvent être responsables de l'activation des 

HBMEC dans les co-cultures cellules-parasites, et les VSGs solubles semblent être de bons 

candidats. Dans nos expériences, les VSGs ont les mêmes effets sur les cellules que les 

trypanosomes. Ils ont un effet déjà connus pour l’induction de la NO synthase des 

macrophages, et pour leur rôle modulateur de l'activation des macrophages en réponse à 

l’IFN- γ. Le surnageant de culture de T. b. gambiense induit également l'activation 

endothéliale de cellules, probablement par l'intermédiaire de VSGs soluble. Ces résultats 

confirment la présence in vivo, de médiateurs et de molécules inflammatoires impliqués dans 

l’adhérence, et prouvent que les parasites peuvent avoir un effet direct sur les cellules 

endothéliales, indépendamment de l'inflammation accompagnant la maladie. Les cellules 

endothéliales peuvent également participer à la réaction immunitaire pendant la THA. Le 

mécanisme de l'activation endothéliale de cellules reste à définir. Il serait intéressant de 

déterminer si les glycoprotéines du trypanosome peuvent agir sur les sélectines ou sur les 

molécules cellulaires d'adhérence des cellules endothéliales afin de les activer. 

Une des caractéristiques de la THA est la production d’anticorps, dans le LCR des 

malades, spécifiques du stade neurologique. Ceci est d’autant plus intéressant qu’un des 

problèmes de la THA, à l’heure actuelle, est la détermination du stade de la maladie. En effet, 

les critères utilisés pour cette détermination, la cytorachie et la présence du parasite dans le 

LCR des malades ne sont pas des critères suffisamment sensibles et spécifiques. Il faut 

rechercher de nouveaux marqueurs d’atteinte neurologique de la maladie. C’est ce que nous 

avons tenté de faire en développant deux techniques diagnostiques basées sur la recherche 

d’anticorps spécifiques du stade neurologique de la maladie. Ainsi nous avons adapté la 

technique ELISA et le Dot ELISA à la recherche des anticorps anti-NF et anti-GalC dans le 

LCR des patients. Pour les deux techniques nous avons comparé la sensibilité et la spécificité 

d’abord en laboratoire puis nous avons retenu la meilleur des deux techniques pour des études 

sur le terrain. 
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En laboratoire, 42 LCR de patients angolais ont été analysés pour rechercher des 

anticorps anti-GalC et anti-NF à la fois par ELISA et par Dot ELISA. C’est cette dernière 

technique qui a présenté le meilleur degré de sensibilité et spécificité. De plus la technique 

ELISA présentait l’inconvénient de nécessiter beaucoup de matériel dont un 

spéctrophotomètre inadapté aux campagnes de dépistage sur le terrain loin de tout laboratoire, 

contrairement au dot-ELISA qui ne nécessite aucun matériel spécifique. 

Lors de l’analyse des LCR des patients, sur les 43 patients en stade 1, un seul a 

présenté un test dot-ELISA positif, à la fois pour le test anti-GalC mais également pour le test 

anti-NF. Néanmoins ce faux positif ne peut être considéré strictement comme une erreur de 

diagnostic. En effet, avec les critères classiques de faux positifs ont été fréquemment 

rapportées, par exemple avec les enregistrements polysomnographiques, et ils se traduisent 

par des échecs au traitement à la pentamidine (Buguet et coll., 2005). Ces remarques 

confirment le fait que les critères classiquement utilisés pour le diagnostic du stade de la 

maladie (cytorachie, présence du parasite) ne sont pas de bons critères de stade de la maladie, 

et soulignent donc l’urgence de trouver de véritable marqueur de stade de la THA. 

Cependant, la détection des anticorps anti-NF et anti-GalC chez un patient en stade 1 

peut très bien traduire des réactions croisées avec d’autres pathologies dont le patient souffre 

et qui ont échappé à l’examen du clinicien.  

Plus généralement nous pouvons considérer qu’un patient en stade 1 avec le dot-

ELISA c’est à dire pour qui le test est négatif à la fois pour la recherche des anticorps anti-NF 

et anti-GalC pouraient être traité sans risque de rechute avec de la pentamidine. Des essais 

cliniques thérapeutiques sont nécessaires pour confirmer notre hypothèse. 

Les résultats les plus surprenants étaient pour les patients en stade intermédiaire c’est à 

dire ceux dont le cytorachie était comprise entre 5 et 20 cellules/µL de LCR. Sur les 65 

patients en stade intermédiaire, 43 d’entre eux ont présenté un test positif pour les anti-NF et 

parmi ceux ci 32 ont présenté un test anti-GalC positif par dot-ELISA. De la même façon que 

pour les tests en laboratoire, les tests qui étaient positifs pour les anti-GalC l’étaient également 

pour les anti-NF, l’inverse n’étant pas systématiquement le cas. 

Pour les patients classés en stade neurologique (cytorachie > 20 cellules/µL ou 

présence du trypanosome dans le LCR), 25 des 32 patients présentaient des anticorps anti-
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GalC et tous présentaient des anticorps anti-NF. Une fois encore tous les patients présentant 

des anti-GalC étaient positifs pour les anti-NF, l’inverse n’étant pas observé. Le dot-ELISA a 

présenté les meilleurs résultats de sensibilité et spécificité pour les patients classés en stade 2 : 

83,2% et 100% respectivement. 

Nous avons également réalisé un dosage du taux d’IgM dans le LCR des patients mais 

la sensibilité du test dot-Blot n’est pas corrélée au taux d’IgM qui, en stade neurologique de la 

maladie, est classiquement supérieur à 100 mg/L.  

Pour cette étude, le test a été exploité avec deux populations, des angolais et des 

centrafricains. Nous avons également recherché une corrélation entre la détection des 

anticorps et la présence des trypanosomes dans le LCR. Sur la population d’Angola, 

seulement 5 patients présentaient des trypanosomes dans le LCR. Sur ces 5 patients, tous 

présentaient un test anti-NF et anti-GalC positif. Malheureusement cette recherche du parasite 

ne se fait pas systématiquement en RCA mais 2 patients chez lesquels les trypanosomes 

avaient été observés dans le LCR présentaient également un test positif pour les deux 

antigènes. 

La corrélation entre la présence du trypanosome dans le LCR et la positivité du test est 

excellente même si le nombre de patients chez qui on a mis en évidence le parasite est faible. 

Cette détection du parasite reste difficile car les techniques à notre disposition sont peu 

sensibles. Un examen parasitologique doit être effectué de façon plus approfondie sur le LCR 

du patient qui présente un test anti-NF et anti-GalC positif. 

Mais le diagnostic de stade de la THA a besoin de nouveaux marqueurs biologiques 

car la recherche du parasite, la cytorachie ou le dosage des IgM, ne semblent pas être de bons 

indicateurs de stade de la trypanosomose. En revanche la recherche des anticorps spécifiques 

du stade neurologique de la maladie semble prometteuse car quand on compare les anticorps à 

la cytorachie des patients en stade 2 (> 20 cellules), le test présente une bonne sensibilité et 

une bonne spécificité. De même ce test permettrait d’éviter un traitement à risque à environ 

50 % des patients en stade intermédiaire. Maintenant ce test doit être validé et comparé aux 

autres tests en developpement (Lejon et coll., 2002) et ceci sur des enquêtes de prospection de 

grande ampleur afin de pouvoir en faire un outil de diagnostic fiable.  
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En recherchant un nouveau marqueur de stade, plus sensible et spécifique que le 

galactocérébroside, nous avons mis en évidence une enzyme la glucosylcéramide synthase 

déjà étudiée dans la maladie de Gaucher. Au cours de cette maladie, le glucosylcéramide 

s’accumule en raison d’une anomalie de la glucosidase, enzyme qui normalement le 

métabolise. Les signes cliniques sont une hépatosplénomégalie, une anémie, des 

malformations squelettiques, et des désordres hématologiques (Pregun et Tulassay, 2004). 

Cette enzyme est associée au métabolisme intracellulaire des céramides. Elle transfère un 

UDP-glucose à un céramide pour former le glucosylcéramide qui est un des composés 

principaux d’une majorité des glycosphingolipides (Bleicher et Cabot, 2002).  

Classiquement la glucosylcéramide synthase a un rôle déterminant dans certains 

mécanismes cellulaires comme la prolifération (Hannun et Bell, 1989), la transformation 

oncogénique (Hakomori, 1981 ;  Morton et coll., 1994), la différentiation (Schwarz, 1995 ; 

Babia et coll., 1993), et dans les métastases tumorales (Morton, 1994 ; Thurin, 1986). 

Récemment, il a été montré que de nombreuses résistances médicamenteuses sont associées à 

cette enzyme (Lavie et coll., 1996 ; Cabot et coll., 1996). 

Un des rôles de cette enzyme qui pourrait permettre de comprendre le passage du 

parasite dans le système nerveux central, est son implication dans les mécanismes de 

l’apoptose. Il est clairement établi que les céramides activent Raf-1, une kinase 

extracellulaire, une protéine phosphatase  et la c-Jun kinase N-terminale (JNK) qui est une 

molécule effectrice de l’apoptose (Laurent et Jaffrézou, 2001). 

En ce qui concerne le trypanosome nous avons montré par spectrométrie de masse la 

présence de glucose à la surface du parasite. Le dosage enzymatique de l’enzyme révèle une 

activité équivalente à 1,5 nmol de glucosylcéramide/heure/mg de trypanosome. Les 

marquages par IFI avec deux anticorps anti-glucosylcéramide mettent en évidence des 

structures internes du parasite, ces structures semblent correspondre aux crêtes 

mitochondriales du parasite. Cette enzyme semble être essentielle à la survie du parasite 

puisque lorsque nous traitons ces derniers par des inhibiteurs de la glucosylcéramide synthase, 

les parasites meurent rapidement. En revanche in vivo, les souris ne sont pas complètement 

protégées de l’infection expérimentale puisque la survie va de quelques jours à un mois pour 

le traitement à la ciclosporine A. Dans tous les cas une rechute puis la mort surviennent : ces 

traitements ne font que prolonger la survie des souris. Enfin lors d’essais d’immunisation 



 229  

 

 

d’animaux avec ce glycolipide nous obtenons une production d’Ig spécifiquement dirigées 

contre le glucosylcéramide mais également on note une protection des animaux infectés 

expérimentalement par T. brucei brucei. 
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CONCLUSION - PERSPECTIVES 

Ce travail a permis de mettre en évidence de nouveaux marqueurs de stade de la 

maladie du sommeil. Par la technique de cytométrie en flux nous avons montré que dans le 

LCR, les lymphocytes B marqués par le CD19 caractérisent le stade 2 de la maladie. Il reste à 

adapter au terrain un moyen simple et peu coûteux permettant de rechercher ce marqueur dans 

le LCR des malades en stade neurologique. Une des méthodes que nous avons envisagée et 

une méthode de détection directe de ce marqueur lymphocytaire par agglutination de billes de 

latex sensibilisées par un anti-CD19. 

L’étude des chémokines impliquées dans le recrutement des lymphocytes sur le lieu de 

l’inflammation permet de mieux comprendre comment les lymphocytes envahissent le SNC. 

Cette production de chémokines pourrait là encore servir à la détermination du stade 

neurologique des malades. En effet une chémokine, MCP-1, semble prédominer sur les autres 

lors de l’évolution de la maladie et est présente à des taux élevés dans le LCR des patients en 

stade 2 par rapport aux autres stades de la maladie.  

Nous proposons pour la discrimination du stade un test reposant sur la détection des 

anticorps anti-NF et anti-GalC. Ce dernier antigène ne semble pas être le plus adapté à la 

détermination du stade car ce n’est pas essentiellement du galactocérébroside qui est présent à 

la surface du parasite mais un glycosphingolipide dont la structure est le glucosylcéramide.  

Par ailleurs la présence de la glucosylcéramide synthase responsable de la synthèse du 

glucosylcéramide pourrait bien expliquer le passage du parasite dans le SNC. Des études 

doivent être conduites pour déterminer la séquence de l’enzyme, sa structure et son rôle dans 

le passage du parasite et éventuellement l’inhiber pour bloquer ce passage. 

D’autre part, l’amélioration des thérapeutiques actuelles est un axe de recherche 

important à étudier. Les essais que nous avons conduit in vitro nous ont permis de distinguer 

l’activité trypanocide de deux molécules, la ciclosporine A et le bleu de méthylène. 

Cependant, l’efficacité de ces deux molécules à traiter des infections chez la souris doit être 

améliorée. Le bleu de méthylène, qui n’a permis la guérison d’aucun animal infecté, devrait 
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être testé par voie locale intra-cérébrale afin de contourner les effets du métabolisme sanguin, 

qui est sûrement l’origine de son échec in vivo. Le traitement par la ciclosporine A devrait être 

adapté d’un point de vue du dosage et du rythme d’administration, ce qui permettrait peut-être 

des guérisons définitives. Il pourrait alors être envisagé une association entre la ciclosporine 

A et un trypanocide de la phase 2 à dose réduite pour le traitement des infections nerveuse à 

trypanosomes.   

 

 



 232  

 

 

BIBLIOGRAPHIE 

 

 

Acosta-Rodriguez EV, Montes CL, Motran CC, Zuniga EI, Liu FT, Rabinovich GA, 

Gruppi A. Galectin-3 mediates IL-4-induced survival and differentiation of B cells: functional 

cross-talk and implications during Trypanosoma cruzi infection. J Immunol. 2004 ; 172 : 493-

502. 

Aert D, Truc P, Penchenier L, Claes Y, Le Ray D. A kit for in vitro isolation of 

trypanosomoses in the field : first trial with sleeping sickness patients in the Congo Republic. 

Trans R Soc Trop Med Hyg. 1992 ; 8 : 394-395. 

Ahmed R, Gray D. Immunological memory and protective immunity: understanding 

their relation. Science. 1996 ; 272 : 54-60. 

Aloisi F, Care A, Borsellino G, Gallo P, Rosa S, Bassani A, Cabibbo A, Testa U, Levi 

G, Peschle C. Production of hemolymphopoietic cytokines (IL-6, IL-8, colony-stimulating 

factors) by normal human astrocytes in response to IL-1 beta and tumor necrosis factor-alpha. 

J Immunol. 1992 ; 149 : 2358-2366.  

Alter A, Duddy M, Hebert S, Biernacki K, Prat A, Antel JP, Yong VW, Nuttall RK, 

Pennington CJ, Edwards DR, Bar-Or A. Determinants of human B cell migration across brain 

endothelial cells. J Immunol. 2003 ; 170 : 4497-4505.  

Amevigbe MMD, Jauberteau-Marchan MO, Bouteille B, Doua F, Breton JC, Nicolas 

JA, Dumas M. Human African trypanosomiasis : Presence of antibodies to 

galactocerebrosides. Am J Trop Med and Hyg. 1992 ; 47 : 652-662. 

Amevigbe MMD. Les anticorps anti-galactocérébrosides au cours de la trypanosomose 

humaine africaine et expérimentale du mouton (Ovis aries). Thèse de Doctorat. Université de 

Limoges. Limoges ; 1992. 185p. 



 233  

 

 

Ancelle T, Barret B, Flachet L, Moren A. 2 epidemics of arsenical encephalopathy in 

the treatment of trypanosomiasis, Uganda, 1992-1993. Bull Soc Path Ex. 1994 ; 87 : 341-346. 

Anthoons JA, Van Marck EA, Gigase PL, Stevens WJ. Immunohistochemical 

characterization of the mononuclear cells in the brain of the rat with an experimental chronic 

Trypanosoma brucei gambiense infection. Parasitol Res. 1989; 75 : 251-256. 

Artzrouni M et Gouteux JP.  Control strategies for sleeping sickness in Central Africa 

: a model based-approach. Trop Med Int Health. 1996 ; 1 : 753-764. 

Askonas BA, Bancroft GJ. Interaction of African trypanosomes with the immune 

system. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 1984 ; 307 : 41-49. 

Ayed Z, Brindel I, Bouteille B, Van Meirvenne N, Doua F, Houinato D, Dumas M, 

Jauberteau MO. Detection and characterization of autoantibodies directed against 

neurofilament proteins in human African trypanosomiasis. Am J Trop Med Hyg. 1997 ; 57 : 

1-6. 

Ayed Z. Trypanosomose humaine africaine : détection d’autoanticorps anti-

neurofilaments et anti-tubulines. Essais d’immunisation contre la trypanosomose 

expérimentale. Thèse de Doctorat. Université de Limoges. Limoges ; 1999. 178 p. 

Babia T, Kok JW, Hulstaert C, de Weerd H, Hoekstra D. Differential metabolism and 

trafficking of sphingolipids in differentiated versus undifferentiated HT29 cells. Int J Cancer. 

1993 ; 54 : 839-845.  

Badie B, Schartner J, Vorpahl J, Preston K. Interferon-gamma induces apoptosis and 

augments the expression of Fas and Fas ligand by microglia in vitro. Exp Neurol. 2000 ; 162 : 

290–296. 

Bafort JM, Schmidt H, Molyneux DH. Development of Trypanosoma brucei in 

suckling mouse brain  following intracerebral injection. Trans R Soc Trop Med Hyg. 1987 ; 

81 : 487-490. 



 234  

 

 

Bakhiet M, Hamadien M, Tjernlund A, Mousal A, Seiger A. African trypanosomes 

activate human fetal brain cells to proliferation and IFN-gamma production. Neuroreport. 

2002 ; 13 : 53-56.  

Balaban N, Waithaka HK, Njogu AR, Goldman R. Intracellular antigens (microtubule-

associated protein copurified with glycosomal enzymes) possible vaccines against 

trypanosomiasis. J Infect Dis. 1995 ; 172 : 845-850.  

Baltz T, Baltz D, Giroud C, Crockett J. Cultivation in a semi-defined medium of 

animal infective forms of Trypanosoma brucei, T. equiperdum, T. evansi, T. rhodesiense and 

T. gambiense. EMBO J. 1985; 4 : 1273-1277.  

Bangs JD, Ransom DA, Nimick M, Christie G, Hooper NM. In vitro cytocidal effects 

on Trypanosoma brucei and inhibition of Leishmania major GP63 by peptidomimetic 

metalloprotease inhibitors. Mol Biochem Parasitol. 2001 ; 114 : 111-117.  

Barrett MP, Fairlamb AH. The biochemical basis of arsenical-diamidine 

crossresistance in African trypanosomes. Parasitol Today. 1999 ;15 : 136-140. 

Barry JD, Emergy DL. Parasite development and host responses during the 

establishment of Trypanosoma brucei infection transmitted by tsetse fly. Parasitology. 1984 ; 

88 : 67-84.  

Benveniste EN. Cytokines: influence on glial cell gene expression and function. Chem 

Immunol. 1992 ; 52 : 106-153. 

Bisser S, Ayed Z, Bouteille B, Stanghellini A, Breton JC, Dumas M, Jauberteau MO 

Central Nervous system involvement in African trypanosomiasis : presence of anti-

galactocerebroside antibodies in patient’s cerebrospinal fluid. Trans R Soc Trop Med Hyg. 

2000 ;  94 : 225-226.  

Bisser S. Le diagnostic de l’atteinte nerveuse dans la maladie du sommeil. 

Réévaluation des critères de terrain et apport des marqueurs neuro-immunologiques. Thèse de 

Doctorat. Université de Limoges. Limoges ; 2001. 227 p. 



 235  

 

 

Bleicher RJ, Cabot MC. Glucosylceramide synthase and apoptosis. Biochim Biophys 

Acta. 2002 ; 1585 : 172-178. 

Blum J, Nkunku S, Burri C. Clinical description of encephalopathic syndromes and 

risk factors for their occurrence and outcome during melarsoprol treatment of human African 

trypanosomiasis. Trop Med Int Health. 2001 ; 6: 390-400.  

Boda C, Enanga B, Dumet H, Chauviere G, Labrousse F, Couquet C, Saivin S, Houin 

G, Perie J, Dumas M, Bouteille B.  Plasma kinetics and efficacy of oral megazol treatment in 

Trypanosoma brucei brucei-infected sheep. Vet Parasitol. 2004 ; 121: 213-223.  

Boehm U, Klamp T, Groot M, Howard JC. Cellular responses to interferon-gamma. 

Annu Rev Immunol. 1997 ; 15 : 749–795. 

Borst P, Fairlamb AH. Surface receptors and transporters of Trypanosoma brucei. 

Annu Rev Microbiol. 1998 ;  52 : 745-778.  

Bouteille B, Marie-Daragon A, Chauvière G, de Albuquerque C, Enanga B, Dardé 

ML, Vallat JM, Périé J, Dumas M. Effect of megazol on Trypanosoma brucei brucei acute 

and subacute infections in Swiss mice. Acta Trop. 1995 ; 60 : 73-80.  

Bouteille B, Oukem O, Bisser S, Dumas M. Treatment perspectives for human African 

trypanosomiasis. Fundam Clin Pharmacol. 2003 ; 17 : 171-181.   

Bray PG, Barrett MP, Ward SA, de Koning HP. Pentamidine uptake and resistance in 

pathogenic protozoa: past, present and future. Trends Parasitol. 2003 ;19 : 232-239.  

Brochu S, Olivier M, Rivest S. Neuronal activity and transcription of proinflammatory 

cytokines, IkappaBalpha, and iNOS in the mouse brain during acute endotoxemia and chronic 

infection with Trypanosoma brucei brucei. J Neurosci Res. 1999 ; 57 : 801-816.  

Buguet A, Bert J, Tapie P, Bogui P, Doua F, Mouanga G, Stanghellini A, Sarda J, 

Tabaraud F, Gati R, Montmayeur A, Chauffard F, Lonsdorfer J, Dumas M. Distribution de la 

veille et du sommeil dans la trypanosomose humaine africaine. Bull Soc Path Ex. 1994 ; 87 : 

362-367. 



 236  

 

 

Buguet A, Bisser S, Josenando T, Chapotot F, Cespuglio R. Sleep structure: a new 

diagnostic tool for stage determination in sleeping sickness. Acta Trop. 2005 ; 93 : 107-117.  

Buguet A, Bourdon L, Bouteille B, Cespuglio R, Vincendeau P, Radomski MW, 

Dumas M. The duality of sleeping sickness: focusing on sleep. Sleep Med Rev. 2001 ; 5 : 

139-153.  

Büscher P, Lejon V, Magnus E, Van Meirvenne N. Improved latex agglutination test 

for detection of antibodies in serum and cerebrospinal fluid of Trypanosoma brucei 

gambiense infected patients. Acta Trop. 1999 ; 73 ; 11-20. 

Cabot MC, Giuliano AE, Volner A, Han TY. Tamoxifen retards glycosphingolipid 

metabolism in human cancer cells. FEBS Lett. 1996 ; 394 : 129-131.  

Cabrera R, Tu Z, Xu Y, Firpi RJ, Rosen HR, Liu C, Nelson DR. An 

immunomodulatory role for CD4(+)CD25(+) regulatory T lymphocytes in hepatitis C virus 

infection. Hepatology. 2004 ; 40 : 1062-1071.  

Cardoso de Almeida ML, Turner MJ. The membrane form of variant surface 

glycoproteins of Trypanosoma brucei. Nature. 1983 ; 302 : 349-352.  

Cattand  P. Trypanosomiase humaine africaine, situation épidémiologique actuelle, 

une recrudescence alarmante de la maladie. Bull Soc Path Ex. 1994 ; 87 : 307-310.  

Cattand P, de Raadt P. Laboratory diagnosis of trypanosomiasis. Clin Lab Med. 1991 ; 

11 : 899-908.  

Cattand P, Jannin J, Lucas P. Sleeping sickness surveillance : an essential step towards 

elimination. Trop Med Int Health. 2001 ; 6 : 348-361. 

Cattand P, Miezan BT, de Raadt P. Human African trypanosomiasis: use of double 

centrifugation of cerebrospinal fluid to detect trypanosomes. Bull World Health Organ. 1988 ; 

66 : 83-86. 

Cavaillon JM, Adib-Conquy M, Fitting C, Adrie C, Payen D. Cytokine cascade in 

sepsis. Scand J Infect Dis. 2003 ; : 535-544. 



 237  

 

 

Cerami A, Beutler B. The role of cachectin/TNF in endotoxic shock and cachexia. 

Immunol Today. 1988 ; 9 : 28-31.  

Chabraoui F, Derrington EA, Mallié-Didier F, Confavreux C, Quincy C, Caudie C. 

Dot-blot immunodetection of antibodies against GM1 and other gangliosides on PVDF-P 

membranes. J Immunol Methods. 1993 ; 165 : 225-230. 

Chen CC, Manning AM. Transcriptional regulation of endothelial cell adhesion 

molecules: a dominant role for NF-kappa B. Agents Actions Suppl. 1995 ; 47 : 135-141. 

Chimelli L, Scaravilli F. Trypanosomiasis. Brain Pathol. 1997 ; 7 : 599-611. 

Corsini AC, Clayton C, Askonas BA, Ogilvie BM. Suppressor cells and loss of B-cell 

potential in mice infected with Trypanosoma brucei. Clin Exp Immunol. 1977 ; 29 : 122-131.  

Crispin JC, Martinez A, Alcocer-Varel J. Quantification of regulatory T cells in 

patients with systemic lupus erythematosus. Autoimmun. 2003 ; 21 : 273-276.  

Darji A, Sileghem M, Heremans H, Brys L, De Baetselier P. Inhibition of T-cell 

responsiveness during experimental infections with Trypanosoma brucei: active involvement 

of endogenous gamma interferon. Infect. Immun. 1993 ; 61 : 3098–3102. 

Daulouède PS, Okomo-Assoumou MC, Labassa M, Fouquet C, Vincendeau P. 

Mécanismes de défense au cours des trypanosomoses. Bull Soc Path Ex. 1994 ; 87 : 330-332.  

Daulouède S, Bouteille B, Moynet D, De Baetselier P, Courtois P, Lemesre JL, 

Buguet A, Cespuglio R, Vincendeau P. Human macrophage tumor necrosis factor (TNF)-

alpha production induced by Trypanosoma brucei gambiense and the role of the TNF-alpha in 

parasite control. J Infect Dis. 2001 ; 183 : 988-991.  

Davies JM. Molecular mimicry: can epitope mimicry induce autoimmune disease? 

Immunol Cell Biol. 1997 ; 75 : 113-126.  

de Vries HE, Blom-Roosemalen MC, van Oosten M, de Boer AG, van Berkel TJ, 

Breimer DD, Kuiper J. The influence of cytokines on the integrity of the blood-brain barrier 

in vitro. J Neuroimmunol. 1996 ; 64 : 37-43.  



 238  

 

 

Denise H, Barrett MP. Uptake and mode of action of drugs used against sleeping 

sickness. Biochem Pharmacol. 2001 ; 61 : 1-5.  

Donelson JE, Hill KL, El-Sayed NHMA. Multiple mechanisms of immune evasion by 

Africain trypanosomes. Mol Biochem Parasitol. 1998 ; 91 : 51-66.  

Doua F, Boa FY, Schechter PJ, Miezan TW, Diai D, Sanon SR, De Raadt P, Haegele 

KD, Sjoerdsma A, Konian K. Treatment of human late stage gambiense trypanosomiasis with 

alpha-difluoromethylornithine (eflornithine) : efficacy and tolerance in 14 cases in Côte 

d’Ivoire. Am J Trop Med Hyg. 1987 ; 37 : 525-533. 

Doua F, Boa Yapo F. Actualités thérapeutiques de la trypanosomiase. Bull Soc Path 

Ex. 1994 ; 87 : 337-340. 

Ducloux M. "Eugène Jamot (1879-1937): un fils du Limousin". Ann Soc Belg Med 

Trop 69 (Suppl 1). 1989 ; 217-220. 

Duleu S, Vincendeau P, Courtois P, Semballa S, Lagroye I, Daulouede S, Boucher JL, 

Wilson KT, Veyret B, Gobert AP. Mouse strain susceptibility to trypanosome infection: an 

arginase-dependent effect. J Immunol. 2004 ; 172 : 6298-6303.  

Dumas M, Bisser S. Clinical aspect of human African trypanosomiasis (Chapter 13). 

In Dumas M, Bouteille B, Buguet A. Progress in human African trypanosomiasis, Sleeping 

Sickness. Paris, France : Springer-Verlag ; 1999, 1 vol., 344 p., 215-249. 

Dumas M, Bouteille B. Treatment of human African trypanosomiasis. Bull World 

Health Organ. 2000; 78: 1474.  

Dumas M. La maladie du sommeil, maladie réémergente. Bull Acad Nat Méd 2000 ; 

184 : 1867-1885. 

Dumas M. The history of tropical neurology. In "Tropical Neurology" RA Shakir, PK 

Newman, CM Poser Eds., Balliere division of W.B. Saunders Company Limited, 1995, 1 vol., 

485 p. 276-286. 

Enanga B, Burchmore RJ, Stewart ML, Barrett MP. Sleeping sickness and the brain. 

Cell Mol Life Sci. 2002 ; 59 : 845-858.  



 239  

 

 

Enanga B, Ndong JM, Boudra H, Debrauwer L, Dubreuil G, Bouteille B, Chauvière G, 

Labat C, Dumas M, Périé J, Houin G. Pharmacokinetics, metabolism and excretion of 

megazol in a Trypanosoma brucei gambiense primate model of human African 

trypanosomiasis. Preliminary study. Arzneimittelforschung. 2000 ; 50 : 158-162.  

Engelhardt B, Conley FK, Butcher EC. Cell adhesion molecules on vessels during 

inflammation in the mouse central nervous system. J Neuroimmunol. 1994 ; 51 : 199-208.  

Enyaru JC, Matovu E, Akol M, Sebikali C, Kyambadde J, Schmidt C, Brun R, 

Kaminsky R, Ogwal LM, Kansiime F. Parasitological detection of Trypanosoma brucei 

gambiense in serologically negative sleeping-sickness suspects from north-western Uganda. 

Ann Trop Med Parasitol. 1998 ; 92 : 845-850.  

Fearon DT, Manders P, Wagner SD. Arrested differentiation, the self-renewing 

memory lymphocyte, and vaccination. Science. 2001 ; 293 : 248-250. 

Folch J, Lees M, Sloane Stanley GH. A simple method for the isolation and 

purification of total lipides from animal tissues. J Biol Chem. 1957 ; 226 : 497-509. 

Frézil JL, Coulm J, Alary JC. L’immunofluorescence indirecte dans le diagnostic de la 

trypanosomose humaine africaine. Note préliminaire. Bull Soc Path Ex. 1978 ; 71 : 440-445.  

Frézil JL, Cuisance D. Trypanosomiases, maladies d'avenir : leurs perspectives et leurs 

inconnues. Bull Soc Path Ex. 1994 ; 87 : 391-393. 

Frigerio S, Silei V, Ciusani E, Massa G, Lauro GM, Salmaggi A. Modulation of fas-

ligand (Fas-L) on human microglial cells: an in vitro study. J. Neuroimmunol. 2000 ; 105 : 

109–114. 

Garcia A, Jamonneau V, Magnus E, Laveissière C, Lejon V, N’Guessan P, N’Dri L, 

Meirvenne N, Büscher P. Follow-up of card agglutination trypanosomiasis test (CATT) 

positive but apparently aparasitemic individuals in Cote d’Ivoire : evidence for a complex and 

heterogeneous population. Trop Med Int Health. 2000 ; 5 : 786-793.  

Gastellu-Etchegorry M, Legros D. Maladie du sommeil : danger indifférence. Med 

Trop. 1999 ; 59 : 347-348. 



 240  

 

 

Girard M, Bisser S, Büscher P, Preud'homme JL, Jauberteau MO. Cross-reactivity of 

anti-galactocerebroside autoantibodies with a Trypanosoma brucei proteolipidic epitope. Clin 

Exp Immunol. 2000 ; 119 : 516-522. 

Girard M, Bisser S, Courtioux B, Vermot-Desroches C, Bouteille B, Wijdenes J, 

Preud'homme JL, Jauberteau MO. In vitro induction of microglial and endothelial cell 

apoptosis by cerebrospinal fluids from patients with human African trypanosomiasis. Int J 

Parasitol. 2003 ; 33 : 713-720.  

Girard M, Giraud S, Courtioux B, Jauberteau-Marchan MO, Bouteille B. Endothelial 

cell activation in the presence of African trypanosomes. Mol Biochem Parasitol. 2005 ; 139 : 

41-49.  

Girard M. Contribution à l’étude des mécanismes immunopathogéniques de l’atteinte 

neurologique de la trypanosomose humaine africaine. Thèse de Doctorat. Université de 

Limoges. Limoges; 2000. 185 p. 

Gobert AP, Daulouède S, Lepoivre M, Boucher JL, Bouteille B, Buguet A, Cespuglio 

R, Veyret B, Vincendeau P. L-Arginine availability modulates local nitric oxide production 

and parasite killing in experimental trypanosomiasis. Infect Immun. 2000 ; 68 : 4653-4657.  

Goldfeld AE, Doyle C, Maniatis T. Human tumor necrosis factor alpha gene 

regulation by virus and lipopolysaccharide. Proc Natl Acad Sci U S A. 1990 ; 87 : 9769-9773. 

Gran B, Rostami A. T cells, cytokines, and autoantigens in multiple sclerosis. Curr 

Neurol Neurosci Rep. 2001 ; 1 : 263-270. 

Granger DN, Kubes P. The microcirculation and inflammation: modulation of 

leukocyte-endothelial cell adhesion. J Leukoc Biol. 1994 ; 55 : 662-675.  

Green CH. The effect of colour on trap- and screen-orientated responses in Glossina 

palpalis palpalis (Robineau-Desvoidy) (Diptera: Glossinidae). Bull Entomol Res. 1988 ; 78 : 

591-604. 

Green CH. The use of two-coloured screens for catching Glossina palpalis Robineau-

Desvoidy (Diptera: Glossinidae). Bull Entomol Res. 1989 ; 79 : 81-93. 



 241  

 

 

Greenwood BM, Whittle HC. Cerebrospinal fluid IgM in patients with sleeping 

sickness. Lancet. 1973 ; 2 : 525-527. 

Greenwood BM, Whittle HC. The pathogenesis of sleeping sickness. Trans R Soc 

Trop Med Hyg. 1980 ; 74 : 716-725. 

Grygorczuk S, Pancewicz S, Zajkowska J, Kondrusik M, Rwierzbinska R, 

Hermanowska-Szpakowicz T. Concentrations of macrophage inflammatory proteins MIP-

1alpha and MIP-1beta and interleukin 8 (IL-8) in lyme borreliosis. Infection. 2004 ; 32 : 350-

355.  

Hakomori S. Glycosphingolipids in cellular interaction, differentiation, and 

oncogenesis. Annu Rev Biochem. 1981 ; 50 : 733-764. 

Hamadien M, Bakhiet M, Harris RA. Interferon-gamma induces secretion of 

trypanosome lymphocyte triggering factor via tyrosine protein kinases. Parasitology. 2000 ; 

120 : 281-287.  

 Hamadien M, Lycke N, Bakhiet M. Induction of the trypanosome lymphocyte-

triggering factor (TLTF) and neutralizing antibodies to the TLTF in experimental African 

trypanosomiasis. Immunology. 1999 ; 96 : 606-611.  

Hannun YA, Bell RM. Functions of sphingolipids and sphingolipid breakdown 

products in cellular regulation. Science. 1989 ; 243 : 500-507.  

Hertz CJ, Filutowicz H, Mansfield JM. Resistance to the African trypanosomes is 

IFN-gamma dependent. J Immunol. 1998 ; 161 : 6775–6783. 

Hickey WF, Hsu BL, Kimura H. T-lymphocyte entry into the central nervous system. 

J Neurosci Res. 1991 ; 28 : 254-260.  

Hisano N, Yatomi Y, Satoh K, Akimoto S, Mitsumata M, Fujino MA, Ozaki Y. 

Induction and suppression of endothelial cell apoptosis by sphingolipids: a possible in vitro 

model for cell-cell interactions between platelets and endothelial cells. Blood. 1999 ; 93 : 

4293-4299.  

 



 242  

 

 

Ho DD, Neumann AU, Perelson AS, Chen W, Leonard JM, Markowitz M. Rapid 

turnover of plasma virions and CD4 lymphocytes in HIV-1 infection. Nature. 1995 ; 373 : 

123-126.  

Hudson KM, Byner C, Freeman J, Terry RJ. Immunodepression, high IgM levels and 

evasion of the immune response in murine trypanosomiasis. Nature. 1976 ; 264 : 256-258. 

Hunter CA, Gow JW, Kennedy PG, Jennings FW, Murray M. Immunopathology of 

experimental African sleeping sickness: detection of cytokine mRNA in the brains of 

Trypanosoma brucei brucei-infected mice. Infect Immun. 1991 ; 59 : 4636-4640.  

Jamonneau V, Ravel S, Garcia A, Koffi M, Truc P, Laveissiere C, Herder S, Grebaut 

P, Cuny G, Solano P. Characterization of Trypanosoma brucei s.l. infecting asymptomatic 

sleeping-sickness patients in Cote d'Ivoire: a new genetic group? Ann Trop Med Parasitol. 

2004 ; 98 : 329-337.  

Jamonneau V, Truc P, Garcia A, Magnus E, Büscher P. Preliminary evaluation of 

LATEX/T.b. gambiense and alternative versions of CATT/T.b. gambiense for serodiagnosis 

of human trypanosomiasis of a population at risk in Côte d’Ivoire : considerations for mass-

screening. Acta Trop. 2000 ; 76 : 175-183. 

Jauberteau MO, Bisser  S, Ayed Z, Brindel I, Bouteille B, Stanghellini A, Gampo S, 

Doua S, Breton JC, Dumas M. Détection d'autoanticorps anti-galactocérébrosides au cours de 

la trypanosomose humaine Africaine. Bull Soc Path Ex. 1994 ; 87 : 333-336. 

Jauberteau MO, Younes-Chennoufi AB, Amevigbe M, Bouteille B, Dumas M, Breton 

JC, Baumann N. Galactocerebrosides are antigens for immunoglobulins in sera of an 

experimental model of trypanosomiasis in sheep. J Neurol Sci. 1991 ; 101 : 82-86. 

Jayawardena AN, Waksman BH. Suppressor cells in experimentally trypanosomiasis. 

Nature. 1977 ; 265 : 539-541. 

Jennings FW, Urquhart GM, Murray M. Trypanosoma brucei infections in mice : 

studies on the anaemia. Trans R Soc Trop Med Hyg. 1972 ; 66 : 342. 



 243  

 

 

Kazyumba G, Berney M, Brighouse G, Cruchaud A, Lambert PH. Expression of the B 

cell repertoire and autoantibodies in human African trypanosomiasis. Clin Exp Immunol. 

1986 ; 65 : 10-18.  

Keiser J, Ericsson O, Burri C. Investigation of the metabolites of the trypanocidal drug 

melarsoprol. Clin Pharmacol Ther. 2000 ; 67 : 478-488. 

Keita M, Bouteille B, Enanga B, Vallat J.M., Dumas M. Trypanosoma brucei brucei, a 

long term model of human African trypanosomiasis in mice, meningo-encephalitisis, 

astrocytosis, and neurological disorders. Exp Parasitol. 1997 ; 85 : 183-192. 

Kirrstetter M, Lerin-Lozano C, Heintz H, Manegold C, Gross WL, Lamprecht P. 

Trypanosomiasis in a woman from Cameroon mimicking systemic lupus erythematosus. 

Dtsch Med Wochenschr. 2004 ; 129 : 1315-1317.  

Kjeldsberg CR, Knight JA. Cerebrospinal fluid. In Body fluids. KD Johnson, ed 

American Society of Clinical Pathologists; 1993. p 65-167. 

Kobayakawa T, Louis J, Izui S, Lambert PH. Autoimmune response to DNA, red 

blood cells, and thymocyte antigens in association with polyclonal antibody synthesis during 

experimental African trypanosomiasis. J Immunol. 1979 ; 122 : 296-301. 

Kong GY, Peng ZC, Costanzo C, Kristensson K, Bentivoglio M. Inducible nitric oxide 

synthase expression elicited in the mouse brain by inflammatory mediators circulating in the 

cerebrospinal fluid. Brain Res. 2000 ; 878 : 105-118.  

Kopp EB, Ghosh S. NF-kappa B and rel proteins in innate immunity. Adv Immunol. 

1995 ; 58 : 1-27.  

Krieglstein CF, Granger DN. Adhesion molecules and their role in vascular disease. 

Am J Hypertens. 2001 ; 14 : 44S-54S.  

Kuzoe FA. Current situation of African trypanosomiasis. Acta Trop 1993 ; 54 : 153-

162. 



 244  

 

 

LaCount DJ, Gruszynski AE, Grandgenett PM, Bangs JD, Donelson JE. Expression 

and function of the Trypanosoma brucei major surface protease (GP63) genes. J Biol Chem. 

2003 ; 278 : 24658-24664.  

Lambert PH, Berney M, Kazyumba G. Immune complexes in serum and in 

cerebrospinal fluid in African trypanosomiasis. Correlation with polyclonal B cell activation 

and with intracerebral immunoglobulin synthesis. J Clin Invest. 1981 ; 67 : 77-85.  

Lancien J, Gouteux JP. Le piège pyramidal à mouche tsetse (Diptera: Glossinidae). 

Afrique médicale, 1987, 258 : 647-652. 

Laurent G, Jaffrezou JP. Signaling pathways activated by daunorubicin. Blood. 2001 ; 

98 : 913-924. 

Laveissière C, Grébaut P. Recherches sur les pièges à glossine (Diptera: Glossinidae). 

Mise au point d’un modèle économique: le piège “Vavoua”. Trop Med Parasitol. 1990 ; 41 : 

185-192. 

Lavie Y, Cao H, Bursten SL, Giuliano AE, Cabot MC. Accumulation of 

glucosylceramides in multidrug-resistant cancer cells. J Biol Chem. 1996 ; 271 : 19530-

19536.  

Lawson LJ, Perry VH, Gordon S. Turnover of resident microglia in the normal adult 

mouse brain. Neuroscience. 1992 ; 48 : 405-415.  

Lee SC, Dickson DW, Liu W, Brosnan CF. Induction of nitric oxide synthase activity 

in human astrocytes by interleukin-1 beta and interferon-gamma. J Neuroimmunol. 1993 ; 46 

: 19-24.  

Lee SJ, Benveniste EN. Adhesion molecule expression and regulation on cells of the 

central nervous system. J Neuroimmunol. 1999 ; 98 : 77-88. 

Lee SJ, Zhou T, Choi C, Wang Z, Benveniste EA. Differential regulation and function 

of Fas expression on glial cells. J Immunol. 2000 ; 164 : 1277–1285. 



 245  

 

 

Legros D, Fournier C, Gastellu-Etchegorry M, Maiso F, Szumilin E. Echecs 

thérapeutiques du mélarsoprol parmi des patients traités au stade tardif de trypanosomose 

humaine africaine à Trypanosoma brucei gambiense en Ouganda. Bull Soc Path Ex. 1999 ; 92 

: 171-179.  

Lejon V, Legros D, Richer M, Ruiz JA, Jamonneau V, Truc P, Doua F, Dje N, N'Siesi 

FX, Bisser S, Magnus E, Wouters I, Konings J, Vervoort T, Sultan F, Büscher P. IgM 

quantification in the cerebrospinal fluid of sleeping sickness patients by a latex card 

agglutination test. Trop Med Int Health. 2002 ; 7: 685-692.  

Lemesre JL, Noireau F, Makoundou ML, Louembe MT, Frézil JL. Apport des 

techniques sérologiques dans l’analyse du liquide céphalo-rachidien de patients congolais 

atteints de la maladie du sommeil. Bull Soc Path Ex. 1988 ; 81 : 506-510. 

Ley K. Arrest chemokines. Microcirculation. 2003 ; 10 : 289-295. 

Lim HW, Hillsamer P, Kim CH. Regulatory T cells can migrate to follicles upon T 

cell activation and suppress GC-Th cells and GC-Th cell-driven B cell responses. J Clin 

Invest. 2004 ; 114 : 1640-1649. Erratum in: J Clin Invest. 2005 ; 115 : 195.  

Liu Y, Li Z, Bakhiet M. Upregulation of the chemokines Rantes, MCP-1, MIP-1α and 

MIP-2 in early infection with Trypanosoma brucei brucei and inhibition by sympathetic 

denervation of the spleen. Trop Med Int Health. 1999 ; 4 : 85-92.  

Lopes MF, da Veiga VF, Santos AR. Activation-induced CD4+ T cell death by 

apoptosis in experimental Chagas' disease. J Immunol. 1995 ; 154 : 744–752.   

Lopes MF, Dos Reis GA. Apoptosis as a cause of T-cell unresponsiveness in 

experimental Chagas' disease. Braz J Med Biol Res. 1995 ; 28 : 913–918. 

Lorenzon P, Vecile E, Nardon E, Ferrero E, Harlan JM, Tedesco F, Dobrina A. 

Endothelial cell E- and P-selectin and vascular cell adhesion molecule-1 function as signaling 

receptors. J Cell Biol. 1998 ; 142 : 1381-1391.   



 246  

 

 

Lubega GW, Byarugaba DK, Prichard RK. Immunization with a tubulin-rich 

preparation from Trypanosoma brucei confers broad protection against African 

trypanosomosis. Exp Parasitol. 2002 ; 102 : 9-22.  

Lucas R, Magez S, Songa B, Darji A, Hamers R, de Baetselier P. A role for TNF 

during African trypanosomiasis: involvement in parasite control, immunosuppression and 

pathology. Res Immunol. 1993 ; 144 : 370-376.  

MacLean L, Odiit M, Sternberg JM. Nitric oxide and cytokine synthesis in human 

African trypanosomiasis. J Infect Dis. 2001 ; 184 : 1086-1090.  

Magez S, Radwanska M, Beschin A, Sekikawa K, De Baetselier P. Tumor necrosis 

factor alpha is a key mediator in the regulation of experimental Trypanosoma brucei 

infections. Infect Immun. 1999 ; 67 : 3128-3132.  

Magnus E, Van Meirvenne N, Vervoort T, Le Ray D, Wéry M. Use of freeze-dried 

trypanosome in the indirect fluorescence antibody test for the serodiagnosis of sleeping 

sickness. Ann Soc Belg Med Trop. 1978 ; 58 : 103-109. 

Magnus E, Vervoort T, Van Meirvenne N. A card-agglutination test with stained 

trypanosomes (C.A.T.T.) for the serological diagnosis of the T. gambiense trypanosomiasis. 

Ann Soc Belg Med Trop. 1978 ; 58 : 169-176. 

Marie-Daragon A, Rouillard MC, Bouteille B, Bisser S, de Albuquerque C, Chauvière 

G, Périé J, Dumas M. Essais d’efficacité sur Trypanosoma brucei brucei de molécules 

franchissant la barrière hémato-méningée et du mégazol. Bull Soc Path Ex. 1994 ; 87 : 347-

352. 

Masocha W, Robertson B, Rottenberg ME, Mhlanga J, Sorokin L, Kristensson K. 

Cerebral vessel laminins and IFN-gamma define Trypanosoma brucei brucei penetration of 

the blood-brain barrier. J Clin Invest. 2004 ; 114 : 689-694.  

Mastroianni CM, Lancella L, Mengoni F, Lichtner M, Santopadre P, D'Agostino C, 

Ticca F, Vullo V. Chemokine profiles in the cerebrospinal fluid (CSF) during the course of 

pyogenic and tuberculous meningitis. Clin Exp Immunol. 1998 ; 114 : 210-214.  



 247  

 

 

Mathieu-Daude F, Stevens J, Welsh J, Tibayrenc M, McClelland M. Genetic diversity 

and population structure of Trypanosoma brucei : clonality versus sexuality. Mol Biochem 

Parasitol. 1995 ; 72 : 89-101.  

Matovu E, Stewart ML, Geiser F, Brun R, Maser P, Wallace LJ, Burchmore RJ, 

Enyaru JC, Barrett MP, Kaminsky R, Seebeck T, de Koning HP. Mechanisms of arsenical and 

diamidine uptake and resistance in Trypanosoma brucei. Eukaryot Cell. 2003 ; 2 : 1003-1008.  

Mbati PA, Hirumi K, Inoue N, Situakibanza NH, Hirumi H. Suggested dosage rates of 

melarsoprol in the treatment of mice experimentally infected with Trypanosoma brucei 

gambiense. Onderstepoort J Vet Res. 2000 ; 67 : 71-74. 

Miézan TW, Meda HA, Doua F, Dje NN, Lejon V, Büscher P. Single centrifugation of 

cerebrospinal fluid in a sealed pasteur pipette for simple, rapid and sensitive detection of 

trypanosomes. Trans R Soc Trop Med Hyg. 2000 ; 94 : 293. 

Miézan TW, Meda HA, Doua F, Yapo FB, Baltz T. Assessment of central nervous 

system involvement in gambiense trypanosomiasis : value of the cerebro-spinal white cell 

count. Trop Med Int Health. 1998 ; 3 : 571-575. 

Minoprio P, Itohara S, Heusser C, Tonegawa S, Coutinho A. Immunobiology of 

murine T. cruzi infection: the predominance of parasite-nonspecific responses and the 

activation of TCRI T cells. Immunol Rev. 1989 ; 112 : 183-207. 

Mitsiedas N, Poulaki V, Kotoula V, Leone A, Tsokos M. Fas ligand is present in 

tumors of the Ewing's sarcoma family and is cleaved into a soluble form by a 

metalloproteinase. Am J Pathol. 1998 ; 153 : 1947–1956. 

Mohri H, Bonhoeffer S, Monard S, Perelson AS, Ho DD, 1998. Rapid turnover of T 

lymphocytes in SIV-infected rhesus macaques. Science. 279:1223-7. 

Moller AS, Bjerre A, Brusletto B, Joo GB, Brandtzaeg P, Kierulf P. Chemokine 

patterns in meningococcal disease. J Infect Dis. 2005; 191: 768-775.  



 248  

 

 

Moore A, Richer M. Re-emergence of epidemic sleeping sickness in southern Sudan. 

Trop Med Int Health. 2001 ; 6 : 342-347. 

Moore AC. Prospects for improving african trypanosomiasis chemotherapy. J Infect 

Dis. 2005 ; 191 : 1793-1795. 

Morton DL, Ravindranath MH, Irie RF. Tumor gangliosides as targets for active 

specific immunotherapy of melanoma in man. Prog Brain Res. 1994 ; 101 : 251-275. 

Mucke L, Eddleston M. Astrocytes in infectious and immune-mediated diseases of the 

central nervous system. FASEB J. 1993 ; 7 : 1226-1232. 

Mulenga C, Mhlanga JD, Kristensson K, Robertson B. Trypanosoma brucei brucei 

crosses the blood-brain barrier while tight junction proteins are preserved in a rat chronic 

disease model. Neuropathol Appl Neurobiol. 2001 ; 27 : 77-85.  

Munoz-Fernandez MA, Fresno M. The role of tumour necrosis factor, interleukin 6, 

interferon-gamma and inducible nitric oxide synthase in the development and pathology of 

the nervous system. Prog Neurobiol. 1998 ; 56 : 307-340.  

Mwangi DM, Hopkins J, Luckins AG. Cellular phenotypes in Trypanosoma 

congolense infected sheep: the local skin reaction. Parasite Immunol. 1990 ; 12 : 647-58.  

Mwangi DM, Hopkins J, Luckins AG. Trypanosoma congolense infection in sheep : 

cellular phenotypes in lymph and lymph nodes associated with skin reactions. J Comp Pathol. 

1996 ; 114 : 51-61.  

Nakamura Y. Alterations of serum lipid, lipoprotein and inflammatory cytokine 

profiles of rabbits infected with Trypanosoma brucei brucei. Vet Parasitol. 1998 ; 80 : 117-

25.  

Nantulya VM, Doua F, Molisho S. Diagnosis of Trypanosoma brucei gambiense 

sleeping sickness using an antigen detection enzyme-linked immunosorbent assay. Trans R 

Soc Trop Med Hyg. 1992 ; 86 : 42-45. 

Nesslany F, Brugier S, Mouries MA, Le Curieux F, Marzin D. In vitro and in vivo 

chromosomal aberrations induced by megazol. Mutat Res. 2004 ; 560 : 147-158.  



 249  

 

 

Nishimura K, Hamashita K, Okamoto Y, Kawahara F, Ihara H, Kozaki S, Ohnishi Y, 

Yamasaki S. Differential effects of interferon-gamma on production of trypanosome-derived 

lymphocyte-triggering factor by Trypanosoma brucei gambiense and Trypanosoma brucei 

brucei. J Parasitol. 2004 ; 90 : 740-745.  

Okomo-Assoumou MC, Daulouède S, Lemesre JL, N'Zila-Mouanda A, Vincendeau P. 

Correlation of high serum levels of tumor necrosis factor-alpha with disease severity in 

human African trypanosomiasis. Am J Trop Med Hyg . 1995 ; 53 : 539-543. 

Olsson T, Bakhiet M, Edlund C, Hojeberg B, Van der Meide PH, Kristensson K. 

Bidirectional activating signals between Trypanosoma brucei and CD8+ T cells: a 

trypanosome-released factor triggers interferon-gamma production that stimulates parasite 

growth. Eur J Immunol. 1991 ; 21 : 2447-2454.  

Olsson T, Bakhiet M, Hojeberg B, Ljungdahl A, Edlund C, Andersson G, Ekre HP, 

Fung-Leung WP, Mak T, Wigzell H, Kristensson K. CD8 is critically involved in lymphocyte 

activation by a T. brucei brucei-released molecule. Cell. 1993 ; 72 : 715-727.  

OMS, 1998, Control and surveillance of African trypanosomiasis. Report of a W.H.O. 

Expert Committee Technical Report Series n°881. Geneva, Switzerland, 114 p. 

OMS. Trypanosomiase africaine. Progrès de la recherche 1989-90. Xème rapport du 

programme. OMS Genève 1991.  

Oudard JL, Diallo B, Rolez S. Contribution du laboratoire au diagnostic de la 

trypanosomiase humaine africaine. Med Afr Noire. 1976 ; 23 : 31-37.  

Overath P, Chaudhri M, Steverding D, Ziegelbauer K. Invariant surface proteins in 

bloodstream forms of Trypanosoma brucei. Parasitol Today. 1994 ; 10 : 53-58. 

Paquet C, Ancelle T, Gastellu-Etchegory M, Castilla J, Hardnt I. Persistance of 

antibodies to Trypanosoma brucei gambiense after treatment of human trypanosomiasis in 

Uganda. (Letter to the editor) Lancet. 1992 ; 340-350.  

Paulnock DM, Coller SP. Analysis of macrophage activation in African 

trypanosomiasis. J Leukoc Biol. 2001 ; 69 : 685-690. 



 250  

 

 

Pays E. Antigenic variation and the problem of vaccines against African 

trypanosomes. Bull Mem Acad R Med Belg. 1995 ; 50 : 123-131.  

Pentreath VW. Cytokines and the blood-brain barrier in human and experimental 

African trypanosomiasis In: M. Dumas, B. Bouteille and A. Buguet, Editors, Progress in 

human African trypanosomiasis, sleeping sickness vol. 6, Springer-Verlag, Paris (France) 

(1999), pp. 105–118. 

Pépin J, Ethier L, Kazadi C, Milord F, Ryder R. The impact of human 

immunodeficiency virus infection on the epidemiology and treatment of Trypanosoma brucei 

gambiense sleeping sickness in Nioki, Zaire. Am J Trop Med Hyg. 1992 ; 47 : 133-140.  

Pépin J, Meda HA. The epidemiology and control of human African trypanosomiasis. 

Adv Parasitol. 2001 ; 49 : 71-132. 

Philip KA, Dascombe MJ, Fraser PA, Pentreath VW. Blood-brain barrier damage in 

experimental African trypanosomiasis. Ann Trop Med Parasitol. 1994 ; 88 : 607-616.  

Poli P, Aline de Mello M, Buschini A, Mortara RA, Northfleet de Albuquerque C, da 

Silva S, Rossi C, Zucchi TM.  Cytotoxic and genotoxic effects of megazol, an anti-Chagas' 

disease drug, assessed by different short-term tests. Biochem Pharmacol. 2002 ; 64 : 1617-

1627.  

Poltera AA, Hochmann A, Rudin W, Lambert PH.  Trypanosoma brucei brucei: a 

model for cerebral trypanosomiasis in mice an immunological, histological and 

electronmicroscopic study. Clin Exp Immunol. 1980 ; 40 : 496-507.  

Poltera AA. Pathology of human African trypanosomiasis with reference to 

experimental African trypanosomiasis and infections of the central nervous system. Brit Med 

Bull. 1985 ; 41 : 169-174. 

Prasad NK, Papoff G, Zeuner A, Bonnin E, Kazatchkine MD, Ruberti G, Kaveri SV. 

Therapeutic preparations of normal polyspecific IgG (IVIg) induce apoptosis in human 

lymphocytes and monocytes: a novel mechanism of action of IVIg involving the Fas 

apoptotic pathway. J Immunol. 1998 ; 161 : 3781-3790.  



 251  

 

 

Pregun I, Tulassay Z. Gaucher's disease: pathogenesis, diagnosis and therapy. Orv 

Hetil. 2004 ; 145 : 1883-1890. 

Press R, Pashenkov M, Jin JP, Link H. Aberrated levels of cerebrospinal fluid 

chemokines in Guillain-Barre syndrome and chronic inflammatory demyelinating 

polyradiculoneuropathy. J Clin Immunol. 2003 ; 23 : 259-267.  

Radi ZA, Kehrli ME Jr, Ackermann MR. Cell adhesion molecules, leukocyte 

trafficking, and strategies to reduce leukocyte infiltration. J Vet Intern Med. 2001 ; 15 : 516-

529.  

Ransohoff RM, Hamilton TA, Tani M, Stoler MH, Shick HE, Major JA, Estes ML, 

Thomas DM, Tuohy VK. Astrocyte expression of mRNA encoding cytokines IP-10 and 

JE/MCP-1 in experimental autoimmune encephalomyelitis. FASEB J. 1993 ; 7 : 592-600.  

Rasooly R, Balaban N. Trypanosome microtubule-associated protein p15 as a vaccine 

for the prevention of African sleeping sickness. Vaccine. 2004 ; 22 : 1007-1015.  

Reina-San-Martin B, Degrave W, Rougeot C, Cosson A, Chamond N., Cordeiro-Da-

Silva A, Arala-Chaves M, Coutinhi A and Minoprio P. A B-cell mitogen from a pathogenic 

trypanosome is a eukaryotic proline racemase. Nat Med. 2000 ; 6 : 890–897. 

Resino S, Galan I, Bellon JM, Navarro ML, Leon JA, Munoz-Fernandez MA. 

Characterizing the immune system after long-term undetectable viral load in HIV-1-infected 

children. J Clin Immunol. 2003 ; 23 : 279-289.  

Roederer M, Dubs JG, Anderson MT, Raju PA, Herzenberg LA, Herzenberg LA. CD8 

naive T cell counts decrease progressively in HIV-infected adults. J Clin Invest. 1995 ; 95 : 

2061-2066.  

Roffi J, Dedet JP, Garre MT. Diagnostic immunoenzymatique de la trypanosomiase en 

phase nerveuse par mise en évidence d’anticorps spécifiques dans le liquide céphalorachidien. 

Med Mal Inf. 1979 ; 9 : 306-312. 

Rogers DJ,  Randolph SE.  Population ecology of tsetse. Annu Rev Entomol. 1985 ; 

30 : 197-216. 



 252  

 

 

Rose LM, Goldman M, Lambert PH. Simultaneous induction of an idiotype, 

corresponding anti-idiotypic antibodies, and immune complexes during African 

trypanosomiasis in mice. J Immunol. 1982 ; 128 : 79-85.  

Rubin LL, Staddon JM. The cell biology of the blood-brain barrier. Annu Rev 

Neurosci. 1999 ; 22 : 11-28. 

Ryan L, Molyneux DH, Kuzoe FA, Baldry DA. Traps to control and estimate 

populations of Glossina species. Tropenmed Parasitol. 1981 ; 32 : 145-148.  

Sata M and Walsh K. Oxidized LDL activates Fas-mediated endothelial cell apoptosis. 

J Clin Invest. 1998 ; 102 : 1682–1689. 

Schmid C, Richer M, Bilenge CM, Josenando T, Chappuis F, Manthelot CR, 

Nangouma A, Doua F, Asumu PN, Simarro PP, Burri C. Impamel II study. Effectiveness of a 

10-day melarsoprol schedule for the treatment of late-stage human African trypanosomiasis: 

Confirmation from a multinational study (Impamel II). J Infect Dis. 2005 ; 191 : 1922-1931. 

Schofield CJ, Maudlin I. Trypanosomiasis control. Int J Parasitol. 2001 ; 31 : 614-619. 

Schultzberg M, Ambatsis M, Samuelsson EB, Kristensson K, van Meirvenne N. 

Spread of Trypanosoma brucei to the nervous system: early attack on circumventricular 

organs and sensory ganglia. J Neurosci Res. 1988 ; 21 : 56–61. 

Schwarz A, Rapaport E, Hirschberg K, Futerman AH. A regulatory role for 

sphingolipids in neuronal growth. Inhibition of sphingolipid synthesis and degradation have 

opposite effects on axonal branching. J Biol Chem. 1995 ; 270 : 10990-10998.  

Sedgwick JB, Menon I, Gern JE, Busse WW. Effects of inflammatory cytokines on 

the permeability of human lung microvascular endothelial cell monolayers and differential 

eosinophil transmigration. J Allergy Clin Immunol. 2002 ; 110 : 752-756. 

Seed JR. African trypanosomiasis research: 100 years of progress, but questions and 

problems still remain. Int J Parasitol. 2001 ; 31 : 434-442.  



 253  

 

 

Sharafeldin A, Eltayeb R, Pashenkov M, Bakhiet M. Chemokines are produced in the 

brain early during the course of experimental African trypanosomiasis. J Neuroimmunol. 

2000 ; 103 : 165-170.  

Shi M, Pan W, Tabel H. Experimental African trypanosomiasis: IFN-gamma mediates 

early mortality. Eur. J. Immunol. 2003 ; 33 : 108–118. 

Simarro PP, Sima FO, Mir M, Mateo MJ, Roche J. La lutte contre la trypanosomiase 

humaine africaine dans le foyer de Luba en Guinée équatoriale : bilan de trois méthodes. Bull 

World Health Organ. 1991 ; 69 : 451-457. 

Sixt M, Engelhardt B, Pausch F, Hallmann R, Wendler O, Sorokin LM. Endothelial 

cell laminin isoforms, laminins 8 and 10, play decisive roles in T cell recruitment across the 

blood-brain barrier in experimental autoimmune encephalomyelitis. J Cell Biol. 2001 ; 153 : 

933-946.  

 Smith DH, Bailey JW, Welde BT. Immunodiagnostic tests on cerebrospinal fluid in 

the diagnosis of meningoencephalitic Trypanosoma brucei rhodesiense infection. Ann Trop 

Med Parasitol. 1989 ; 83 : 91-97. 

Smith DH, Pépin J, Stich AHR. Human African trypanosomiasis: an emerging public 

health crisis. Br Med Bull. 1998 ; 54 : 341-355. 

Spanaus KS, Schlapbach R, Fontana A. TNF-alpha and IFN-gamma render microglia 

sensitive to Fas ligand-induced apoptosis by induction of Fas expression and down-regulation 

of Bcl-2 and Bcl-xL. Eur J Immunol. 1998 ; 28 : 4398–4408. 

Sprenger H, Rosler A, Tonn P, Braune HJ, Huffmann G, Gemsa D. Chemokines in the 

cerebrospinal fluid of patients with meningitis. Clin Immunol Immunopathol 1996 ; 80: 155–

161. 

Stanghellini A, Josenando T. The situation of sleeping sickness in Angola : a calamity. 

Trop Med Int Health. 2001 ; 6 : 330-334. 



 254  

 

 

Stanghellini A, Josse R, Cattand P, Bopang T, Tirandibaye N, Emery P, Millieliri JM, 

Cordoliani G. Aspects épidémiologiques de la trypanosomiase humaine africaine dans le sud 

du Tchad. Med Trop. 1989 ; 49 : 395-400. 

Sternberg JM, Njogu Maina N, Gickhuki CW, Ndung'U JM. Nitric oxide production 

in vervet monkeys (Cercopithecus aethiops) infected with Trypanosoma brucei. Parasite 

Immunol. 1998 ; 20 : 395-397.  

Sternberg MJ. Human African trypanosomiasis: clinical presentation and immune 

response. Parasite Immunol. 2004 ; 26 : 469-476.  

Sternberg MJ. Immunology of African trypanosomiasis. Chem Immunol. 1998 ; 70 : 

186-199. 

Sturk LM, Brock JL, Bagnell CR, Hall JE, Tidwell RR.  Distribution and quantitation 

of the anti-trypanosomal diamidine 2,5-bis(4-amidinophenyl)furan (DB75) and its N-methoxy 

prodrug DB289 in murine brain tissue.Acta Trop. 2004 ; 91 : 131-143.  

Tait A. Sexual processes in the Kinetoplastida. Parasitology. 1983 ; 86 : 29-57.  

Takahata Y, Nomura A, Takada H, Ohga S, Furuno K, Hikino S, Nakayama H, 

Sakaguchi S, Hara T. CD25+CD4+ T cells in human cord blood: an immunoregulatory subset 

with naive phenotype and specific expression of forkhead box p3 (Foxp3) gene. Exp Hematol. 

2004 ; 32 : 622-629.  

Thurin J, Thurin M, Herlyn M, Elder DE, Steplewski Z, Clark WH Jr, Koprowski H. 

GD2 ganglioside biosynthesis is a distinct biochemical event in human melanoma tumor 

progression. FEBS Lett. 1986 ; 208 : 17-22.  

Turner MJ, Donelson JE. Molecular parasite biology, cellular, immunological and 

molecular aspects. Edited by Wyler DJ Ed. WH Freeman and Company 1990 ; p 51-63. 

Uemura A, Watarai S, Kushi Y, Kasama T, Ohnishi Y, Kodama H. Isolation and 

characterization of gangliosides from Trypanosoma brucei. J Parasitol. 2004 ; 90 : 123-127.  



 255  

 

 

Vergelli M, Mazzanti B, Traggiai E, Biagioli T, Ballerini C, Parigi A, Konse A, 

Pellicano G, Massacesi L. Short-term evolution of autoreactive T cell repertoire in multiple 

sclerosis. J Neurosci Res. 2001 ; 66 : 517-524.  

Vestweber D. Regulation of endothelial cell contacts during leukocyte extravasation. 

Curr Opin Cell Biol. 2002 ; 14 : 587-593. 

Vickerman K. Developmental cycles and biology of pathogenic trypanosomes. Br 

Med Bull 1985 ; 41 : 105-114. 

Vincendeau P, Daulouède S, Veyret B, Dardé ML, Bouteille B, Lemesre JL. Nitric 

oxide-mediated cytostatic activity on Trypanosoma brucei gambiense and Trypanosoma 

brucei brucei. Exp Parasitol. 1992 ; 75 : 353-60.  

Vincendeau P, Okomo-Assoumou MC, Semballa S, Fouquet C, Daulouède S. 

Immunologie et immunopathologie de la trypanosome africaine. Med Trop. 1996 ; 56 : 73-78.  

Viswambharan H, Seebeck T, Yang Z. Enhanced endothelial nitric oxide-synthase 

activity in mice infected with Trypanosoma brucei. Int J Parasitol. 2003 ; 33 : 1099-1104.  

Vreysen MJ, Saleh KM, Ali MY, Abdulla AM, Zhu ZR, Juma KG, Dyck VA, Msangi 

AR, Mkonyi PA, Feldmann HU. Glossina austeni (Diptera: Glossinidae) eradicated on the 

island of Unguja, Zanzibar, using the sterile insect technique. J Econ Entomol. 2000 ; 93 : 

123-135.  

Walsh JF, Molyneux DH, Birley MH. Deforestation: effects on vector-borne disease. 

Parasitology. 1993 ; 106 : 137-149. 

Watanabe Y, Tamura M, Osajima A, Anai H, Kabashima N, Serino R, Nakashima Y. 

Integrins induce expression of monocyte chemoattractant protein-1 via  focal adhesion kinase 

in mesangial cells. Kidney Int. 2003 ; 64 : 431-440.  

Wenger DA, Clark C, Sattler M, Wharton C. Synthetic substrate beta-glucosidase 

activity in leukocytes: a reproducible method for the identification of patients and carriers of 

Gaucher's disease. Clin Genet. 1978 ; 13 : 145-153.  



 256  

 

 

Wéry M, Wéry-Paskoff, Van Wettere P, Van Meirvenne N, Mesatewa M. The 

diagnosis of human African trypanosomiasis (T. gambiense) by the use of the fluorescent 

antibody test (II). Ann Soc Belg Med Trop. 1970a ; 50 : 711-730.  

Wéry M, Wéry-Paskoff, Van Wettere P. The diagnosis of human African 

trypanosomiasis (T. gambiense) by the use of the fluorescent antibody test (I). Ann Soc Belg 

Med Trop. 1970b ; 50 : 613-634.  

Whittle HC, Greenwood M, Bidwell DE, Bartlett DE, Bartlett A, Voller A. IgM and 

antibody measurement in the diagnosis and management of Gambian trypanosomiasis. Am J 

Trop Hyg 1977 ; 26 : 1129-1134. 

Woo PTK. The hematocrit centrifuge technique for the diagnosis of African 

trypanosomiasis. Acta Trop. 1970 ; 74 : 676-684. 

Zimmermann C, Brduscha-Riem K, Blaser C, Zinkernagel RM, Pircher H. 

Visualization, characterization, and turnover of CD81 memory T cells in virus-infected hosts. 

J Exp Med. 1996 ; 183 : 1367–1375. 

Zuniga E, Motran C, Montes CL, Diaz FL, Bocco JL, Gruppi A. Trypanosoma cruzi-

induced immunosuppression: B cells undergo spontaneous apoptosis and lipopolysaccharride 

(LPS) arrests their proliferation during acute infection. Clin Exp Immunol. 2000 ; 119 : 507–

515. 

Yi FH, Lautrette C, Vermot-Desroches C, Bordessoule D, Couratier P, Wijdenes J, 

Preud'homme JL, Jauberteau MO. In vitro induction of neuronal apoptosis by anti-Fas 

antibody-containing sera from amyotrophic lateral sclerosis patients. J Neuroimmunol. 2000 ; 

109 : 211-220.  

 

 



 257  

 

 



 258  

 

 

SITES INTERNET CONSULTÉS 

 

http://www.micromacro.co.uk/science/html/parasitology/sc3006.htm 

http://www2.ac-lyon.fr/enseigne/biologie/photossql/photos 

http://www.kb.u-psud.fr/kb/niveau2/enseignements/niveau3/etudmed/cours-

immunologie/cours/cours1.htm 

http://www.icp.ucl.ac.be/~opperd/parasites/vsg.htm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 259  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANNEXES 

 
Annexe 1 : Exemple de consentement éclairé d’un patient.  

Annexe 2 : Boda C, Enanga B, Courtioux B , Breton C, Bouteille B. Methylene Blue: 

evidence for in vitro efficiency and in vivo failure in trypanocidal activity. Soumis 

 

 

 

 

 



 260  

 

 

Annexes 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 



 261  

 

 

Annexes 2 

 

Boda C, Enanga B, Courtioux B , Breton C, Bouteille B.  

Methylene Blue: evidence for in vitro efficiency and in vivo failure in trypanocidal 

activity. In press 

 

 



 262  

 

 



 263  

 

 



 264  

 

 



 265  

 

 

 



 266  

 

 

 



 267  

 

 

TABLE DES MATIÈRES 

REMERCIEMENTS .................................................................................................................. 4 

SOMMAIRE ............................................................................................................................ 19 

INTRODUCTION.................................................................................................................... 30 

ETAT ACTUEL DE LA QUESTION ..................................................................................... 32 

I- La maladie du sommeil......................................................................................................... 32 

1- Données épidémiologiques ............................................................................................. 32 

a- Un peu d’histoire...................................................................................................... 32 

b- Epidémiologie actuelle............................................................................................. 33 

2- Les acteurs....................................................................................................................... 37 

a- Les parasites ............................................................................................................. 37 

b- Tsé-tsé : " la mouche qui tue" .................................................................................. 43 

- Le vecteur............................................................................................................... 43 

- La lutte anti-vectorielle .......................................................................................... 45 

3- Clinique de la THA ......................................................................................................... 47 

4- Diagnostic de la maladie ................................................................................................. 49 

a- Méthode de détection dans le sang et dans les prélèvements ganglionnaires .......... 49 

- Méthodes par concentration....................................................................................... 50 

- Méthodes immunologiques........................................................................................ 51 

- Méthodes indirectes ................................................................................................... 52 

b- Méthodes de détection dans le LCR ........................................................................ 53 

5- Critères actuels classant les patients en stade II.............................................................. 56 

6- Le traitement ................................................................................................................... 57 

a- Les médicaments actuels.......................................................................................... 57 

b- Les traitements de l’avenir....................................................................................... 60 

7- Le vaccin : rêve ou réalité ............................................................................................... 60 

8- Les interrogations  actuelles............................................................................................ 61 

II- Rappels d’immunologie ...................................................................................................... 64 

1- Généralités....................................................................................................................... 64 



 268  

 

 

a- Le système immunitaire reconnaît des antigènes.....................................................64 

b- La cellule responsable de la reconnaissance de l'antigène est le lymphocyte.......... 64 

c- La réponse immunitaire............................................................................................ 65 

d- La mémoire immunitaire.......................................................................................... 65 

e- Immunité innée et immunité acquise ....................................................................... 66 

2- Les cellules et organes immunitaires .............................................................................. 66 

a- Les lymphocytes....................................................................................................... 66 

b- Les cellules non-lymphocytaires.............................................................................. 70 

c- Organes lymphoïdes centraux et maturation des lymphocytes ................................ 72 

d- Organes et structures lymphoïdes secondaires ........................................................ 72 

3- Les chémokines et les migrations lymphocytaires.......................................................... 73 

a- Le recrutement tissulaire des leucocytes à partir du sang ........................................ 73 

b- La migration intra-tissulaire du leucocyte ............................................................... 73 

c- Les chémokines........................................................................................................ 73 

d- Les récepteurs de chémokines ................................................................................. 75 

4- Les réponses immunitaires.............................................................................................. 76 

a- La réponse et sa régulation....................................................................................... 76 

b- Réponse des lymphocytes T CD4+ auxiliaires naïfs ................................................ 77 

c- Immunité humorale .................................................................................................. 79 

d- Immunité à médiation cellulaire .............................................................................. 81 

e- Orientation et rôles respectifs des réponses immunitaires ....................................... 82 

5- Les réponses immunitaires innées induites lors d’une infection.....................................84 

a- Les macrophages activés sécrètent de nombreuses cytokines ayant des effets à 

courte et longue distance .............................................................................................. 84 

b- Les cellules “ Natural Killer ” (NK) défendent l’organisme contre certaines 

infections intracellulaires. ............................................................................................ 84 

c- Certaines sous-populations lymphocytaires font le lien entre l’immunité innée et 

l’immunité acquise ....................................................................................................... 85 

III- Immunopathologie de la maladie du sommeil ................................................................... 87 

1- Immunologie de la THA ................................................................................................. 87 

a- Inoculation du trypanosome..................................................................................... 87 

b- Le complément......................................................................................................... 88 

c- Evolution de la réaction immunologique ................................................................. 88 



 269  

 

 

d- L’auto-immunité ...................................................................................................... 89 

2- Rôles des cytokines ......................................................................................................... 94 

3- Le rôle du monoxyde d’azote (NO) dans les infections à trypanosome ......................... 95 

4- Passage du parasite dans le SNC..................................................................................... 97 

OBJECTIFS ........................................................................................................................... 123 

PATIENTS ET MÉTHODES ................................................................................................ 125 

I- Les prélèvements chez les patients atteints de THA .......................................................... 125 

1- Mission en République Centrafricaine.......................................................................... 127 

2- Mission en Angola ........................................................................................................ 129 

3- Mission au Gabon ......................................................................................................... 131 

4- Origines des sérums et LCR contrôles .......................................................................... 132 

II- Le matériel biologique ...................................................................................................... 136 

1- Les trypanosomes.......................................................................................................... 136 

a- Origine.................................................................................................................... 136 

b- Culture de T. b. brucei AnTat 1.9, T. b. gambiense MBA et T. b. rhodesiense Il Tat 

1.1............................................................................................................................... 136 

2- Les souris ...................................................................................................................... 136 

III- Les méthodes ................................................................................................................... 137 

1- Cytométrie en flux pour le typage lymphocytaire......................................................... 137 

a- Marquage des lymphocytes du sang total .............................................................. 137 

b- Marquage des lymphocytes du LCR...................................................................... 137 

c- Marqueurs utilisés sur les cellules du sang et du LCR........................................... 138 

d-  Réalisation de contrôles isotypiques..................................................................... 139 

e- Lecture des échantillons  au cytomètre en flux...................................................... 140 

f- Analyse des résultats de la cytométrie en flux ....................................................... 141 

2- Dosage des chémokines et d’IL-1β dans le sérum et le LCR des patients.................... 143 

3- Recherche des auto-anticorps anti-galactocérébrosides et anti-neurofilament ............. 143 

a- ELISA .................................................................................................................... 143 

b- Dot blot .................................................................................................................. 144 

4- Dosage des protéines dans les sérums et les LCR......................................................... 145 

5- Analyse glycolipidique.................................................................................................. 145 

a-Extraction des glycolipides de Trypanosoma b. brucei, T. b. gambiense et T. b. 

rhodesiense................................................................................................................. 145 



 270  

 

 

b- Purification des glycolipides de T. b. brucei, T. b. gambiense et T. b. rhodesiense.

.................................................................................................................................... 146 

6- Détection de la glucosylcéramide synthase par immunofluorescence indirecte ........... 147 

7- Dosage de la β-glucosidase dans les trypanosomes ...................................................... 147 

8- Tests in vitro des inhibiteurs de la glucosylcéramide synthase..................................... 148 

9- Infection des souris ....................................................................................................... 149 

a- Tests in vivo des inhibiteurs de la glucosylcéramide synthase .............................. 149 

b- Immunisation de souris .......................................................................................... 149 

- Préparation des liposomes.................................................................................... 149 

- Protocole d’immunisation et suivi ....................................................................... 150 

c- Infection des souris et suivi.................................................................................... 151 

10- Analyses statistiques ................................................................................................... 151 

RÉSULTATS ......................................................................................................................... 153 

1- Analyse lymphocytaire dans le sang et le LCR des patients atteints de THA................... 153 

a- Protocole........................................................................................................................ 153 

b- Population étudiée......................................................................................................... 154 

c- Analyse du profil lymphocytaire dans le sang .............................................................. 154 

d- Analyse du profil lymphocytaire dans le LCR.............................................................. 163 

2- Analyse des chémokines et d’IL-1β au cours de la THA .................................................. 165 

a- Population d’étude......................................................................................................... 165 

b- Détection des chémokines d’IL-8, MCP-1, MIP-1α et RANTES et de IL-1β chez les 

patients ................................................................................................................................... 166 

c- Taux d’IL-1β, MCP-1, MIP-1α, IL-8 et RANTES dans les sérums des patients.......... 166 

d- Taux d’IL-1β, MCP-1, MIP-1α, IL-8 et RANTES dans les LCR des patients............. 166 

e- Corrélation entre le taux de chémokines et la présence du parasite dans le LCR......... 171 

f- Etude de la corrélation des chémokines dans le sang et le LCR des patients................ 173 

- Dans le sérum (Tableau 16) : ................................................................................... 173 

- Dans le LCR (Tableau 17) : ..................................................................................... 175 

3- Induction de l'apoptose in vitro sur des cellules microgliales et endothéliales par le LCR de 

patients atteints de THA....................................................................................................... 177 

4- Activation des cellules endothéliales en présence de trypanosome africain...................... 186 

5- Tests  ELISA et Dot Blot. .................................................................................................. 196 

6- Résultats de l’analyse de la structure glycolipidique du trypanosome .............................. 204 



 271  

 

 

a- Mise en évidence du sucre et de la base........................................................................ 204 

b- Marquage par immunofluorescence indirecte de la glucosylcéramide synthase .......... 206 

c- Dosage de l’activité de la glucosylcéramide synthase .................................................. 208 

d- Inhibition de la synthèse du glucosylcéramide ............................................................. 209 

e- Effet des inhibiteurs de la synthèse du glucosylcéramide in vivo................................. 211 

f- Résultats de l’immunisation des souris par du glucosylcéramide et de 

galactocérébrosides ................................................................................................................ 212 

g- Suivi de l’immunisation des souris par du glucosylcéramide....................................... 213 

DISCUSSION ........................................................................................................................ 215 

CONCLUSION - PERSPECTIVES....................................................................................... 230 

BIBLIOGRAPHIE ................................................................................................................. 232 

SITES INTERNET CONSULTÉS......................................................................................... 258 

ANNEXES ............................................................................................................................. 259 

Annexes 1 .......................................................................................................................... 260 

Annexes 2 .......................................................................................................................... 261 

TABLE DES MATIÈRES ..................................................................................................... 267 

 

 




