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1. Introduction

En Amérique Latine, environ 10 millions de personnes de 21 pays sont infectées par Trypanosoma
cruzi, 'agent de la maladie de Chagas, principalement transmis par les déjections infectées de
punaises hématophages (Triatominae) qui colonisent I"habitat humain (WHO, 2007; Hotez et al.,
2008; Schmunis & Yadon, 2010). Dans les pays du Céne Sud (Argentine, Brésil, Bolivie, Chili, Uruguay,
Paraguay), les plus durement frappés, les opérations de controle du vecteur principal Triatoma
infestans, assurées par la pulvérisation péri- et intra-domicilaire d’insecticide et par 'amélioration de
I’habitat, ont été un succés (Moncayo & Silveira, 2009). Néanmoins, dans la région en général et
particulierement en Bolivie, la persistance de I'infestation est de plus en plus souvent observée. Deux
phénomeénes menaceraient les résultats acquis, I'apparition d'une résistance aux pyréthroides de
synthése utilisés (Picollo et al., 2005; Lardeux et al., 2010), et l'existence de foyers sauvages de
T. infestans dont la tendance synanthropique est peu connue (Noireau, 2009). T. infestans a été
longtemps considéré comme une espéce exclusivement domestique, exception faite en Bolivie ou
des foyers sauvages de T. infestans sont connus depuis plusieurs années dans la vallée andine de
Cochabamba (écorégion des «Bosques Secos Interandinos», BSIA) (Torrico, 1946; Dujardin et al.,
1987). Cette situation et les premiéres analyses de génétique de T. infestans ont amené les
chercheurs a avancer les hypotheses d’une origine andine de I'espéce et d’'une domestication initiale
dans la vallée de Cochabamba (Schofield, 1988; Panzera et al., 2004; Bargues et al., 2006; Cortez et
al. 2010). Plus récemment, la découverte en Bolivie d’autres foyers sauvages dans les Andes et dans
les basses terres de I’écorégion du Gran Chaco (Noireau et al., 1997), ont fait peser une incertitude
sur ces hypotheses et sur la réussite du controle des vecteurs car ces populations sauvages pouvaient
avoir la capacité d’envabhir les villages suite a I’élimination des populations domestiques (Noireau et
al., 2000, 2005). C'est pourquoi, la clarification de la distribution géographique et de l'implication
épidémiologique des populations sauvages de T. infestans était I'objectif du projet TiBo qui
permettait de se rapprocher du but fixé par I'organisation INCOSUR (Initiative des Pays du Cone Sud
pour le contréle et I’élimination de la maladie de Chagas) portant sur l'interruption de la transmission
de T. cruzi par T. infestans dans la région.

2. Méthodes d’étude

Sur le terrain - La recherche de nouveaux foyers sauvages a été réalisée d’une part sur des sites
choisis d’aprés les informations des habitants et des services de santé (63 sites explorés) et d’autre
part, par une approche originale permettant de connaitre la distribution des populations sauvages de
T. infestans en fonction des facteurs environnementaux. Pour ce dernier protocole (TiBoEco), les
sites explorés ont été répartis dans les sept écorégions (Bosques Secos Interandinos, BSIA ; Bosque
Tucumano Boliviano, BTB; Bosque Seco Chiquitano BSC; Chaco Serrano, CS; Gran Chaco, GC;
Prepuna, PP ; Yungas, YUN) définies selon Ibisch et al., (2008) et comprises dans I'aire d'endémicité
de la maladie de Chagas en Bolivie (47 sites explorés). Les captures ont été effectuées en continuité
avec I'habitat humain, afin de prioriser I'étude du risque que les populations sauvages peuvent
représenter pour I’homme. Chaque aire de piégeage incluait 12 groupes de pieges, répartis sur trois
transects et distants de la limite des péri-domiciles de 50 m, 100 m, 150 m et 200 m. Chaque groupe
comprenait 4 pieges répartis opportunément dans un cercle de 5 m de rayon. Dans certains sites,
environ une dizaine de piéges supplémentaires ont été posés en choisissant des habitats supposés
propices a 'infestation par T. infestans. Au cours de toutes les explorations le piege « Noireau » a été
utilisé (Noireau et al., 2002).
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Sur un site sylvestre de capture, a proximité de la ville de La Paz, un suivi entomologique durant un
an a été fait en appliquant la méthode de capture-marquage-recapture, jamais utilisée jusqu'ici pour
les vecteurs de la maladie de Chagas.

Par ailleurs, cing aires partagées (espaces sylvestre, péri- et intra-domiciliaire) ont fait I'objet d’un
suivi entomologique assuré par la recherche active des triatomes dans les habitations par I'équipe de
travail et suite a notre premiére visite, par la vigilance des habitants durant la période d’étude: deux
villages (San Silvestre et Rancho Nuevo) dans I'écorégion du GC, deux villages (Sapini et Thago Thago)
et une zone péri-urbaine (Quillacollo) dans I’écorégion des BSIA. Dans les zones sylvestres
correspondantes, plusieurs périodes de piégeage ont été appliquées. Plusieurs colonies de T.
infestans capturés en milieux sylvestre et péri-domestique ont été élevées au laboratoire pour tester
leur sensibilité a la deltaméthrine.

Epidémiologie moléculaire - Les outils de biologie moléculaire ont été utilisés pour déterminer
I'origine des repas sanguins des triatomes et leur infection par T. cruzi. Deux articles publiés ont
complété la validation de ces méthodes (Aliaga et al. 2011 ; Buitrago et al. 2012). Le séquencage de
geénes a permis de développer des études de phylogéographie et de génétique des populations de
T. infestans (séquencage des génes ITS-2, Marcilla et al., 2001 et Cytochrome (CytB), Lyman et al.,
1999). La méthode de PCR multiplex (MMPP, Fernandes et al., 2001) associée au séquencage du
geéne Gpi (Glucose phosphate isomérase, Broutin et al., 2006) a permis de préciser les DTUs (Discrete
Typing Units) de T. cruzi infectant les triatomes. De plus, I'analyse du polymorphisme de zones
microsatellites chez les populations de T. infestans et de T. cruzi a été réalisée pour évaluer les flux
génétiques et la structure des populations de vecteurs et de parasites entre les milieux sylvestre et
domestique.

3. Résultats
3. 1. Distribution géographique des populations sauvages de T. infestans en Bolivie

Au cours de la recherche systématisée de foyers sauvages dans 7 écorégions (protocole TiBoEco,
2719 pieges posés), 10 nouveaux sites avec T.infestans, répartis principalement dans trois
écorégions, (PP, 33,3% des sites positifs, BSIA, 36% et GC, 40%) ont été identifiés (publications
portant sur des nouveaux foyers des BSIA (Buitrago et al. 2010) et du GC (Waleckx et al. in press)),
montrant une distribution plutét discontinue des populations sauvages (absence de capture dans la
région andine intermédiaire (écorégions du CS et du BTB) entre la PP-BSIA et le GC, exception faite
de la capture d’un exemplaire adulte de T. infestans dans le BTB. La découverte de 34 sites
supplémentaires par recherche dirigée (6042 piéges posés) a confirmé ce résultat. Les données ont
clairement montré que les colonies naturelles de T. infestans sont plus grandes et plus fréquentes
dans les BSIA que dans le GC, ou elles sont rares et ou trés peu de spécimens (1 ou 2) ont
généralement été capturés sur un méme piége.

Au cours des différentes explorations, d’autres especes de triatomes ont été capturées : deux du
complexe Triatoma sordida (Triatoma sordida et Triatoma guasayana) dans 4 écorégions (GC, 66,6%
des sites positifs ; CS, 33,3% ; BSIA, 15,9% ; BTB, 11,1%), deux autres espéces non encore décrites en
Bolivie, Triatoma breyeri (dans un site de I'écorégion des BSIA qui présente aussi des caractéristique
de I’écorégion du CS) et Triatoma costalimai (dans un site du BSC), et Rhodnius sp. (dans deux sites
du BSC).

3. 2. Ecologie des populations sauvages de T. infestans
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Habitat - Les recherches ont permis de montrer que dans les écorégions de la PP et des BSIA
T. infestans ne vit pas seulement dans les affleurements rocheux (habitat rupicole) mais aussi dans
d’autres écotopes comme les champs de figues de Barbarie, les champs d’épineux et les falaises
sédimentaires. En revanche, nos données confirment que I’habitat des T. infestans sauvages capturés
dans le GC est arboricole, comme observé antérieurement (Noireau et al., 1997), puisque tous les
spécimens de T. infestans ont été capturé dans des trous d’arbre.

Dynamique des populations et mobilité - Le suivi entomologique durant un an, par la méthode de
capture-marquage-recapture, d’'une cinquantaine de sites distribués dans un champ semi-anthropisé
(Mecapaca, vallée de La Paz, BSIA), a montré la stabilité temporelle de la population locale de

T. infestans, sa distribution discontinue dans I'espace et le déplacement notable de nymphes et
d’adultes sur une période de plusieurs mois.

Sources alimentaires - La méthode moléculaire d’analyse de l'origine des repas sanguins des
triatomes a permis d’identifier dans les BSIA et la PP deux hétes nourriciers majeurs de T. infestans:
Octodontomys gliroides (petit rongeur natif des Andes qui représente 46,4% des hotes identifiés) et
Galea musteloides (sorte de petit cobaye, 25,8%). De facon inattendue des repas pris sur homme ont
été détectés chez plusieurs spécimens (10,3%). Ceci suggére deux phénomenes possibles : (i) le
mouvement d’insectes de I'habitat humain vers le milieu sylvestre aprés leur repas sanguin, (ii)
I’exposition de 'homme a la piqlre des triatomes dans I’environnent extérieur ou il développe ses
activités. Neuf autres sources alimentaires ont été identifiées (17,5%), 4 petits rongeurs, deux
animaux domestiques (I’ane et le chat), un oiseau et un reptile.

Infection par T. cruzi- Dans les nouveaux foyers sauvages détectés dans 2 vallées andines du
département de La Paz au nord de I'écorégion des BSIA, les taux moyens d’infection des T. infestans,
évalués par microscopie, ont été de 44,1% et 59,5% dans chaque vallée. Dans les départements de
Cochabamba et Potosi (BSIA et PP), les taux d’infection ont aussi été élevés (31.9% et 16,6%
respectivement). Dans I'écorégion du GC, beaucoup moins d’exemplaires de T. infestans ont été
capturés et les conditions de transport ont généralement obligé a conserver sur place les insectes en
alcool. Cependant, quelques données tendent a montrer que les taux d’infection sont moins élevés
que dans les écorégions des BSIA et de la PP : de 23 spécimens, dont les feces ont été examinés par
microscopie, aucun n’a été positif mais 2 /17 (11,7%) I'ont été par la méthode de PCR multiplex.

Susceptibilité naturelle aux insecticides — Une premiére publication (Roca Acevedo et al., 2011) a
montré une moindre susceptibilité a la deltaméthrine et au fipronil de 3 populations sauvages de T.
infestans. De nouveaux résultats sur 9 autres colonies ont permis de détecter une colonie résistante
a la deltaméthrine et deux autres de moindre susceptibilité que la souche sensible argentine de
référence.

3.3. Etude des aires partagées (milieux sylvestre, péri-domestique et domestique): Rancho Nuevo,
San Silvestre, Quillacollo, Sapini et Thago Thago

Environnements et distribution des triatomes sauvages — Dans |'écorégion du GC, des spécimens de
T. infestans (type « dark morph ») ont été capturés seulement dans les environs de San Silvestre
mais non de Rancho Nuevo, au cours de la troisieme exploration faite a 4 km du village (11,1% des
piéges positifs, 6 T. infestans, 0,08/piége positif) et le taux d’infection de ces triatomes n’a pas pu
étre déterminé. Dans I"écorégion des BSIA, I'environnement proche des habitations (50 m a 500 m)
est extrémement infesté par T. infestans : a Quillacollo 29,6% des piéges ont été positifs (702
T. infestans, 2,1 triatomes / piége positif), a Sapini 20,2% (216 T. infestans, 2,4 triatomes / piége
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positif), et a Thago Thago 16,8% (318 T. infestans, 2,5 triatomes / piége positif). Par ailleurs le taux
d’infection des insectes sauvages par T. cruzi est trés élevé de 40,7% a Quillacollo, 88,5% (Sapini) et
intermédiaire a Thago Thago.

Cinétique de ré-infestation - Dans les deux villages du GC des décembre 2007 jusqu’au mois de
janvier 2011, le suivi entomologique (recherche active des triatomes dans les villages), suite a la
fumigation de toutes les maisons, a montré que la ré-infestation a atteint des taux tres importants
tout au long du suivi méme si a chaque contrble, les habitations positives étaient de nouveau
traitées. En janvier 2011, 37 mois post-traitement insecticide, le taux de ré-infestation intra-
domiciliaire s’est avéré le plus élevé (37,6%) a Rancho Nuevo. A San Silvestre la ré-infestation a été
néanmoins persistante (16,6%). Par ailleurs, les taux d’infection des triatomes avant la fumigation
ont atteint 28,6% a Rancho Nuevo et 5,3% a San Silvestre (PCR multiplex) et n’ont pas baissé au cours
des contrbles. La ré-infestation de ces populations ne peut étre expliquée par les populations
sauvages environnantes car elles sont extrémement rares, mais cette situation peut avoir deux
causes majeures, celle d'une couverture insecticide incompléte dans les deux villages au cours des
contrdles car le nombre d'habitations non surveillées reste important (maisons fermées), celle du
développement d’une résistance aux insecticides car nous avons montré que les colonies de
T. infestans issues des deux villages présentaient des niveaux significatifs de résistance a la
deltaméthrine.

Dans la zone péri-urbaine de Quillacollo (BSIA), en septembre 2009, février et juin 2010, des
enquétes entomologiques ont été menées dans 176 maisons choisies au début de I'étude. Durant la
période, aucun traitement insecticide n’a été appliqué par les autorités locales car elles manquaient
de personnel. Les triatomes ont été exclusivement trouvés en péri-domicile (infestation = 14,7%) et
leur taux d’infection a été faible (2,2% chiffre moyen sur les trois enquétes aprés examen au
microscope des feces). Dés septembre 2009 et durant 9 mois, il a été demandé aux habitants de
collecter les triatomes qu’ils voyaient ; ils ont alors capturé des spécimens de T. infestans a |'intérieur
de leur maison (infestation intra-domiciliaire, 15/176 = 8,5%) mais aucun n’a été porteur de parasite
(examen au microscope). Les deux colonies de T. infestans issues d’insectes capturés en péri-domicile
ont été sensibles a la deltaméthrine.

Les deux autres aires partagées sont rurales et située a 2000 m d’altitude dans I'écorégion des BSIA.
A Sapini (Dépt. de La Paz) une seule visite des habitations (N = 27) a été faite en octobre 2010. Nos
résultats ont confirmé les données communiquées par les autorités sanitaires (suivi entomologique
de 2000 a 2010) et montré une persistance de la ré-infestation des péri-domiciles (infestation péri-et
intra-domiciliaire de 30%) et une pénétration occasionnelle a I'intérieur des maisons malgré les
traitements insecticides régulierement appliqués par les autorités. Le taux d’infection des triatomes
gue nous avons capturés a été de 25% (examen au microscope). A Thago Thago (Dépt. de Potosi), le
suivi entomologique des habitations assuré de septembre 2010 a avril 2011 par les recherches
actives et la vigilance des habitants, a aussi démontré une situation analogue de persistance de la ré-
infestation péri- et intra-domiciliaire avec des taux d’infestation comparables. Malheureusement les
tests insecticides n’ont pas pu étre appliqués aux populations domestiques des deux villages.

3. 4. Génétique des populations de vecteurs, évolution et épidémiologie

Phylogéographie de T.infestans - L'étude phylogéographique des populations de T. infestans
sauvages (séquencage des génes ITS-2 et CytB), révéle une origine andine possible de I'espece mais
plutét dans I'écorégion du « Chaco Serrano » (CS) intermédiaire entre les écorégions de la PP-BSIA et
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GC que dans celle des BSIA (Waleckx et al. 2011) comme suggéré antérieurement ; cependant, les
foyers sauvages semblent trés rare dans cette écorégion.

Phénoméne de domestication — L’'observation d’haplotypes communs (CytB) dans les milieux
sylvestre et domestique dans les BSIA et le GC (Waleckx et al. 2011 ; Quisberth et al. 2011) a suggéré
que les événements de domestication de I'espéce sont multiples et non issus d’un évenement unique
dans les hautes vallées de Cochabamba comme proposé précédemment.

Origine des ré-infestations - Les ré-infestants observés dans les deux villages des aires partagées du
GC (Rancho Nuevo et San Silvestre), seraient issus de populations résiduelles (analyse des séquences
ITS-2 et CytB). De plus, une forte structuration des populations de T. infestans entre les villages a été
observée méme s'il n’existe pas de barriere géographique. Par ailleurs, ces populations dérivent de
populations originaires du GC et de population andines sans doute apportées accidentellement par
I'homme lors de mouvements migratoires.

Dans les 3 autres aires partagées sélectionnées de I'écorégion des BSIA (Quillacollo, Sapini et Thago
Thago) les flux de génes entre les populations capturées dans I'espace sylvestre et celles capturées
en milieux péri-domestique et domestique ont été analysés a I'aide de 8 marqueurs microsatellites.
Dans chaque aire plusieurs populations ont été prises en compte en fonction de critéres de proximité
et un total de 21 populations a été analysé. A Quillacollo les données ont mis en évidence une forte
structuration des populations de T.infestans entre milieux sylvestre et péri-domestique avec
cependant quelques individus migrants du premier vers le second. A Sapini les données ont montré
une absence de différenciation entre les deux milieux, ce qui suggere que les insectes capturés en
peri-domicile soient issus du proche environnement. A Thago Thago il s’agit d’une situation
différente avec une certaine structuration entre les deux milieux et une migration modérée
d’individus entre eux.

3. 5. Typification et génétique des populations de T. cruzi chez T. infestans

Identification des DTUs - La méthode MMPP de typification rapide et directe de T. cruzi dans le tube
digestif des triatomes (sans isolement de souches) associée au séquencage du gene de la Gpi,
appliquée a l'identification des DTUs (6 décrites chez T. cruzi : Tcl a TcVI), a permis de déterminer que
les T. infestans sauvages de I'écorégion des BSIA sont majoritairement infectés par Tcl (99,1%) et
marginalement par Tclll (0,9%), mais peu de données ont pu étre obtenues dans les autres
écorégions chez les T. infestans sauvages : 7 Tcl dans la PP, 1 Tclll dans le CS, 1 Tcl et 1 Tcll dans le
GC (publication soumise, Breniere et al., Plos Neglected Tropical Diseases). En revanche, les
T. infestans domestiques collectés avant et apres traitement insecticide dans les deux villages du GC
hébergeaient 5 des 6 DTUs. Les DTUs infectants les T. infestans domestiques des BSIA et le la PP sont
en cours de détermination.

Génétique des populations - Une premiére analyse de génétique des populations (Barnabé et al.,
2011) basée sur le polymorphisme des microsatellites (8 loci) de souches boliviennes et péruviennes
majoritairement domestiques et isolées antérieurement, a montré I'intérét de ce marqueur pour
explorer la variabilité génétique intra DTU et a permis d’apporter des informations sur le mode de
reproduction (clonal versus par recombinaison). L’analyse récente de 6 populations potentiellement
panmictiques (collectées sur de petites surfaces) et correspondant a 79 isolats Tcl extraits de
T. infestans sauvages n’a pas permis de rejeter I’'hypothése de panmixie chez ces populations et pose
I’hypothése d’une reproduction sexuée de T. cruzi en milieu sylvestre. Par ailleurs, il existe souvent
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une différenciation génétique forte entre ces populations de parasites méme si celles des T. infestans
les hébergeant sont géographiquement peu éloignées.

4, Conclusion

Le projet a mis en évidence la trés large distribution des T. infestans sauvages en Bolivie, surtout
dans les Andes (écorégions des Bosques Secos Interandinos (BSIA) et de la Prepuna (PP)) et le Gran
Chaco (GC), ou les populations du vecteur, souvent situées a proximité des villages, doivent étre
considérées comme représentant un risque pour la santé publique. Ce résultat va dans le sens de ce
qui est observé au Chili, en Argentine et au Paraguay, ou de nouveaux foyers de T. infestans sauvages
ont récemment été découverts mais dont le réle épidémiologique est encore peu documenté
(Bacigalupo et al., 2006; Ceballos et al., 2009; Roldén et al., 2011).

Les enquétes entomologiques réalisées par le projet et la vigilance assurée par les habitants dans les
cinqg aires partagées (3 en BSIA et 2 en GC), comprenant chacune les habitations humaines (domicile
et péri-domicile), et I'environnement sylvestre proche, ont permis de mettre en évidence la
persistance de la ré-infestation de I'habitat humain. Les analyses de génétique des populations
montrent que dans les Andes les populations sauvages se déplacent vers |’habitat et sont a I'origine
de la ré-infestation, tandis que dans le Gran Chaco, ou les populations sauvages sont peu
abondantes, la ré-infestation est due a des populations domestiques résiduelles, liées a la fois a une
couverture insecticide incompléte lors des campagnes de lutte et a une résistance des insectes a la
deltaméthrine. Par ailleurs, ces analyses ont permis de proposer des arguments en faveur (i) d’'une
nouvelle aire d'origine (Chaco Serrano) de T. infestans, et (ii) d’'une domestication ubiquiste de
I'espéce.

La recherche de T. cruzi dans le tube digestif des triatomes récoltés et les analyses de génétique des
populations parasitaires ont mis en évidence un taux d’infection trés élevé des populations sauvages
andines de T. infestans, par la DTU Tcl et marginalement par Tclll, ainsi que des populations
domestiques ré-infestantes dans le Chaco, par 5 des 6 DTU décrites. Le fait marquant concernant les
populations du parasite est le résultat des analyses du polymorphisme microsatelite de populations
sauvages chez lesquelles on ne peut rejeter I’"hypothése de panmixie ce qui suggere tres fortement
I'intervention de la recombinaison dans la reproduction de ces parasites.

Qu'il s'agisse de la large distribution des foyers sauvages de T. infestans découverts en particulier
dans les Andes, de la ré-infestation de I'habitat humain par le vecteur a partir de I'environnement
naturel proche, ou du fort taux d'infection de ces triatomes par T. cruzi, nos résultats montrent
clairement que les populations sauvages de T. infestans sont désormais a prendre en considération
dans le contréle de la maladie de Chagas, en Bolivie comme dans les autres pays du cone Sud ou ce
vecteur est le principal responsable de la transmission parasitaire. En conséquence, en complément
des articles déja publiés en anglais dans des revues internationales et de ceux en cours de rédaction,
il est prévu la diffusion d'un rapport scientifique de fin de projet en espagnol, destiné aux autorités
sanitaires boliviennes (Ministére de la Santé, Programme National Chagas, Services Départementaux
de Santé concernés) et aux partenaires nationaux du projet (INLASA, IIBISMED), ainsi qu'aux acteurs
régionaux impliqués dans la recherche sur la trypanosomiase américaine et son contréle (Argentine,
Chili, Paraguay).
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