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and reproductive capacity. Both infections showed acute to chronic courses. 
T. 6. brucei appeared more virulent than T. congolense. In both cases the 
infection periods significantly (P < 0.01) influenced resultant decrease in 
body and gonadal weight, testicular mass index and extent of lesion forma- 
tion. Histopathological lesions included mononuclear infiltration, distortion 
of seminiferous tubules and degeneration of germ cells. Both trypanosomes 
impaired reproductive capacity through impaired hormone biosynthesis, 
sperm production and reserves. Use of guinea-pigs as a laboratory mode1 
for the study of trypanosomosis in domestic animals is discussed. Key 
words : Guinea-pig Trypanosomosis - Trypanosoma brucei brucei 
Trypanosoma congolense - Genital system Lesion Reproduction - 
Histopathology - Nigeria. 
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SAVON (L.C.), ALONSO (M.), RODRIGUEZ-DIEGO(J.), BLANDI- 
NO (T.). Détermination de l’activité protéase sur une souche cubaine de 
Babesia bovis. Revue Elev. Méd. vét. Puys trop., 1992, 45 (1) : 30-31 
L’atténuation d’une souche de Bubesiu bovis est liée à son contenu en pro- 
téases. Le présent travail évalue ce paramètre sur une souche virulente, 
avant et après atténuation par passages rapides sur des veaux splénectomi- 
sés. L’activité protéase à différents pH a été déterminée sur des fractions 
protéiques provenant de sang de veaux. Le test enzymatique a montré des 
différences marquées du contenu en protéases des deux lignées. Mots clés : 
Babesiu bovis Souche cubaine - Protéase - Atténuation - Vaccin - Cuba. 

Introduction 

Dans de nombreux pays, la babésiose est contrôlée avec 
des vaccins atténués. 

Les modes d’atténuation les plus utilisés consistent, soit 
en passages rapides sur veaux splénectomisés (3,4), soit 
en irradiation avec du Co60 (8). 

WRIGHT (5) et WRIGHT et a/. (7) ont montré que ces 
deux méthodes diminuent ou éliminent l’activité protéase 
du parasite. 

ALONSO et a/. (1) ont atténué une souche cubaine de 
Babesia bovis pour obtenir un vaccin. 

L’objectif du présent travail est de déterminer l’activité 
protéase de la souche vaccinale après atténuation, et de 
la comparer à la souche virulente originelle, afin de pou- 
voir contrôler in vitro l’atténuation du parasite. 

Matériel et méthode 

Le sang provenait d’un bovin d’un an inoculé avec la 
souche de Babesia bovis supposée atténuée par la 
méthode de CALLOW et a/. (3) et d’un autre veau inoculé 
avec la souche virulente originelle. Le sang a été prélevé 
lorsque la parasitémie a dépassé 6 p. 100 ; dans les deux 
cas, il a été lavé avec du PBS jusqu’à obtenir les culots 
globulaires, congelés et décongelés trois fois en azote 
liquide. 
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Ensuite, les globules rouges ont été centrifugés à 
3 000 t/min et le culot soniqué au maximum puis centrifu- 
gé à 9 600 t/min ; le surnageant a été passé sur une 
colonne de CM Sephadex C-50. Les fractions les plus 
riches en protéine (déterminées par spectrophotométrie) 
ont été réunies pour être testées. Parallèlement, le culot 
globulaire d’un bovin sain a été préparé pour servir de 
témoin négatif. 

Pour déterminer l’activité protéolytique, la méthode de 
ANSON (2) a été utilisée : 

- les échantillons sont incubés avec le substrat (hémoglo- 
bine dénaturée à des pH différents 5,0 et 8,0) ; 

- la réaction enzymatique est arrêtée en ajoutant de 
l’acide trichloracétique ; 

- le tout est filtré et la concentration en protéine du filtrat 
déterminée ; 

- la densité optique indique l’activité enzymatique ; 

- une solution de trypsine à 0,005 mg/ml a servi de 
témoin positif. 

Pour chaque échantillon, six analyses ont été réalisées et 
les résultats soumis à un test de “t” pour données non 
appariées. 

Résultats 

Les résultats figurent dans le tableau 1, montrant l’absence 
quasi totale d’activité de la souche atténuée alors que la 
souche virulente a manifesté une forte activité hydrolytique, 
aussi bien à pH 50 (Pc 0,001) qu’à pH 8,0 (P c 0,l). 

TABLEAU I Activité protéase déterminée sur des lignées viru- 
lente et atténuée d’une souche cubaine de Babesia bovis. 

Activité enzymatique mesurée 

8,O 0,2583 0,031 0,0017 0,0633 

590 0,2463 0,0047 0,0003 0,1357 

Discussion 

WRIGHT et GOODGER (6) ont signalé la présence de 
protéases dans les souches de Babesia bovis ; selon 
WRIGHT (5,7), ces protéases activent l’enzyme plasma- 

tique kallikreine, une des responsables du choc hypoten- 
seur caractéristique de B: bovis ; la virulence des 
souches dépend donc de leur concentration en pro- 
téases. 

La différence significative d’activité protéase entre lignées 
virulente et atténuée confirme les résultats antérieurs et 
fournit un critère d’évaluation in vitro de l’atténuation de 
B. bovk. 

Les paramètres biologiques utilisés habituellement pour 
évaluer l’atténuation pourraient être influencés par les 
caractéristiques individuelles des animaux ; il est donc 
plus sûr de déterminer l’activité protéase de la souche 
supposéeatténuée. 

SAVON (L.C.), ALONSO (M.), RODRIGUEZ-DIEGO(J.), BLANDI- 
NO (T.). Determination of the protease activity in a Cuban Babesia bovis 
strain. Revue Eh. Méd. vét. Pays trop., 1992, ,45 (1) : 30-31 
The attenuation of a Babesia bovis strain depends on its protease 
content. The present work evaluates this parameter on a virulent strain, 
before and after attenuation by quick passages on splenectomized 
calves. The protease activity at different pH values was determined in 
protein fractions from the blood of calves. The enzymatic test showed 
marked differences between the protease content of both substrains. Key 
words : Babesia bovis Cuban strain - Protease - Attenuation - 
Vaccine - Cuba. 
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