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Etudes immunologiques sur les trypanosomoses

II. Observations nouvelles sur le type antigénique de base

d’'une souche de Trypanosoma congolense
par G. UILENBERG (*), L. MAILLOT (¥*) et M. GIRET (**¥)

RESUME

1l a été démontré que le type antigénique de base, apparaissant aprés
transmission cyclique dune souche de Trypanosoma congolense, peut
changer au cours de nombreux passages directs et cycliques, et qu’il peut
méme changer, dans une certaine mesure, aprés une seule transmission
cyclique. La conception d'un type de base trés stable d'une souche donnée
ne semble donc pas correspondre i la réalité, La comparaison de ce type,
obtenu chez des moutons lors de 'accés latent précoce aprés transmission
cyclique, & celui d’une autre lignée de la méme souche, séparée de la
premiére par de nombreux passages, indique quil se situe parmi des
variants précoces de l'autre, et vice versa.

Il n'a pas encore été possible d'obtenir le type antigénique corres-
pondant aux types des accés latents de moutons chez la souris inoculée
avec des trypanosomes métacycliques, par des sous-inoculations avant le
début de la parasitémie apparente.

L’évolution des infections chez les moutons est présentée. Il peut v
avoir des réactions cutanées locales, 14 ol les glossines infectées ont piqué;
ces réactions sont associées & l'accés latent précoce et renferment des

trypanosomes, dont certains ne sont pas des formes sanguines.

INTRODUCTION

Récemment, nous avons démontré chez une
souche de Trypanosoma congolense, que le
premier type antigénique, apparaissant chez des
moutons aprés transmission cyclique, était le
méme chez chague mouton et nous I'avons
appelé «type antigénique de base» de la
souche (7, 8); ce type ne pouvait étre obtenu
que pendant une courte période de parasitémie
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latente précoce. Ces résultats étajent valables
dans les limites du nombre de transmissions
cycliques effectuées (7, p. 46) et la méthode
sérologique employée.

La souche de T. congolense utilisée avait été
regue de I'E.A.T.R.O. (Ouganda) en décembre
1967. 1l s’agit du stabilat EATRO-325, congelé
dans le sang de souris, inoculées avec un
broyat de quatre Glossina pallidipes capturées
en octobre 1962 4 Lugaza (Ouganda).

Une lignée de cette souche a subi, entre les
mains de I'un d'entre nous (L. M.), une qua-
rantaine de passages directs et 7 passages
cycliques entre 1967 et 1970 (voir le tableau I).
C’est 4 la fin de ces passages que cette lignée a
été utilisée pour les recherches sur le type de
base, exposées auparavant (7).
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TABLEAU |
Schéma des transmissions de la souche EATRO-325

G. Pallidipes (Ouganda)

souris — stabilat EATRO-325

3 souris
\
18 cobayes G. Austeni
| |
. Tachinoides M6 M7 MB

SOuris
2 souris
G. Austent
lapin
G. Morsitans
SOUTIS
. Morsitans
lapin

3 souris

G. Austent

SOUris

14 souris
|
G. Morsitans

lapin

G. Morsitans
)

lapin 120

L'EATR.O. nous a communiqué qu’il
posséde encore des capillaires du stabilat
EATRO-325, ce qui présentait une occasion
pour comparer le type de base de la souche
congelée depuis 1962 2 celui de notre lignée,
pour vérifier s’il était resté stable aprés tant
de passages ou non. Grice a l'amabilité du
Dr A.J. Wilson de 'EA.T.R.O., nous avons
regu en aodt 1971, quelques capillaires du
stabilat original de 1962. Les détails portés sur
la fiche accompagnant le stabilat recu en 1967
{que nous désignerons comme 325-I) et ceux de
Ia fiche regue avec le stabilat envoyé en 1971
(que nous appellerons 325-II) sont identiques
et il n'y a pas de doute que les deux fiches se
rapportent bien au méme stabilat. Un 18ger
doute quant i I'identité des deux souches pour-
rait provenir du fait que le Dr Wilson nous a
fait savoir que la documentation de la « banque
de trypanosomes » de 'E.A.T.R.O., antéricure

I
lapin = 325-11

G. Morsitans
M8
G. Morsitans

M9

lapin 147 = 325-1 (voir 1, p. 46, tableau I)

4 1969, était quelque peu incertaine, mais les
résultats obtenus montreront que ce doute
semble pouvoir &tre écarté.

5

Nous avons également continué i essayer
d’'obtenir le type de base chez des souris
inoculées avec des trypanosomes métacycliques,
en sous-inoculant leur sang & d’autres souris,
avant le début de la parasitémie apparente
{voir 7, p. 45).

MATERIEL ET METHODES

Ils ont été indiqués auparavant (7) en ce qui
concerne la réaction de neutralisation et les
animaux d’expérience. ’

Ie contenu d'un capillaire du stabilat
EATRO-325-11 a été inoculé par voie intra-
veineuse A4 un lapin neuf. Les trypanosomes
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sont apparus dans son sang & partir du 6* jour,
et un lot de Glossina austeni (*) a alors été
nourri quotidiennement sur ce lapin.

Environ 4 semaines aprés le premier repas
infectant, ces . qusteni ont infecté deux mou-
tons neufs (M 7 et M 8) et un troisiéme
mouton qui avait déja été infecté cycliquement
par la souche 325-1, 71 jours plus tot et avait
été stérilisé de cette infection par une forte
dose (10 mg/kg) d’acéturate de diminazine
(Berenil, N.D.) 50 jours avant l'infection par
325-I1 Tmouton M 6, voir la publication
précédente (7)). Les trois moutons ont été
infectés par un seul repas des glossines [il
restait environ 480 ' et 470 9], dont environ
3 p. 100 (10 sur 317 disséquées)] avaient une
infection de la trompe.

Un autre mouton neuf (M 9) a été infecté
cycliquement par la méme souche 325-II, aprés
que celle-ci ait infecté le mouton M 8 pour
une seconde fois, lors d’expériences sur I'immu-
nité acquise par une infection cyclique conire
une infection cyclique suivante. (Les détails
de ces expériences seront donnés ultérieure-
ment.) Un lot de Gim. morsitans (*) a été
nourri sur le M 8 pendant 3 jours, lors de la
parasitémie apparente de sa deuxiéme infection.
Elles ont ensuite ét¢ nourries sur un lapin neuf.
Quatre semaines aprés le premier repas sur
le M 8, ce lot de G.m. morsitans a ét€ nourri
sur le mouton M 9, deux jours de suite.
Celui-ci s’est infecté. (Le lot comptait alors
environ 130 mouches, dont le taux d’infection
n’a pas été déterminé.)

Le tableau I donne également le schéma
des transmissions de 325-IL

Nous donnerons ci-dessous les observations
faites sur l'évolution de Vlinfection chez ces
4 moutons et sur les types antigéniques obtenus
chez eux, en les comparant aux types de la
souche 325-1 obtenus chez les moutons M 1 &
M 6 (7).

Les résultats de quelques essais pour obtenir
le type de base chez des souris seront également
exposés.

(*) Ces mouches proviennent de 1'élevage du
Dr J. Itard de notre Imstitut; elles ont été exposées a
I'infection dés leur premier repas aprés I'éclosion,

Notons que la souche 325-IT s’est montrée
d’emblée aussi infectieuse pour la souris que
la souche 325-1. Notons également que Ja
conservation & I'état congelé du stabilat 325-I1
pendant presque 9 ams n'a apparemment pas
affecté sa viabilité.

RESULTATS

Evolution chez les moutons

Le mouton M 6 (infecté auparavant par
325-I et guéri par le Berenil n'a pas présenté
d’accés thermique précoce, mais son sang était
infectieux pour la souris tout au moins & partir
du 9¢ jour (mais non au 7¢); la parasitémie est
devenue apparente au microscope le 15¢ jour,
tandis que la température s’est élevée pour la
premiére fois & partir du jour suivant. (Notons
que l'accés thermique précoce de ce sujet avait
été tardif et fugace lors de son infection par
325-1, et que son sang était devenu infectieux
plus tard que chez les moutons M 1 a M 5,
voir 7, p. 42.) L’infection précédente par
325-1 ne lui a donc conféré ancune protection
contre linfection par 325-IL

Le mouton neuf M 7 présentait déja avant
linfection des accés irréguliers d’hyperthermie
(qui se sont avérés étre dus a une affection
pulmonaire); nous ne pouvons donc pas tenir
compte de l'évolution de sa température. Son
sang est devenu infecticux pour la souris a
partir du 8 jour aprés le repas des glossines;
sa parasitémie apparentc a commencé au
16# jour.

Le mouton neuf M 8 a présenté lacces
thermique précoce typique [dont nous avions
signalé (7) 'existence chez les moutons infectés
par 325-I], du 7¢ au 9° jour, tandis que la
parasitémie restait inapparente au miCroscope.
Son sang était infectieux pour la souris & partir
du 7¢ jour, et la parasitémie apparente a com-
mencé le 12¢ jour (notons qu’un scul trypano-
some a été observé dans une goutte épaisse
faite le 10° jour), tandis que la température
sest de nouveau élevée le 15¢ jour, ce qui
coincidait avec 'acmé du premier accés para-
sitémique apparent.

Le mouton neuf M 9, enfin, a présenté un
accés thermique précoce du 6° au 7¢ jour; il a
ensuite eu des accés thermiques fréquents, mais
la parasitémic n'est devenue apparente que
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30 jours aprés linfection. Le sang était infec-
tteux pour la souris & partir du 6° jour.

Notons que nous n'avons pas pu observer
chez ces moutons une diminution ou disparition
de I'infectiosité du sang entre le premier accés
latent et la premiére parasitémie apparcnte,
telle que nous I'avions constatée chez au moins
4 des 6 moutons infectés par 325-I (7).

Les moutons M 7, M 8 et M 9, mais non le
M 6, ont présenté des réactions cutanées
locales, 4 lendroit ol les glossines avaient
piqué, semblables aux réactions signalées au
Nigéria chez des bovins et un mouton (6) et
comparables au chancre trypanosomien connu
depuis le début du siécle chez 'homme infecté
par la maladie du sommeil [voir par exem-
ple (5)]. Nous n’en n’avions pas observées
chez les 6 moutons infectés auparavant avec
la souche 325-1, mais nous ne les avions pas
spécialement cherchées. Ces réactions com-
mencent avec le début de I'accés latent (voir le
tableau II, donnant comme exemple I'évolution
chez un des moutons). Leur nombre correspond
probablement au nombre de pigires infectantes
et il a varié de 4 4 11; toutes les réactions dun
méme animal n’apparaissent pas toujours le
méme jour, il peut v avoir un écart de 1 &
2 jours entre I'apparition des réactions indivi-
duelles, et également enire leur disparition.
Toutes ont entiérement disparu de 5 & 7 jours
aprés 'apparition des premiéres. Leur diameétre
a atteint de 2 4 5 cm dans la peau du dos et des
flancs (ot les glossines ayant infecté le M 7 et le
M 8§ avaient été nourries); sur les oreilles (M 9)
elles n’ont pas dépassé 2 cm. Leurs consistance
et épaisseur rappellent celles d’une réaction bien
positive 4 la tuberculination d’un bovin. Elles
sont douloureuses, parfois trés douloureuses,
a la pression. Le liquide obtenu des réactions
par incision ou grattage renferme des tryparo-
somes (tout au moins au début et au maximum
de leur développement), qui peuvent étre si
nombreux quils sont facilement trouvés au
microscope, bien que la parasitémie de ’animal
reste latente. La morphologie de certains de
ces trypanosomes est similaire a celle décrite de
certaines formes dans les réactions cutanées
au Nigéria (6) (formes plus longues que les
formes sanguines habituelles et ayant un
kynétoplaste situé loin de lexirémité posté-
ricure).

Types antigéniques obtenus

Le tableau II montre les résultats de
quelques uns des tests effectués.

Les résultats obtenus avec les types de l'accés
latent des divers moutons et le sérum du
21° jour du mouton M 5, prouvent que les
types de l'accds latent des 4 moutons infectés
avec la souche 325-I1 sont dans tous les cas
différents du type de base de 325-I; ce sérum,
qui neutralise complétement le type de I'accés
latent des moutons infectés par la souche 325-I,
ne neutralise que partiellement le type de Iacces
latent de M 9 et pas du tout celui de M 7 et
M 8. Seul celui de M 9, bien que différent, est
donc apparenté au type de base de 325-I (%).
Le type de l'acces latent du M 6, aprés sa
deuxiéme infection, par 325-II, n'est pas du
tout neutralisé par ce sérum non plus, mais ce
type a pu étre influencé par la présence d’anti-
corps apparus aprés sa premicre infection par
325-T.

Quelques autres tests (non toujours indigués
dans le tableau, pour que celui-ci soit plus
lisible) confirment ce résultat; par exemple, le
sérum de M 3 du 19¢ jour ne neutralise que
partiellement le type de I'accés latent de M 8,
bien qu’il neutralise complétement le type de
base de 325-I; méme résultat avec ces stabilats
et le sérum de M 6, 31 jours aprés sa premiére
infection par 325-1.

Par ailleurs, des sérums de moutons infectés
par la souche 325-I, qui neutralisent nom
seulement le type de base de 325-I, mais
également des types parmi les premiers variants
apparus aprés ce type de base [par exemple
le sérum de M 3 du 28 jour, de M 5 du
35° jour {voir aussi 1, p. 49-50)], neutralisent
les types de T'accés latent de 325-IT de M 6,
M7, M8 et M 9; inversement, des sérums de
moutons infectés par 325-II neutralisent le type
de base de 325-L

Drautre part, & l'opposé de ce que nous
avions trouvé avec la souche 325-1, il y a des
différences entre les types de 1'acces latent des

(*) Le sérum de M 5 du 21e jour ne neutralise pas
du tout le premier type de la parasitémie apparente
de M 5 (1, p. 50) et nous le considérons comme sérum
monovalent conire le type de base de 325-I; si donc
certains types sont partiellement neutralisés par ce
sérum, ils sont apparentés au type de base de 325-I,
bien qu’ils ne soient pas identiques. Le taux d’anti-
corps contre le type de base de 325-1 est si élevé dans
ce sérum qu'il neutralise encore complétement aprés
dilution au 1/20.

— 30 —



Retour au menu

TABLEAU I
Evolution de 'infection chez le mouton M 8. L’infectiosité du sang n’a plus éié vérifiée aprés le 16 jour.
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moutons infectés par 325-TI. Sans tenir compte
du mouton M 6, doat ce type a pu élre
influencé par la présence d’anticorps contre
les différents types antigéniques de 325-1, appa-
rus lors de sa premitre infection, ces types
sont différents d'un mouton & 'autre, bien
guils solent apparentés U'un a lautre. Par
exemple, les stabilats de M 7 et M 8 ne se
comportent pas de fagon identique envers les
sérums de M 7 du 22¢ et 23° jours; le stabilat
de M 9 se montre différent de ceux de M 7 et
M 8 envers le sérum de M 5 du 21* jour et celui
de M 9 du 24° jour.

Ajoutons que nous avons également testé le
type des trypanosomes obtenus d'une réaction
cutande du mouton M 7, 11 jours aprés son
infection; ce type n'était pas l¢ méme que le
premier type de l'accés latent de ce mouton,
obtenu 3 jours plus tdt.

Essais pour obtenir le «type de base »
chez la sowris inoculée
avec des trypanosomes métacycliques

Nous avons vu (7) que le type de la premiére
parasitémic apparente chez la souris ne cor-
respond pas au type de laccés latent des
moutons, et nous avions évoqué la possibilité
d’'un accés latent chez la souris, on les trypa-
nosomes seraient du type de base.

Un lot de souris a été inoculé avec des
trypanosomes métacycliques de la  sou-
che 325-1. Une sous-inoculation a d'autres
souris, 4 jours plus tard, a donné des résultats
négatifs; par contre, le sang était infectieux
pour d’autres souris 6 jours aprés inoculation
des trypanosomes métacycliques, 2 jours avant
le début de la parasitémie apparente. Le type
antigénique des trypanosomes obtenus par cette
sous-inoculation n’était pas du type de base des
moutons (absence totale de neutralisation par
des sérums neutralisant le type de base).

Un autre lot de souris a €té inoculé avec
des trypanosomes métacycliques de la sou-
che 325-1. Une sous-inoculation a d'autres
souris aprés 4 jours a été réussie, 3 jours avant
le début de la parasitémie apparente. Le type
du stabilat obtenu était différent des types des
accds latents des 4 moutons infectés par cette
souche (neutralisation partielle par le sérum
de M 6 du 22¢ jour aprés son infection par
325-1I, neutralisation partielle également par
le sérum de M 7 du 23 jour. Le sérum de M 6
utilisé a complétement neutralisé les types des

accés latents des 4 moutons infectés par 325-11,
voir tableau IV).

Les essais ont donc été un échec,

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Le type de base de 325-T n'est pas le méme
que celui de 325-I1 Etant donné que les sérums
de moutons infectés par une des souches
finissent par mneutraliser les types des aceés
latents de Vautre souche (*), les types des accés
latents d'une souche semblent néanmoins se
situer parmi les types prédominants (**) de
T'autre, ou tout au moins é&tre étroitement

apparentés 4 certains de ces types.

Le type de base a donc changé au cours des
nombreux passages effectués entre 1967 et
1970. Mais, de plus, et ceci est particuliérement
important, nous n'avons pas pu mettre en
évidence un type de base stable chez la souche
325-11 et le type de V'accés latent du dernier
passage cyclique, chez le M 9, est de nouveau
apparenté au type de base de 325-1, tandis que
ceux de M 6, M 7 et M 8 semblent en différer
complétement. [Notons aussi que le sérum de
M9 du 24* jour neutralise complétement le
type de Paccés latent de M 3 infecté par 325-I),
4 l'opposé des types des accés latents de M 7
et M &, ce qui confirme que le type de l'accés
latent de M 9 semble se rapprocher de nouveau
du type de base de 325-1.]. Nous ne pouvons
actuellement pas expliquer pourquoi les types
des acceés latents des moutons infectés par la
sonche 325-1 se sont comportés de facon iden-

- tique dans nos tests (***), au point que nous

avons cru pouvoir parler d*un type de base (7},
tandis que ceux des moutons infectés par la
souche 325-1I s¢ sont seulement montrés appa-
Tentés entre eux.

L’espoir d’'une immunisation contre les infec-
tions cycliques par 7. congolense, ulilisant des
trypanosomes des types antigéniques des accés
latents, ou méme des trypanosomes métacy-

(*) Ce fait semble écarter la possibilité gque le
stabilat EATRO-325 serait a l'origine un mélange de
2 ou plusieurs souches, dont une seule aurait persisté
dans 1a lignée 323-1.

(**} Les antigénes ayant tendance a se développer
chez une souche donnée & un stade précoce de
I'infection ont été nommés ainsi par Gray (2, 3).

(**%) D’autres tests non publiés avec les types des
acceés latents de ces moutons n'ont foujours pas permis
de mettre en évidence des différences entre eux.
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cliques, semble donc reculer. Il serait néan-
moins intéressant de déterminer si le nombre
possible au total de fypes antigéniques des
accés latents d'une souche donnée, est faible
ou grand; s'il est faible, un espoir d’immunisa-
tion persiste peut-étre, au cas oll le nombre
de souches différentes dans une région nest
pas trés élevé. La détermination du nombre de
souches utilisant uniquement le type de I'accés
latent ne suffit pas, comme nous !avions
auparavant pensé (7); en effet, cette méthode
donnerait un plus grand nombre de souches
quil n'en existe en réalité, tout comme la
méthode de DAR ct al. (1), qui utilise le type
antigénique du premier accés apparent et des
sérums précoces. La méthode de GRAY (4),
utilisant, chez 7. gambiense, un des types
prédominants et du sérum contre le plus grand
nombre possible de types prédominants de la
souche, pourrait donner des résuitats plus pré-

cis, surtout si on ne travaillait qu'avec des
infections transmises cycliquement, et 4 con-
dition que différentes souches n’aient pas,
parfois, des antigénes variables communs.

L’échec deg essais pour obtenir chez la souris
un type antigénique correspondant au type de
I'accés latent des moutons reste inexpliqué. 11
est possible que les variations antigéniques se
produisent plus rapidement chez la souris que
chez le mouton, la voie d’inoculation n’étant
pas la méme dans les deux cas (intrapéritonéale
chez la souris, intradermique par 12 glossine
chez le mouton) et le métabolisme des souris
étant plus élevé que celui des moutons. Les
essais sont A reprendre en sous-inoculant encore
plus t6t aprés Vinjection des trypanosomes
métacycliques. Il serait avantageux de réussir,
Putilisation de moutons, toujours onéreuse,
serait alors évitée.

SUMMARY

Immunological studies on,
II. New observations on the basic anfigenic type of a strain
of Trypanosoma congolense

anosomiasis

It has been shown that the basis antigenic strain type, appearing
after cyclical transmission of a strain of Trypanosoma congolense, can
change over numerous direct and cyclical passages, and that it can even
change to a certain extent after one single cyclical transmission. The
conception of a very stable basic strain type therefore does not seem to
correspond to reality. The comparison of the type obtained in sheep
during the early latent pavasitaemia after cyclical trapsmission, to that
of another line of the same strain, separaied from the first line by
numerous passages, indicates that it can be situated among the early
variants of the other line, and vice-versa,

Tt has not yet been possible 10 obtain the antigenic type corresponding
to the types of the latent parasitacmias of sheep, in mice that were
toocutated with metacyclical trypanosomes, by subinoculaiing before the

beginuning of the patent parasitaemia.

The ecvolution of the infections in the sheep is presented. Local
cutaneous reactions may appear, where infected tsetse flies have bitten:
these reactions ar¢ associated with the early latent parasitaemia and
contain trypanosomes, some of which are not blood-stream forms.

RESUMEN

Estudios inmunologicos sobre las iripan

osomiasis

IX. Observaciones muevas sobre ¢l tipo antigenico de base
de una cepa de Trypancsoma congolense

Se demostrd gue el tipe antigenico de base, apareciendo después de
una transmisién ciclica de una cepa de Trypanosoma congolense, puede
cambiar durante numerosos pasajes directos v ciclicos, v que aiun puede
cambiar, hasta un cierto punto, después de una sola transmisién ciclica.
La concepcidn de un tipo de base muy estable de una cierta cepa no
parece corresponder a la realidad. La comparacién de este tipo, obtenido
en oveja en el momento del acceso latente precoz despues de transmisién
ciclica, con el de otro tronco de la misma cepa, separada de la primera
por numerosos paszjes, indica que se coloca entre varientes precoces del

otro y viceversa,
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Hasta ahora no fué posible obtener el tipo antigenico correspondiente
a los tipos de los accesos latentes de ovejas en el ratdén inoculado con
tripanosomos metaciclicos, mediante subinoculaciones antes el principio

de la parasitemia aparente.

Se presenta la evolucién de las infecciones en la oveja. Se pueden
ocurrir reacciones cutdneas locales, donde las glosinas pincharon. Dichas
reacciones estan ligadas con el acceso latente precoz y se encuentran
tripanosomos, de los cuales ciertos no son formas sanguineas.
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