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AVANT-PKOPOS

Fondé en 1973, le Laboratoire international
de recherches sur les maladies animales
(ILRAD) a pour mandat de trouver des
mesures efficaces de luite contre des mala-
dies du bétail qui limitent gravement la pro-
duction mondiale d"aliments. Les recherches
de I'lLRAD visent essenticllement la trypa-
nosomiase animale d’Afrique et la fiévre de
ta Cote oriertale (FCO), forme de theilé-
riose. Ces deux maladies génent beaucoup la
production de I'élevage et le progres écono-
mique des campagnes, en Afrique et dans
d’autres régions des tropiques, causant ainsi
sur de grandes étendues, tant directement
qu’indirectement, des pertes économiques et
des souffrances humaines.

Il est peu probable qu’on arrive vite ou
facilement & améliorer la Jurte contre la try-
panosomiasc ou contre la theilériose. 11y a
bicn longtemps déja qu’on a reconnu la
complexité de ces deux problemes de santé
animale. [] faut un tres gros effort de
recherche pour arriver & mieux comprendre:
les protozoaires parasites qui causent ces
maladies; la marche de ces maladies elles-
mémes; la réaction des bestiaux iz fectés: les
moyens d'empécher de nouvelles pertes, ou
de les réduire.

Pour satisfaire i ces besoins, ' ILRAD
sest graducllement rendu micux capable de
procéder aux recherches scientifiques néces-
saires; il a commencé én 1975 4 o nstruire
ses installations de base, a Kabété, dans la

banlicue de Nairobi (Kénya), ct a requ un
petit noyau de chercheurs. Actuellement,
I"ILRAD cccupe un ensemble de labora-
toires de recherche et d’unités auxiliaires,
notamment une station d’élevage des bovins
a Kapiti, a 80 kilometres environ de Nai-
robi, et il a regu un personnel complet,
choisi internationalement, de chercheurs et
de spécialistes scientifiques, aidés par fe per-
sonnel auxiliaire qui convient.

Les recherches de Kabété ont pour com-
plément des accords de collaboration avec
des laboratoires de recherche d’Afrigue et
d"autres régions du monde. L’ILRAD a éta-
bli d'importants contacts avee le réscau
national de recherches de beaucoup de pays
d’Afrique ol sévissent la trypanosomiase et
la theilériose: recherches en collaboration,
réunions scientifiques, formation, diffusion
de comptes-rendus de recherches. L'ILRAD,
d’autre part, reste en contact étroit avec les
organisations internationales et institutions
d’assistance technique bilatérale qui s"oc-
cupent de lutte contre les maladies animales
et de progres de i"agriculture. Citons, parmi
ces organisations ou institutions, la Banque
internationale pour la reconstruction et le
développement (BIRD), I Jrganisation des
Nations Unics pour I"alimentation et I'agri-
culture (FAQG), l¢ Programme des Nations
Unies pour le développement (PNUD), 1'Or-
ganisation mondiale de la santé (OMS),
I’Organisation de I'unité Africaine (OUA),



le Centre international pour I'élevage en
Afrique (CIPEA).

Etant un des 13 centres internationaux de
recherches agricoles que soutient le Groupe
consultatif’ pour la recherche agricole inter-
nationale (GCRAI), I'ILRAD fait I’objet,
tous les cing ans, d'un examen externc de
ses programimes et de sa gestion. Vers la fin
de 1985 et en janvier 1986, deux jurys de
spécialistes scientifiques ou admiinistratifs
envoycs par le GCRALI ont examiné sous
toutes leurs faces les programmes de
recherche et de formation de 'ILRAD. Le
président du jury d’examen externe des pro-
grammes ¢tait le proiesseur Jos Mortel-
mans. de I'Institut de médecine tropicale
Prince Léopold (Belgique): celui du jury
d’examen externe de la gestion était M.
Frank Raymond, ex-Chicf Scientist du Mi-
nistere britannique de 1"agriculture, la péche
ct alimentation. Ces deux jurys se sont
principalement intéressés & I'avvee accom-
plic par I'ILRAD depuis 1980, date de son
premicr examen externe. See réalisations, de
quelque fagon qu’on les mesure, ont été
considérables. En voici, tres résumées,
quelques-unes.

® || a étudic¢ en détail I'épidémiologie de
la trypanosomiase dans une station de la Pro-
vince chticre du Kénya, en sattachant spé-
cialement a caractériser les sérodémes ct
a envisager la possibilité de conférer
I'immunité au moyen d'un traitement
chimiothérapeutique.

© [] & constitué dans hvit pays d’Afrique,
avee le CIPEA et les services nationaux de
production de I'élevage. un réscau de
recherches e collaboration, pour juger de la
productivité du bétail trypanotolérant selon
un risque plus ou mains grand de
trypanosomiase.,

® [ a mis au point des techniques nou-
velles pour diagnostiquer la trypanosomiase,
¢t pour déterminer IMorigine des repas de
sang des glossines.

© 1] a créé des régimes de culture in vitro,
pour ¢lever les trois principales especes
pathogenes de trypanosome, de fagon a pou-
voIr s’en servir pour toute une séric

d’études, notamment pour contrdler in vitro
leur sensibilité aux p:oduits chimiques.

® ] a ¢tudi¢ les dispositifs génétiques qui
sont & P'origine de la variation antigénique
chez Trypanosoma brucei et T congolense,
ainsi que la synthese des antigénes superfi-
ciels variables chez T brucei.

® 1 a découvert que les réactions de
I’hote influent sur la transformation des try-
panosomes dans le courant sanguin, de la
forme a division rapide a la forme sans divi-
sion. et que ¢’est cette transformation qui
dcclenche la réaction immunitaire humorale.

® [l a cxposé I'effet immunosuppressif de
I"infection par 7 brucei, effet qui consiste a
empceher la maturation des lymphocytes B,
ct & briser L structure des ganglions lym-
phatiques et de la rate.

® || a démontré la résistance a la trypano-
somiase des veaua ndama que 'lLRAD a
fait venir de Gambic par transfert d’em-
bryons, ct cclle de diverses espéces de
mammiferes sauvages.

® [1 s’cst servi de la technique des anti-
corps monoclonaux pour caractériser des
lignées de Theileria parva parva et T p
lawrencei qui provenaient du Kénya et
d’autres pays d’Afrique orientale ou
australe.

® || a ¢tudié I'épidémiologie de la FCO et
procédé a des essais d’'immunisation par
«infection plus traitement» dans la Province
coticre du Kénya; il a apporté sor. souticn
aux opérations des services vétérinaires
nationaux ct de la FAO dans leurs essais
analogues sur le terrain au Burundi, au
Malawi, au Rwanda, en Zambie, en Tauaza-
nic (Zanzibar), ct au Zimbabwé.

® |l a identifié, isol¢ et caractérisé des
antigénes des sporozoites de Theileria qui
pourraient étre la base d’un meilleur vaccin.

® |l a procédé a des études immunolo-
giques et biochimiques pour identifier
des antigenes, associés aux schizontes de
Theileria, qui pourraient cux aussi donner
un vaccin amélioré.

® 1] s’cst servi des techniques de I’ADN
recombinant pour constituer des banques de
génomes et d’ADNc, en vue de produire des



antigénes de Theileria qui puissent étre la
base de vaccins améliorés.

Citons, parmi les principaux travaux de
PILRAD en 1985, la misc en train—dans le
cadre du résezu CIPEA/ILRAD de trypano-
tolérance—de I"opération spéciale relative 3
I"étude des bovins ndama dans plusicurs sta-
tions de Gambic et du Sénégal. 1i conduit
cette opération en collaboration avee le
Centre internatiosale de trypanotolérance de
Gambic et avee e soutien de Ja Commu-
nauté écoromique européene (CELE). Les
chercheurs du réseau de trypanotolérance se
sont réunis en décembre i I'ILRAD pour
examiner i fond les réalisations qu'il a déja
a son actif et pour déhttre des travaux

a venir.

IF'ressort des études épidémiologiques sur
la trypanosomiase qu'il existe, entre les iso-
lats de 7" congolense, des différences chro-
mosomiques qui justifieraient. semble-t-il, la
définition d'une nouvelle espéce de Trvpa-
tosoma. Le Laboratoire poursuit ses
recherches sur la biochimic des trypano-
somes et sur leurs antigénes; il s"cefforce i ce
titre de développer la culture in virro des
trois principales especes de Trypanosoma.
En collaboration avec I'Institut tropical
suisse, il s’efforee d'identifier les facteurs de
croissance des trypanosonies; I'Institution
Juponaise de coopération internationale sou-
ticnt I'opération spéciale de VILRAD qui
consiste a cultiver 7 brucei. Nos chercheurs
emploient les techniques de la cytologic et
celles de la microscopic immunoélectro-
nique pour examiner certains ¢otés du
métabolisme des trypanosomes: leur but est
de trouver des dispositifs récepteurs vulnéra-
bles qu’on pourrait bloguer par des moyens
chimiques ou immunologiques.

Nous continuons & étudier les réactions de
I'hdte qui stimulent la croissance des trypa-
nosomes ct celles qui 'empéehent, et la dis-
parition, du fait des parasites, de la réaction
immunitaire. L'ILRAD obtignt les matéri-
aux de ses ¢tudes comparatives grice i sa
collaboration avec la division de la faune du
Laboratoire kényen de recherche vétérinaire,
au titre d’une opération spéciale financée par
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le Gouvernement néerlandais. Ce doniasmie

de recherche incite au plus haut point a !in-
novation et & Poriginalité, le but ultime re: -
tant Ce renforcer les réactions de protection
contre Pinfection par trypanosomes.

Les chercheurs qui veulent produite un
vacein contre les sporezoites de Theileria
ont, en 1985, trait¢ des protéines pour
obtenir des séquences d’amino-acides, et ont
exploité leurs banques d"ADN pour identi-
fier les genes responsables des antigenes des
sporozoites. Un groupe international
d’¢tudes sur les antigenes des theildrias s'est
réuni en mai; il a rasseniblé des spécialistes
d'immunologic et de parasitologic du monde
entier.

En ¢tudiant les antigenes assocics aux
schizontes de Theileria, nos chercheurs ont
cu & approfondir leur examen du systéme
immunitaire des bovins, notamment du rdle
que jouent les antigénes d’histocompatibilité
majeure, ¢t de leur action réciprogue avee
les antigénes du parasite a fa surface des
lymphocytes infectés. s ont mis en culture
des clones de lymphocytes T, et sen servent
maintenant pour étudicr plusieurs caracteres
de Pimmunité cellulaire.

Si impressionnantes que soient ces réali-
sations, il importe toujours de faire que les
recherches de I"ILRAP restent lides aux
besoins réels des pays d” Afrique ol sévis-
sent la trypanosomiasc et la theilériose. En
1985, lIe soutien de I'ILRAD a permis aux
cherclieurs de plusicurs pays d*Afrique de
participer & des réunions scientifiques sur fa
trypanotolérance, les antigeries des para-
sites, la lutte contre la FCO, et d autres
domaines de recherche qui concernent les
maladies dues i des protozoaires. Les
¢ehanges de connaissances et d'idées dont
sont P'oceasion les réunions patronndes par
FILRAD ont cu le mérite de garder les
recherches axées sur les ¢otés pratiques de la
lutte contre ces maladies. Le programme de
formation a continué & s amplifier en 1985;
il a permis & davantage de chercheurs affi-
cains titulaires du doctorat de venir i
ILRAD passer six a neuf mois 2 dévelop-
per leurs connaissances et leurs talents.



Nou: avons I'intention de continuer a
favoriser cette ceuvre de formation ct
d’information.

Je voudrais, pour conclure mon avant-
propos, souligner Ie role du Conseil de
dircction de 'ILRAD. de sen persoancl
scientifique et son personnel auxiliaire, ainsi
que des organisations ot nations donatrices,
qui souticnnent collectivement les efforts
dont le but est de trouver, puis d’appliquer,
de meilleures mesures de lutte contre la
theilériose et contre la trypanosomiase ani-
male. En 1985, le Dr Léo Jenni, de I'nstitut
tropical suisse, est entré a I'lLRAD comme
membre du Conseil de direction, et deux de
nos chercheurs de haut grade, le Dr Max
Murray et le Dr Tony Irvin, nous ont quittés
pour d’autres postes. apres bien des années
de tres utiles travaux de recherche avee
nous; dautre part, 5.15. Daniel arap Mo,
Président du Kénya, a nommé au Conseil de
'Université Kényatta un autre ae nos cher-
cheurs de haut grade, le Dr Onesmo olé
MoiYoi.

C'est avee gratitude que je rappelle ici
I'intérét et "appui financier dont I'ILRAD
bénéficie—pour son ceuvre de recherche et
de formation—de la part de beaucoup de
pays ct d'organisations. 1l a continug, en
1985, a recevoir des fonds de la BIRD et du
PNUD, ainsi que des pays suivants: Alle-
magne fédérale, Australie, Belgique, Ca-
nada, Etats-Unis, France, lalie, Japon,
Norvege, Pays-Bas, Royaume-Uni, Suede,
Suisse. Le Danemark s’est joint a cux pen-
dant I'année, ct la Fondation Rockefeller
s’est engagde i nous soutenir i partir de
1986. En plus de ses programmes centraux,
"ILRAD a des opérations spéeiales, qui

bénéficient de I’appui de la CEE, du Gou-
vernerment néerlandais et de I'Agence inter-
nationale de I'énergic atomique (AIEA);
d’autre part, I'Allemagne, la Belgique, la
France, I'ltalie, le Japon et le Royaume-Uni
nous ont détaché des chercheurs dont ils ont
financé la mission griice a des tonds
spéciaux.

Pendant I'année, nous avons cu I’honneur
de recevoir la visite des personnalités sui-
vantes: Mme M. Moriyama, Ministre-
adjoint des affaires étrangeres du Japon, M
S. Husain, Président du GCRALI, et LL-EE
les ambassadeurs de la Belgique, des Etats-
Unis, du Japon, de la Norvege et de la
Suisse, et les hauts-commissaires de I’ Aus-
tralic, du Canada et du Royaume-Uni. Nous
attachons du prix & ces visites, ainsi qu’a
nos coniacts avec les conseillers scienti-
fiques et techniques ou les représentants de
tous les pays donateurs et toutes les organi-
sations ui souticnnent notre ceuvre,

Je me fais enfin un plaisir de rendre hom-
mage a appui que, depuis des années,
FILRAD regoit du peuple kényen et de son
Gouvernement. Nous espérons bien conti-
nuer a avoir des rapports aussi chaleureux
avec le pays qui a accueilli 'ILRAD: le
Kénya.

Dr. A.R. Gray
Directeur général de I'lLRAD
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THEILERIOSE

On désigne du nom de theilériose un groupe
de maladies transmises par des tigues ct
dont Ies agents sont des parasites proto-
zoaires du genre Theileria. Ces parasites
infectent des animaux sauvages ct des ani-
maux domestiques—Ies bovins en particu-
lier—, et ces maladies constituent, dans
beaucoup de régions du monde, un obstacle
majeur au dévelsppement de 1'¢levage et 2
50N progres.

Les especes les plus importantes de Thei-
leria cont: T parva, qui cause la [FCO chey,
les bovins d"Afrique orientale et centrale, et
I annulata, qui cause la theilériose tropicale
chez les bovins du littoral méditerranéen et
du Levant, mais ausst de I'Inde, de la Rus-
sic méridionale et de I'Extréme-Orient.
Autres espeees importantes: chez les bovins,
T sergenii, T orientalis et T mutans: chez les
ovins et les caprins, 7 hirci.

L'ILRAD concentre ses efforts sur la
FCO, qui sévit au Burundi, au Kénya, au
Malawi, au Mozambique, en Quganda, en
Tanzanic, au Zaire, cn Zambic et au Zim-
babwé. Dans I'ensemble de ces pays., un
cheptel de 25 millions de bovins risque la
maladic. A I'heure actuelle, Ie principal
moyen de lutter contre la FCO est d"appli-
quer des acaricides, par bains ou aspersions,
sur les bestiaux, ¢+ fagon a tuer les tiques
vectrices, mais ce procédé devient de plus
en plus difficile et colitcaux; il faut chercher
d’urgence d'autres moyens de lutte. Grice

aux récents progres de la chimiothérapie,
nous avons maintenant plusieurs produits
efficaces pour traiter la FCO; mais prévenir
vaut toujours micux que gugrir.

L'idée d'immuniser les bestiaux pour
prévenir leur infection par la FCO se prés-
ente dans une perspective prometteuse,
parce que les bovins qui guérissent de la
FCO manifestent une immunit¢ durable,
meéme quand ils ne sont pus exposés i atta-
que de la maladie. Mais il y a différentes
lignées de 7' parva; quand on immunise les
bétes avec une de ces lignées. on ne les pro-
tege pas foreément contre 'attaque d’une
lignée non apparentée. On ne sait pas com-
bien il y a de lignées qui attaquent le bétail,
mais il semble bien que certains isolats ou
groupes d’isolats assurent une large protec-
tion. On peut done espérer vainere la FCO
par vaccination, ct 'ILRAD fonde beaucoup
d’espoirs sur cette méthode.

Pour mettre au point un vaccin, il faut
conundaitre bien et le parasite ¢t son hote. Les
Ctudes qu'avait entreprises au sujet des thei-
Iérias I"ancienne Organisation est-africaine
de recherches vétérinaires ont abouti 2
I"adoption d'unc méthode d'immunisation
qui consiste a infecter le bétail avee des
theilérias, mais a le traiter en méme temps.
Cest actuellement ia méthode de vaccina-
tion qui est la plus pratique et la plus effi-
cace—ia condition d'étre bien surveiliée— |
¢t bon nombre de pays I"appliquent dans de



vastes essais sur le terrain. Mais cette mé-
thode a trois inconvénicnts: mal adminis-
trée, Iinfection par des parasites vivants
risque d’étre mortelle; on peut ne pas par-
venir i une protection totale aux endroits ol
il s¢ trouve plusicurs lignées du parasite; les
sujets vaceinds peuvent devenir porteurs du
parasite qui a servi i les immuniscer.

Nous travaillons actuellement, &
ILRAD. & ¢liminer ces inconvénients:
mais nous nous préoccupons davantage
d’obtenir. pour 'immunisation, des anti-
genes purifics gui ne les présenteront pas,
ces inconveénients propres aux vaceins vi-
vants. Le second gand domaine de nos re-
cherches est de déterminer les dispositifs
qui commandent 'immunité de 1'hote o 17¢-
gard de la FCO. De ce coté-Ia. il a fallu beau-
coup de recherche pure sur le systeme
immunitaire des bovins. Le rapport qui suit
détaille les travaux accomplis dans ce sens.

CYCT VAL
PACTHIE EREA

LI
IR
La theiléria a un cycle vital complexe, tant
chez son hote bovin que chez la tique, son
vecteur. La tique brune de Poreille. Rhipice-
phalus appendiculas, qui transmet la
FCO. se nourrit sur les bovins & trois ¢tapes
de sa vier comme farve, comme nymphe et
comme aduiie. Le plus souvent, ¢'est quand
la tique., apres avoir, i 'état de nymphe,
piqué une bete infectée. pique. & I'ctat
adulte, une béte indemne quelle transmet
ke purasite.

Les sporozoites de Theileria se dévelop-
pent dans la glande salivaire de tiques infee-
tées, qui les injectent avee leur salive dans
les bovins qu’elles piguent pour se nourrir.,
Une fois dans Ta bete, ils s™attachent & des
lymphocytes, globules blanes du systeme
imumunitaire. Certains sporozoites pénetrent
dans ces lymphocytes et se transforment en
ce quion appelle des schizontes. Les lym-
phocytes ainst infectés deviennent de
grosses cellules. appelées lymphoblastes,
qui se multiplient de méme que Ie parasite,

L

d’ou unc population, en rapide expansicy,
dc cellules parasitées. Les étapes finales de
I"infection sc caractérisent par une destruc-
tion considérable des cellules, et souvent par
la mort de I'hdte.

Au cours de 'infection, certains des schi-
zontes se sont changés en mérozoites. Les
cellules lymphatiques les déversent dans le
courant sanguin, ou ils envahissent les glo-
bules rouges ety prennent la forme de piro-
plasmes. Les tiques qui piguent alors
Fanimal s"iniectent en absorbant des glo-
bules rouges qui conticnnent des piroplasmes
de Theileria. Dans Fintestin de la tique, les
schizontes se différencient en gameltes, qui
ensuite s'unissent pour former des zygotes.
Ces zygotes & leur tour deviennent des
kinctes dans les cellules qui tapissent Iintes-
tin. Doués de mouvement, ces kinctes trav-
ersent fa paroi de Fintestin, entrent dans la
cavité géndrale. et émigrent jusqu’a la
glande salivaire, ou ils pénctrent dans les
ccllules E des acini du type 11 L, ils for-
ment un sporoblaste intra-cellulaire com-
plexe, le syncytium. Stimulé par le repas de
la tique, le sporoblaste éclate par segmenta-
tion, ce qui libere 30.000 a 50.000 sporo-
zoites. Ce sont ces sporozoites, introduits
avee la salive de la tique dans un nouveau
mammifcre hote. qui sont & l'origine d’un
nouveau cycle vital du parasite.

LI SPOROZOITT:

FOINVASION DES
CEELUTES DELTHOTL

Les ¢tudes de 'ERAD ont montré que les
sporozoites de Theileria se lient in vitro a
toute une série de cellules bovines—notam-
mient aux thymocytes, aux lymphocytes tant
B que T, et & une petite sous-catégorie de
macrophages—, mais que les infections
actives ne s'istallent que dans les tympho-
cytes. Nous nous sommes servis, pour ees
¢tudes, d anticorps monoclonaux qui identi-
fient les différentes sortes de cellule en
reconnaissant leurs antigenes superficiels
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spécifiques. Nous obtenons ces anticorps
monoclonaux au moyen de cellules hybrides
issues de la fusion de cellules de rate de
souris, amorcées pour produire tel ou tel
anticorps, et de cellules tumorales de souris,
capables de croitre et se multiplier en
culture.

Dans I'étude que nous avions commencée
en 1984, nous avons comr.ré comment., in
vitro, les sporozoites se aient aux leuco-
cytes mononucléaires du sang périphérique
et les infectaient, selon que ces leucocytes
venaient de bovins domestiques ou ae bulf-
fles d*Alrique (Svucerns caffer). Le but de
cette recherche Cait d'élucider e dispositif
qui permet au buffle d"Afrique de résister i
la theilériose. TLes sporozoites dont nous
nous somnes servis venaient de deux sous-
especes de Theileria parva: T p parva
(Muzuga). qui cause chez les bovins domes-
tiques la FCO classique. et 7' p lawrence,
dont fes buffles sauvages sont porteurs sans
SYmplomes. mais qui est extrémement pa-
thogene pour les bovins domestiques. ches
qui elle cause d*ordinaire des infections
mortelles. 110y a pas e de grosse diffé-
rence dans Ie nombre des cellules qui se
haient aux sporozoites de 7 p parva ou I'p
lawrencei ou qui s"infectaient, selon
qu’elles venaient de bovins domestigues ou
de buftles: environ 30% des cellules de
chaque espece se linient aux sporozoites de
1" p parva, et environ 20% avaient des schi-
ZNNLEs apres une semaine in virro. Mais
beaucoup moins de cellules de buffle que
de cellules bovines se sont transtormées.,
sous F'influence de infection par 7 p parva,
¢n une population a division rapide. en crois-
sance continuelle. Cette transformation limi-
tée des cellules du buftic peut expliquer que
le buffle d*Afrigue soit moins sensible i 1'in-
fection par 7' p parva. Parmi les cellules
infectées par 7' p lawrencei, a peu pres la
méme proportion de cellules de buffle et de
cellules bovines sont passées a la phase de
division. Cela donne a penser que les buffles
sont dotés d autzes dispositifs de résistance
aT plawrenced, dispositifs qui leur permet-
tent de rester porteurs de Iinfection sans
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manifester la maladie, car cette résistance
n'est pas lide a des différences qu'il y aurait
entre buffles et bovins domestiques quant
aux dispositifs de liaison des cellules

ct d'installation de I'infection.

Les sporozoites de différentes souches de
Theileria se lient, d*apres nos observations,
aux mémes moléeules réeeptrices des cel-
lules de I'hote, ce qui nous donne & penser
qu’ils ont le méme dispositif de liaison avee
ces cellules. Nous avons fait des expéri-
ences, en 1985, pour élucider ce dispositif
en identifiant et isolant la moléeule tou les
molceules) qui. i la surface des lympho-
cytes bovins, sert de réeepteur i 'invasion
des sporozoites. On détruit ce réeepteur des
Iymphocytes au moyen de la protéinase K
ou d'endoglycesidases, ce qui semble mon-
trer que ce réeepteur est une glycoprotéine
(composée d'une protéine et d'un hydrate de
carbone). Nous avons cheeehé, parmi les
anticorps monoclonaux que nous avions
contre les leticoeytes du sang périphérique
bovin, ceux gui blogueraient la liaison des
sporozoites. Un de ces anticorps reconnais-
sait trois moléeules des leucoeytes bovins,
dont le poids moléeulaire semble étre
200.000. 135.000 ¢t 50.000 daltons. Nous
travaillons actuellement & caractériser ces
moléeules avee plus de précision. et aussi i
identifier les hydrates de carbone qui se lient
aux protémes pour former les moléeules
réceptrices. Notre objectif est de trouver le
moyen de bloquer Pentrée des sporozoites,
ct de protéger ainsi les bestiaux contre 1'in-
fection pai différentes lignées de Theileria,

II'se peut que les anticorps monoclonaux
que produisent les cellules bovines ne recon-
naissent pas les mémes antigenes que les
anticorps monoclonaux des souris, ¢¢ qui
noits amenerait & beaucoup étendre notre
¢tude actuelle du systeme immunitaire des
bovins. Nous avions commeneé i étudier en
1984 comment produire des cellules
hybrides par La fusion de cellules bovines B,
séerctrices danticorps, avee des souches de
cellules tumorales de souris, selon la tech-
nigue crouvée a 1'Université d” Alabama
(Ltats- Unis) pour les cellules humaines.



Nous avons poursuivi cette recherche en
1985, mais sans arriver & produire des popu-
lations stables de cellules hybrides (murines
X bovines). a cause sans doute de Li perte de
chromosomes bovins. I en résulte que nous
cherchons maintenant & ne produire nos cel-
lules hybrides que par la fusion de cellules
bovines. Nous essayons deux souches de
cellules bovines de leucémie. en croissance
continuelle. pour voir si nous pourrions les
hybrider avece des ceitules bovines prodiic-
trices danticorps.

REACTIONS ININHENTEAIRES
CONTRE DS ANTIGENES
DES SPOROZOITS

On a constaté, dans le sérum des bovins
d’endroits o la IFCO est endémique., Fexis
tence dranticorps qui neutralisent les sporo-
zoites de Theileria, et pourraient de ce fait
protéger ces hétes contre infection. Les
antigenes (i ¢ reconnaissent sur les sporo-
zoites les antisérums des bovins immunisés
ont un poids moléeulaire, & ce qu'il semble
bien. de 140.000. 105.000. 67.000, -43.000
et 18.500 daltons. Nous avons cultivé plu-
sicurs anticorps menoclonaux contre les
sporezoites de 7' p parvas: ces anticorps., in
vitro, empechent les sporozoites de péndtrer
dans les lymphocytes bovins, Un de ces
anticorps monoclonaux reconnait un anti-
gene dienviron 67.000 daltons. Or on peut
fragmenter cet antigene en moléeules d'en-
viron 55.000 et 25.500 daltons, molécules
que cet anticorps monocional reconnait
aussi. Il se peat que ces antigenes des sporo-
zoites soient capables de stimuler la résist-
ance s7ils entrent dans fa composition d'un
vacein contre la FCO,

Nous produisons chez des lapins des anti-
sérums polyvalents, pour caractériser do
fagon plus détaillée les antigénes des sporo-
roites de Theileria. Un antisérum que nous
avons produit contre Ja moléeule de 25.500
daltons réagit aussi contre les antigenes de
55.000 et 67.000 daltons. Nous nots ser-
vons maintenant de cet antisérum et de 'an-
ticorps monoclonal pour isoler antigene de

67.000 daltons. Les examens biochimiques
nous ont appris que cet antigéne est une gly-
coprotéine—bien que son ¢lément hydrocar-
boné ne joue pas de role, semble-t-il, dans
I"appel a la réaction protectrice de Panti-
corps. Nous nous cfforgons en méme tereps
de produire un antisérum poiyvalent et des
anticorps monoclonaux contre les autres
antigenes que reconnait e sérum des boving
résistants.

Nous n’avons pas encore été en mesure
de produire, a partir des sporozoites de
Theileria, une quantité des divers antigenes
qui permette de les caractériser chimique-
ment de fagon détaillée ou de nous en servir
pour des essais d' immunisation. 11 est
reconnu—depuis quelque temps déja—
qu'une fois qu’on aura caractérisé un anti-
gene protecteur dérivé des sporozoites, il
faudra le produire par les techniques de la
biologic moléeulaire. Neus avons beaucoup
travaillé, en 1985, & identifier les séquences
des genes de T p parva qui codent ces anti-
genes protecteurs, et i trouver des disposi-
tifs d’expression de ces genes.

Un conservatoire génomique nous a aidés
dans cette recherche: le conservatoire
d’ADN génomique coupé dont la souree est
'ADN des piroplasmes. Nous avons con-
trolé ce conservitoire au moyen de toute
une série d'antisérums ¢t danticorps mono-
clonaux gui reconnaissent les antigenes des
sporozoites. Le meilleur de ces moyens de
controle a ¢té Iantisérum prélevé sur des
lapins. Un antisérum de lapin, que nous
avions obtenu en inoculant a des lapins I'an-
tigene sporozoitique purifi¢ de 18.500 dal-
tons, a bloqué i virre I'action infecticuse
des sporozoites. Reconnus par cet anti-
sérum, neul clones de notre conservatoire
£énomique subissent actuelHement des con-
troles gni devraient confirmer qu'ils repré-
sentent bien une partie du géne de la
protéine de 18.500 daltons.

Nous allons poursuivre le controle de
"ADN génomique pour obtenir des
séquences complétes d"ADN pour les proté-
ines de 55.000, 25.500 ¢t 18.500 daltons. I
s"agira ensuite de purifier ces protéines en
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grande quantité et de nous en servir pour
veir si elles bloquent in vitro la pénétration
des sporozoites, soit par compétition directe,
soit par I'intermédiaire d’antisérums pro-
duits contre ces protéines, et finalement
pour des essais d'immunisation de bovins.
Nous soumettons aussi nos conservatoires
d’ADN au controle d’anticorps et d’anti-
sérums prélevés sur des bovins résistants,
pour identificr des séquences supplémen-
taires de geénes, codeurs de protéines qui sti-
muleraient éventuellement I'immunité.
Puisque la protection contre 'infection
par sporozoites aurait pour base une réaction
immunitaire humorale, nous avons cherché
en 1985 & savoir quelles sont les cellules qui
produisent chez les bovins cette réaction
immunitaire humorale. La premicre ¢tape de
cette recherche ¢tait d'installer un systéme
de culture in virro qui démontrerait les réac-
tions antisomatiques de cellules bovines.
Nous avons prélevé sur des bovins des lym-
phocy'es du sang périphérique. des cellules
de la rate et des cellules des ganglions lym-
phatiques, et les avons cultivées en présence
du mitogene de Phyvtolacea. Nous avons
ajouté a cette culture des globules rouges de
mouton, pour stimuler une réaction immuni-
taire. Nous avons procédé a plusicurs expé-
riences, avee des cellules prises i beaucoup
d’animaux différents, mais les résultats
n'ont pas ét¢ encourageants: la croissance
des cellules dépendait beauceup du mito-
gene, et peu de cellules ont atteint I'état de
produire des anticorps. Quead la proportion
des macrophages diminugit jusqu’a n'étre
plus que de 1% des cultures, la proportion
des cellules productrices d"anticorps doup-
lait ou triplait. Mais la croissance des cel-
lules dépendait toujours du mitogene. Nous
nous occupons actuellement de cultiver des
cellules prises & des bovins amoreés par des
piqgares sous-cutanées de globules rouges de
mouton, ¢n rerforcant nos cultures in virro
avee ces mémes globules rouges, mais sans
le mitogene. Notre objectif est de mesurer la
production d’anticorps. ct d'identifier les
diverses classes d"anticorps ainsi produites.
Nous nous occuperons aussi de 'action
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réciproque des différentes sous-populations
de cellules bovines dans le déclenchement
des réactions immunitaires humorales.

LA CELLULE INFECTELR
PAR DES SCHIZONTES

PROVITERATTION Dy
Chi LU BES INTECT LS

La prolifération des cellules bovines infec-
tées par des schizontes de Theileria est un
important facteur du cycle vital du parasite,
et produit chez 'hote infecté de séveres
effets pathogéniques. Quand certaines li-
gnces de virus transforment des cellules en
tumeurs, qui cles aussi se multiplient vite,
nous savons qu'une certaine classe d’en-
zymes, les protéinekinases, joue un grand
role daes cette transformation. C'est pour-
quot nos cticrcheurs ont déterminé la quan-
tité de protéinekinases qu'il y a dans les
cellules bovines normales et dans celles
au’infectent des schizontes de Theileria.

Les protéinekinases modifient la structure
moléculaire des protéines en y attachant des
phosphates; c’est ce quon appelle Ja phos-
phorylation. De pareilles modifications des
protéines jouent un role dans la croissance
des cellules et les phénomenes régulateurs.
Certains indices nous portent i croire qu'il
pourrait y avoir phosphorylaiion dans la pro-
litération des cellules infectées par les thei-
I¢rias. Nous avons commencé en 1985 2
comparer Pactivité de la protéinckinase dans
unc souche clonde et non infectée de cel-
lules T et son uctivité dans la méme souche,
mais infectée par 7 parva (Muguga). Notre
but est de découvrir les dispositifs, propres
aux cellules infectées, que 'on pourrait
modifier pour maitriser la maladie.

Au cours de ces expériences, les souches
infectées ont incorporé i leur protéine 90
fois plus de phosphate que les cellules non
infectées. Les analyses cinétiques nous ont
montré que les cellules infectées étaient plus
grandes que les cellules non infectdes, se
divisaient plus vite, et synthétisaient la pro-



téine au moins deux tois plus vite. L 6lec-
trophorése dans un gel de polyacrylamide a
déeelé au moins cing protéines—avee un
poids nioteculaire qui va de 12,000 daltons
a 100.000—quce a phosphorvlation moditie
spécifiquenient. Pour nous assurer que cetle
phosphorylation n'est pas particulicre i telle
ou telle souche clonée de cellules, nous
avons vértic que des cellules non clonées
infectées par 7' p parva (Mugugay et des cel-
lules clondes infectées par 77 p parva (Mari-
kcbuni)y phosphorylent les protéines aussi
vite que a lignée de Iexpérience de base.

e ane nous cherchons maintenant
SUVOIT, cTest quoi est due cette phospho-
rylation: au déclenchement dune enzyme
specifique de Ta cellule de 'hote. ou i la
présence d'une enzvme du parasite’? Nous
travaillons aussi i caractésiser les amino-
acides de L eetlule de 'hote qui sont les
cibles de L phosphorylation. ainsi que les
genes gui codent les Kinases et autres agents
de transformation.

Nous avons aussi appris quinfectés par
des theilérias les Ivimphocevtes T clonds des
bovins produisent un facteur. analogue au
facteur de croissance des cellules T. qui peut
soutenir L croissance des clones de Iviapho-
cvtes T bovins non infectés qui dépendent
du facteur de croissance. Celacdonne i pen-
ser que la croissance autonome des lympho-
cyvtes miectds par fes theilérias ost peut-Cre
duc & Ta production. par organisme de
Phote. d'un facteur de croissance des cel-
lules T ou d'autres facteurs de croissance de
type hormonal.

Nous nous sommes servis d'anticorps mono-
clonaux pour essayer de distinguer des maur-
sears antigéniques, i la surface des
cellules. qui soient spéeifiques des cellules
inlectées par les theildrias. 1. obstacle prini-
pal devait étre. pensions-nous., la concur-
rence d antigenes immunodominants—-
normaux ou déclenchés - de la cellule de
I'hote, antigenes qui nous empéeheraient de

reconnaitre les antigenes plus faibles spéci-
fiques des theilérias. Nous nous sommes
oceupés, ¢n 1985. de trouver des technigues
qui bloqueraient L production d anticorps
contre ces autres antigenes, améliorant ainsi
la spéeincité des anticorps monoclonaua
contie les cellules infectées per les theilé-
rias. La méthode I plus prometteuse con-
siste i inoculer & des souris & i foss des
cellules infectées par 7" parva et un éner-
gigae antisérum contre les blastoeytes non
infectés du méme animal.

Plusicurs expériences nous ont montré
des changements antigéniques sur les cel-
lules T bovins quand il v a infection par
T parva, mais certains lymphoceytes non
infectds expriment cux aussi e2s antigenes.
Deux anticorps monoclonaux—15 et J6—
décelent vn antigene de lymphocyte T qui
accompezne la prolifération des cellules.
Des cellules ‘T0 stimulées par le mitogéne
concunavaline A ou par des souches de cel-
luies prises & dautres animaux. expriment
cetantigene. Dailleurs oute les cellules
mfectées par 7' parva. y compris des cellules
qui semblent ¢te des cellules B, expriment
aussi cet antigene. Cela veut dire que les
cellules transformées par les theilérias
expernment un antigene gui accompagne la
prolifération des cellules T, quelle que soit
leur origine.

Deux autres anticorps monoclonaux,
BBT3/8.12 ¢t 13, reconnaissent une sous-
population de lymphocytes T non infectés,
tout en reconnaissant aussi toutes les cellules
infectées par 7 parva. Grice aux technigues
récemment mises au point pour produire des
clones de celtules T, nous avons pu produire
deux populations distinctes de cellules T non
infectées, une avee le déterminant antigé-
nique que reconnaissent BT3/8.12 ¢t 13,
Maatre sans lui. Nous avons cultivé en pré-
senee de sporozoites de 7 parva une lignée
des cellules dépourvues de antigene, et
avons observé e pourcentage des cellules ot
nous constations la présence de schizontes et
celle de Tantigene. Nous avons constaté que
les schizontes apparaissent les premiers, et
Pantigene deux jours plus tard. Lantigéne
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n'est pas indispensable a ja multiplication
des cellules; nous ignorons encore son
vrai rdle.

Nous continuons & nous servir d’anticorps
monoclonaux pour déterminer les change-
ments antigéniques qui se produisent & la
surface des lymphocytes infectés par les
theilérias. Nous voudrions savoir quels sont
ceux de ces changements qui se rapportent
directement & des réactions immunitaires qui
pourraicnt protéger 'hdte contre I'infection,

REACTIONS IMNMUNETAIRES
CONTRELES CELLULES
INFECTELS PAR DES
SCHIZONTES

Les bovins sensibles & la maladie qui subis-
sent une infection aigué de 7 parva produis-
ent des lymphocytes cytolytiques (tucurs

de cellules) qui sont capables de tuer des
cellules de I'hote. qu'elles soient infectées
ou non. Ces cellules tueuses [ aent proba-
blement un role important comme agents de
la destruction du systéme immunitaire.
destruction qui est u trait marquant de cette
maladic. In revanche, les bovins qui ont
acquis immunité contre la FCO produisent
des lymphocytes cytolytiques qui ne tuent
que les cellules infectées par des schizontes
de Theileria (figures 1 et 2). Dans leur cas.
les cellules tucuses reconnaissent, 2 la sur-
face de la cellule envahie. un antigene pro-
voque par les parasites.

Bien que nous ayons identifié, a la sur-
face des sporozoites, plusicurs antigenes qui
suscitent des réactions immunitaires. tant in
VIO que in vivo, nous n’avons pas encore
completement déterminé les changements
antigéniques qui se produisent i la surface
des lymphocytes infectés par des schizontes.
Les dispositifs que suppose immunité d'or-
igine cellulaire sont complexes cux aussi.
car plusicurs sortes de cellules du systéme
immunitaire y jouent un role. Nous avons,
en 1985, beaucoup avancé la mise au point
de systemes et de réactifs qui, in vitro,
reconnaissent spéeifiquement les différentes
sortes de cellules qui entrent en jeu dans la
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réaction immunitaire. Grice 2 nos nouvelles
techniques de clonage des lymphocytes,
nous avons d'autre part micux compris la
marche de la réaction immunitaire contre les
cellules infectées par des schizontes de
Theileria.

Les cellules cytolytiques apparticnnent i
une sous-population particuliére de lympho-
cytes T (lymphocytes dont le thymus est
Porigine). Un trait notable des lymphocytes
T est quils réagissent aux antigénes étran-
gers qui se présentent a la surface d'autres
cellules en méme temps que des moléeules
autologues normales qu'on appelle antigenes
d’histocompatibilité majeure (HCM).
Comme les moléeules d"HCM different
d’un individu & I'autre de la méme espéce,
les Tymphocytes T ne peuvent reconnaitre
un antigéne étranger quir la surface d’une
cellule du méme animal. ou d’un animal qui
se trouve Ctre doté de la moléeule d'HCM
qui convient. C’est ce qu’on appelle la
restriction d’HCM, et 'on dit souvent de
telles ou telles cellules T qu’elles subissent
L restriction de telle ou telle moléeule
d'HCM. Comme ces cellules T i restriction
d"HCM jouent. de Iavis général, un grand
role dans I'instauration de 1'immunité contre
la forme schizonte des theiérias, nous fai-
sons depuis deux ans un gios effort pour
trouver des réactifs qui nous permettent
d'identifier les lymphocytes T et de définir
les diverses moléeules d'HCM.,

Détinttion des tvpes de cellule

Nous avons, & 'ILRAD. procuit des anti-
corps monoclonaux gui reconnaissent les
différentes sortes de leucoeytes bovins—Ies
cellules qui agissent dans Ia réaction immu-
nitaire du bétail. Ce sont les lymphoeytes T,
les lymphocytes B, les monocytes/macro-
phages, et les granulocytes. Nous avons sur-
tout cherché, en 1985, a définir des sous-
populations fonctionnellement importantes
de lymphocytes T et des populations de
monocytes/macrophages. Une is qu'on a
pu identitier des populations de cellules
bovines, on peut s*assurer du role qu'elles



Figure 1. Micrographie ¢électronique d'un lymphocyie T cytolytique (T) fixé a la surface d'un
lymphocyte parasite (P). La fleche indique Te schizonte de Thedena a Vintérieur de la cellLi=

parastee

Jouent dans L réaction aux cellules infectées
par les theilérias.

Nous avons d autre part obtenu plusicurs
anucorps monoclonaux qui reconnaissent les
antigenes d'HCM des bovins, 11y a deux
classes principales de ces antigenes: ceux de
[ classe Fs'expriment sur la plupart des
sortes de cellule, ceux de la classe 11 s'ex-
priment surtout sur les cetlules du systeme
immunitaire. La figure 3 présente les plus
importants des anticorps monoclonaux iden-
UAcs & PILRAD en 1384 et 1985, avee ce
que nous jugeons ¢tie leur spéeificité.

Deux des anticorps monoclonaux mis i
I'épreuve 4 'TLRAD—H.-A26 ¢t 11-A27—
reconnaissent tous les lymphocytes T arrivés
amaturité. Les anticorps 1L-A L et 11-A12

recconnaissent une sous-population de fym-
phocytes T qui trouvent leur cible dans les
cellules qui changent d"antigéne en présence
dantigénes de la classe I d"HCM. Un autre
anticorps—IL-A 1 7—ideniific la plupart des
cellules T qui trouvent leur cible dans les
cellules qui changent dantigene en présence
dantigenes de la classe [ d"HCM (figure 4).
L."¢tude fonctionnelle que nous avons faite
des populations de cellules qu'identifient ces
anticorps, ainsi que analyse biochimique
des molécules qui sont leur cible, nous don-
nent a penser qu'ils distinguent les deux
principales sous-populations de cellules T
des bovins: I'une dont le role prédominant
est daider au déelenchement des réactions
immunitaires (ce sont celles que reconnais-
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Pigure 7 Micrographue clechomaue de fa destructon dun tymphocyte parasite (P) par un
lymphooyte T oytalylione (1) 1o Hechie nchique un schrsonte de Tiedena a hintencar de la collnle
parasite

sent H-ATE et H-AT2) Pautre qui est
Fagent principal de Ta evtolyse (eelles ue
reconnait [H-A17).

Les Ivmphoeyies auteurs de L eviolyse
des cellules infectées par les theilerias appur-
tennent & L sous-population gu'identitic
Fanticorps monoclonal TH-AT7: ¢lles subis
Senl. comme on pousaat sy attendre, la
restriction des molecules dTHON de L
cliasse T Nous avons méme pu constater que
Fanticorps TH-AT7 empéehait Ly reaction
cytolytique de certains ymphocstes 17 e
qui voudrait dire que L molecale gue recon-
nait -AT7 joue un grand role dans la
reconnaissance. par le lymphocyte evioly
tique. de L celluie parasitée et dans son
attachement & clle.
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Les sporozoites de 77 parva peuvent infec-
teravee e meme fréquence les deux sous-
populations de cellules que reconnaissent les
anticorps monoclonaus Ho-A17 et 11-A12,
SO TL-AT7 soit A T2 reconnaissent La
plupart des clones de celtules "I infectées par
les thederias: cest done que L majorité des
Ivmphocytes que Te parasite miecte et trans-
forme viennent de ces deus sous-populations.

Nous avons aussi produit, en 1983, trois
anticorps monoclomaus qui reconmiaissent les
monocytes macrophages des bovins, [ls
reconnassent. e quiil nous semble. des
cellules adivers degres de maturation. Nous
ravanllons actuellement i déterminer les
proprictes tonctionnelles de ces trois
anticors.



Antigéene

Sorte de Anticorps Poids moléculaire
cellules monoclonal Spécificité Désignation  en K daltons
Cellules T IL-A26 Toutes les cellules T BoT2 55
IL-A27, IL-A28 Toutes les cellules T BoT3 ?
arrivées a maturiteé
iL-A11, IL-A12 Cellules T restreintes BoT4 52, 55
par HCM classe
IL-A17 Cellules T restreintes BoT8 34, 35
par HCM classe |
Monocytes/ 1L-A22, IL-A24 Monocytes/macrophages ?
granulocytes et granulocytes
IL-A23 Sous-population de ?
monocytes/macrophages
IL-A25 Macrophages pulmonaires ?
Molécules  IL-A19 Déterminant monomorphique 12, 44
HCM sur mnlécules classe |
IL-A1, IL-A4 Déterminants 12, 44
IL-A5, IL-A7 polymorphiques
IL-A8, IL-A9 sur molécules class |
IL-A10, IL-A13
IL-A21 Determinant moncmorphique 26, 34
J11 sur molécules class |} 29, 31

Figure 3. Anticorps monoclonaux. oblenus a 'LRAD. qui reconnaissent telle ou telle classe de
leucocytes bovins Nous avons obtenu fa plupart de ces anticorps en 1984 ot 1985.

Dchmnon danteren - dTHON

Les genes codeurs drantigenes " HCM
oceupent plusieurs sites (ou foci) sur un
chromosome bovin. En comparant, dans
deux réunions internationales de travail, une
série dalloantisérums. on a identifié 17
specificités d"HCM de ta classe T que les
genes-—pense-t-on-—codent en un locuy
donné: le site de Iantigene lvimphocytique
bovin (ou ALB. ¢n angluis Bol.A) A. Nous
NOUS SONHNIES ASsoCics en 1983 0 eetie
recherche internationale: cette opération
poursuivie en collaboration avait & Norigine
le patronage de P'Overseas Development
Admimistration (QODA) du Gouvernement
britannique. par Fintermddiaire de 1" Animal
Breeding Rescarch Orgamisation ¢y Ldim-
bourg) du Food Research Council.

Depuis T84 nous avons classé selon
leurs déterminants d'TTCM de la classe |

1.000 Borans (Bos indicus) du troupeau de
reproducteurs de 'ILRAD: nous I"avons fait
au moyen d'antisérums ot d’anticorps mono-
clonaux. Notre but est de comparer les anti-
genes d'HCM du troupeau boran avee les
antigenes définis par les réunions interma-
tionales de travail. en vue de la sélection de
sujets propres & expérimentation, et aussi
de la formation de groupes reproducteurs
qui auraient des descendants de tel ou tel
type d'HCM. Nous avons découvert chez
ces 1.OO0 Borans cing antigenes clairement
définis qui different des antigenes reconnus
pe. les groupes internationaux de travail. Ils
sont, semble-t-il, spéeitiques de Bos indicus:
on les trouve fréquemment chez les Borans
de U'ILRAD., on ne les trouve jamais chez
I'¢chantillon de Bos taurus que nous avons
controlé. Un important auxiliaire de cette
recherche a €té notre miise au point de pro-
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Figure 4 Cryosections d'un ganghon lyinphabague normal de bovin colorc par i techmique de
himmunaoperoxydase. avec de ANLCOIDs MonoClonat quireagienent (A} avoe 1o les
fymphaocytes B, 1By avec 1ons e fymphocytos T () dvec une cortane o pepulahion de

lyinphocytes T

grammes d ordinateur que nous avions
specialement congus pour Fanalyse des anti-
cenes dTHONT des bovins, Crest en collaho-
ratton avee U nnersite de Strathelvde
(Girande Bretagner gue nous poursun ons
cette recherche: plusienrs autres aboritoires
nots ont Lt part de feur desi G employver
CUN OUSSTCes progrmines

Avecdes clanes de cellules 1 ams
quiaved des antiserumis ot des anticorps
monoclonaun. nous avons analyse de tres
HILCTessants antigenes de b clisse T Nous
avons dautre part caltive des clones de cel-
lales "I qur reconmassent des antizenes
FHOENM de L classe B2 Cestun erand pats e
vt car cette techimgue ot niontenant e
meleur moven gue nous wons de detinn
les ditferences quiil s aentre un bovin et un
autre,

Nous avons obtenu nos antivences JTHCAM
debovins en precipitant des vsats de el
Tules avee des antiserums ¢t des anticorps
monoclonaus . et en analvsant o produn
selon son poids moleculinre of son potnl
isoclectrique. Nous avons decele plusicors

clisses distinetes de molecules de 1y litsae

18

I Les recherches commencees en 1984 nous
ontamenes i comparer les antigenes
HON de T classe Tguiil v asar les eel-
fufes bovines selon queelles sort ou non
stectees par des therderas, mais nous
NEavons Jusguen pas decotert de change-
ments brochimuiqgues qui correspondraient i
Finfection par des theilerias,

Nous avons, en TUSS . enble des cellules
Tevtolvngues. prefevees sur neat sujets
ataques par £ oparva. avee des batteries de
cellules parasitees gun ctent e elles
cirharmonie ou non selon sy antieenes
FHONT codes w focis A Ces cellules CM o
N tgues n'ont e gue les cellules cables
aved lesquelles elles partageaent de ant
genes dufocs AU Sur los Sy antivenes mis
alieprewel rom ont constiminent joue un
plus erand role dans le declenchenent des
reactions L‘}IUI_\[I\“R\ AN YUC seni-
blentindiquer cos consiaiations les change
ments que o parasite provogue ala surtace
de Lo eellule de hote ont une preference
potr certiunes molecules dTHONT on bien
stmudent plas ethicacenent U nmmunite

quand ces malecales sont presentes.




Réactions immunitaires
Jorigine cellulaire

On maintient facilement dans un état de
prolifération, in vitro, des lymphocytes T
bovins infectés par des schizontes de Theile-
ria. Pour ¢tudier les réactions immunitaires
dorigine cellulaire chez les bovins, nous
avons mis au point des techniques de culture
in virro qul nous permettent d avoir des
populations de lymphocytes ‘T bovins non
infectés qui réagissent spécifiquement contre
les cellules infectées par des theilérias. Nous

commencons par prendre des lymphoevtes T

a un animal tmmun et les rettre en contact.
en une réaction leucocytaire mixte, avee des
cellules parasitées irradices aun proviennent
du meme animal. Etant irradides. les cel-
lules parasitées (ou cellules stimulatrices)y ne
peuvent pas proliférer: mais les lvmphocytes
T tou cellules reactrices) peuvent prolitérer
sous Taction de antigene des cellules para-
Sitées. Sionous ajoutons i plusieurs reprises
des celtules sumulatriess & eette culture,
cela aceroit notablement Ta proportion des
Iymphocytes T qui réagissent contre les sti-
muliatrices parasitées. Nous pouvons alors
cloner et ou tel lvmphoeste T de ces popu-
lations. en hnitant La dilution en presence
des Tacteurs de cromssance qui conviennent.
En les stimulant & plusieurs reprises et en
ajoutant des fucteurs de croissance. nous les
maimtenons ¢n proliferation. ¢t nous abte-
nons des populations clondes. Nous ivons
avee dhaatres objectits enovue pro
dutt des populations clondes de Ivmphocstes
Ten les stimudant w plusieurs reprises avee

RITY

e haioscne voavaniasaline L\ eten les entres
tenant en profiferation e un Lacteur de
crosssance des cellufos T

Nowis avons fomve deus princpides
sottes de hophocsies 1 clones qui reagis
sont s celivfes itectees pan des thetlenas
Fobes coliudes . sonsestncton dantieenes
JTHONT e Lechasse Toquu tuent fes celhades
patasitecs quctes visents elles sont speat
trques dewetle onetle lienee de S hederna,
Cos dones appartienient b sous popata
ton de lvmphocaes T oque reconnat ant

corps monoclonal 1L.-A17.

2. Les cellules. sous restriction d’antigénes
d’HCM de la classe 1, qui proliferent en
présence des cellules infectées quielles
visent, mais ne sont pas cytolytiques. Ces
clones appatrtiennent @ la sous-population de
lymphocytes T que reconnait anticorps
monoclonal IL-A1T.

Les clones eytolytiques de lymphoeytes T
que restreignent les molécules d'HCM de la
classe [ et sont spéeifiques de telle ou telle
lignée de Theileria (type 1) sont presque
certainement analogues aux cellules pro-
duites invivo par animal immun. Nous
nous sommes servis de ces clones pour
examiner le role de tel ou tel antigéne
dHCH dans fe déclenchement de Ta réae-
ton immunitaire. et examiner aussi les dif-
f¢rences entre lignées de Theileria. Nous
avons e grace i eux lia premicre preuve
concluante que fa réaction evtolvtique des
Iymphocyies T varie selon Ta lignée de
Theileria qui est en cause. Cette constata-
tion nous contirme dans idée que anti-
gene présent a faosurtuce de fa eellule
parasitée est fe produit du parasite.

Les clones qui protiferent par réaction aux
cellules parasiiées. mitis ne sont pas eytoly-
tgues (tvpe 2) et ont sous restricton danti-
venes dTHON de la classe T sont cux aussi
specttiques de telle ou telle hignée de Thei-
leria. Nous nous en servons pour ¢tudier le
role des antigenes dTHONE de L classe 1
dans Ta reaction immunitaire contre la thei-
leriose. et aussi lear speciticité a I'égard de
telle outelle fignée. Nous examinons aussi
lcurs proprictes tonctionnelles. par exemple
feur role eventuel d aasilires dew cellules
¢Ctohviigues. ou de producteurs de facteurs
salubles dont immamite dépendrat
beaucourn,

Fos clones de lvmphoesies T eviolviigues
specttiques de Fheideria ne sont pas sele-
ment de precicus rcactits pour discerner fe
caractere heterogene des hiendes de Thei-
leria. car s pouriient nous aider aussi o
dentifier Fanticene cou les antigenes) pro-
Jdit par le parasite o b sartace de lacellule
micetee Nous travatlons actoetlement a

19



définir cet antigéne ou ces antigones en
examinant la fagon dont les clones de fym-
phocytes T qui sont spécifiques des theilé-
rias réagissent & des cellules non infectées
que nous avons ou bien transfectées avee
des genes de Thedleria. ou bien mis en incu-
bation avee des sous-unités antigéniques de
Theileria.

Une autre de nos recherches de 1985
consisté & comparer les réactions cytoly-
tiques de cellules de buftle avee celles des
cellules bovines. Les lymphocytes du siang
périphcrique d’un buffle ont manifesté une
forte réaction cytolyvtique spécilique quand
nous les avons cultivés in vitro avee des cel-
lules prises au méme animal et infectées de
Theileria: ils ont e jusqua 1004 des cel-
fules infectées. méme quand e rapport des
cellules cibles aux cellules eviolvtiques était
de 7.5 pour 1. Disons pourtant que nous
n'avons observé cette réaction que si les
lymphocytes venaient d'un buttle autrefois
infecte de theildriose. Les cellules prises i
un bufile indemne n"ont pas manifesté de
réaction cvtolytique a 'égard de cellules
autologues infectées. Nous travaillons
actucllement & analyser les populations de
cellules et les dispositits qui jouent un role
dans L résistance des buftles i la theilériose.
et les comparer i ce que nots savons
maintenant de ce phénomene ches les
bovins.

Holl

—

EPIDENTOL
ININTUNTS A THON,
EXPERINIENTALL

Nos ¢tudes épidémiologiques sur la FCO ont
cu pour principal objectif de trouver des
mcthodes pour distinguer les SOUS-Lspeees ¢l
lignces de Theileria. 11 s"est agi au début de
criblages sérologiques: nous avons cmployveé
des anticorps monoclonaus antischizontes
pour caractériser des isolats de populations
de Theileria prélovies sar des bovins
domestiques et sur le buttle d"Afnqgue. En
FORS. nous nous sommes en outre préoc-
cupes d'obtenir des clones de souches et
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sondes d’ADN de Theileria, pour caractd-
riser les lignées de T parva.

Nous procédons i des essais d'immunisa-
tion contre la FCO. en collaboration avee
le Ministere kényen de agricalture et du
développement de I'élevage et avee la
Soctété du progres agricole. La icchnique de
ces essais i pour base Uinfection par des
SPOTOZoltes vivants, et en méme temps le
traitement avee un antibiotique & effet pro-
longé (oxytétracycline).

CARANCTERISATION
DES TIGN]-S

Pour mettre au point, contre la FCO. des
procédés d'immunisation qui protegeront
efficacement Ie bétil sur le terrain, il faut
que nous puissions identifier les sous-
especes et lignées de Theileria et déterminer
entre quelles lignées du parasite il y a
protection croisée. Nous avons essayé de
plusicurs méthodes. i FILRAD. pour carac-
triser avee précision les isolats de 7hei-
leria. Nous avans tiré un grand nombre
dlisolats de bovins ou de tiques infectds du
Kenya et dautres pays. ¢ les avons Cryo-
conserves au Laboratoire sous L forme de
stubilats de cellules lymphoides infectées par
des sporozoites ou par des schizontes. Nous
avons doublement caractérisé jes diverses
souches: in vitro et par contrale de I'immu-
Nie croisée chez des hotes bovias.

Pour caractériser les ligndes in vitro, nous
avons pris comme principale base la recon-
naissance des antigenes des schizontes par
tel or tel anticorps monoclonal. Nous pen-
sions au début que nous pourrions nous ser-
vir de ce genre-li de criblage scrologigue
pour classer les isolats de Theileria en un
nombre limitd de groupes ou lignées antigd-
nigues. Arrive 1983, comme nous produi-
sions de nouveaus anticorps monoclonauy et
controlions Javantage d'isolats. nous nous
somnies apereus que L diversité antigénique
est plus grande gue nous n*avions pense, 1l
faut procéder i des analvses et des epreuves
de protection croisée de nature plus coni-
plexe sinous voulons arriver i définir le



rapport qu'il y a entre les profils dessinés
par les anticorps monoclonaux et les pro-
priétés immunologigues. '

Nous envisageons actucllement 'emploi
de sondes d"ADN pour caractériser l2s sous-
espeees et lignées de Theileria. 11 a fallu
tout d*abord trouver des technigues pour
purificr 'ADN des theilérias. Nous mettons
actucllement au point une méthode simpli-
fice pour tirer des piroplasmes de Theileria
de PADN extremenient purifié. Nous avons
extrant FADN de sang infecté des piro-
plasmes de quatre souches de 7' p parva:
Martakan, Muguga. Kiliti ¢t Marikébuni,
En comparant le profil des enzyimes de
restriction. nous avons constaté plusicurs
différences entre L lignée de Muguga et
celle de Martahani. Chose intéressante. les
différences sont moins nombreuses entre le
profil de Muguga et celui de Kilifi, ce qui
concorde avec Ie protil des anticorps mono-
Clonaux et les ¢tudes cliniques. d’ob il appa-
rait Uil y a protection croisée entre ces
deux souches.

Nous avons constitud deux banques
d'expression génomique avee 'ADN de 7'p
parva Muguga, et une avee FADN de 7'p
parva Mariakani. 11y i dans cos banques
des séquences compictes Jde genes, mais
aussi des Tragrients des régions interme-
diatres entre les genes. Nous procédons
actucHement & des essais d hybridation pour
voir quelles sont les séquences qui s hybri-
dent dittéremment dans les deux souches.
Eles nous serviront & identitier. dans Ic - dit-
térents génomes., les séquences i répétition
et les séquences &un seul exemplaire.

[ ressort de plusicurs études que L diver-
SHE antigdnique des theildérias est peut-¢ire
limitée sur le terram, Lo le evele vital du
Parasite se perpétue par transmission des
bovins aux tiques. Mais, E ot le bétail entre
en contact avee e buftle d"Atrigue, L situa-
tion devient beaucoup plus complexe. 7' p
lawwrenced, L sous-espeee de Theileria dont
le buffle sauvage est presque toujours por
teur. a deux caractéristiques: une faible pa-
rasitémic (schizontes et piroplasmes) chez
le bétail, mais une forte mortalité. Nous

avions commencé en 1984 une étude en
collaboration sur la diversité antigénique
dlisolats de 7' p lawrencei ¢t sur la fagon
d'amdélioler les procédés actuels employés
pour distinguer cette sous-espece de T p
parva. Nous avons re¢u du Laboratoire kén-
yen de recherche vétérinaire ot de Finstitut
kényen de recherche agricole des lignées de
cellules infectées par des schizontes: nous
fes avons criblées au moyen de 20 anticorps
monoclonaux antischizontes obtenus contre
ces deux sous-especes. A la fin de 1985,
nous avions criblé plus de S0 lignées de cel-
lules de buffle infectées par les theilérias, et
50 lignées de cellules bovines que nous
avions soit infectées in vitro avee les sporo-
zoites pris i des tiques qui avaient piqué des
butfles. soit isolées de bovins qui avaient été
en contact avee des buttles.

Nous avouns constaté une diversité antigé-
nique marquée. non seulement dans les iso-
Lats pris a diftérents animaux de la méme
station, mais aussi dans diftérents isolats
pris au méme animal & une semaine ou un
mois d7intervalle. Ce qui pourrait expliquer
cette frappante différence antigénique, ¢est
que nous trouvons dans des isolats pris a des
bultles des populations mixtes de Theileria.
Nous avons par exenmiple constaté dans une
lignée de cellules lymphoides infectées prise
aun seul buffle, apres clonage par dilution
lmitative. au moins quatre populations de
Theileria, antigéniquement distinetes. Une
fois clondes. ces populations ont conservé
leur profil antigénique distinetif pendant huit
mots de culture in vitro,

Il pourrait y avoir une autre explication
de cette diversité antigénique des infections
par T p lawrenced: ¢'est que cette sous-
espece subirat un changement antigénique
au cours de Pinfection gu’elle provoque
chez les buftles. Pour ¢tudier cette possibi-
e, nous avons procédé aune étude de
deux ans et demi. en collaboration avee le
Laboratoire kényen de recherche vétérinarie
et avee appui partiel du Gouvernement
néerlandais. Cette étude s'est terminée en
1985. Nous avons infecté en méme temps,
avee un seul stabilat de 7' p lawrencei, un
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buffle en situation expérimentale et un
bacuf. Le beeuf a manifesté de graves signes
ciiniques d’infection par T p lawrencei; nous
I"avons traité¢ i la parvaquone (Clexon de
Wellcome). Le buffle est devenu porteur du
parasite. Nous avions isolé du boeuf, avant
son traitement, une lignée de cellules infec-
tées par les schizontes; du buffle, nous
avons tir¢ des cultures de tiques et de cel-
lules, a intervalles réguliers. En les criblant
avee une batterie danticorps monoclonaux,
nous avons constat¢ des différences antigé-
niques entre les cellules infectées prises au
buffle 4 des moments différents, et aussi
entre les cellules infectées que nous pren-
ions au buflle et celles que nous avions
prises au baeuf.

Parce qu'il ne se laisse voir qu'un petit
nombre de theilérias dans les infections par
T p lawrencei, nous ne pouvons pas obtenir
assez d’ADN de piroplasmes pour 1'étude
génomique de cette sous-espece. Nous
avons tiré de I'ADN de lignées de cellules
de buffle infectées par des schizontes. et
nous allons cribler ces préparations avee des
sondes génomiques tirées de I'ADN des
piroplasmes de 1" p parva. Notre objectif est
de trouver des sondes qui distinguent les
deux sous-especes de Theileria.

Nous ne pouvons pas affirmer de fagon
concluante Ta possibilit¢ d'une variation
antigénique dans les infections par 7
lawrencei tant que nous ne pourrons pas
exclure Fidée dhinfections miixtes. Nous
devrions pour cela infecter avee des pari-
sites clonés des baeuts et des buttles
exempts de Theileria. et controler ensuite
diversité antigénique d'isolats pris & inter-
valles réguliers pendant un certain wemps.
Nous travaillons actuellement beaucoup i
trouver des technigues qui nous permet-
traient d obtenir des clones de Theileria
dérivés san., doute possible d'un seul indi-
vidu de Tespeee. Nous ¢tudions acaelle-
ment trois méthodes i cet effet: isoler les

sporozaites d'un seul acinus infecté de tiques:

implanter un petit nombre de kinctes de
Theileria te Kincte est La forme qui se
développe dans e jabot de L tique et passe

ensuite dans la glande salivaire) dans une
tique non infectées intecter des lymphocytes
bovins avee des sporozoites isolés obtenues
par dilution limitative, ct cloner ensuite la
lignée de cellules infectées.

Le taux d'infection par Theileria est
extrémement variable che les tiques. ce ui
rend difticile de repérer des tiques qui n'ont
qu’un acinus infecté. Dans 'enquéte mende
en collaboration en 1985, nous avons exa-
miné la glande salivaire de tiques qui avaient
piqué un buttle infecté; nous avons broyé les
glandes salivaires dont un seul acinus était
infecté, pour répandre dans le milieu de cul-
ture les sporozoites de 7' p lavwrencei; nous
avons inoculé cette suspension i trois boeufs
boran. Nous avons décelé des schizontes de
Theileria, pendant peu de temps, chez deux
de ces baeut's. mais nous n*avons pas vu de
piroplasmes. Les trois sujets ont tous sur-
véeu a lattaque. et tous les trots avaient des
anticorps antitheilérias quatre semaines
apres e début de Finfection. Nous avons
altaqué les trois baeuts, guéris, et deux
i¢moins sensibles & la maladic., avee un sta-
bilat de 7' p levwrenced tiné de tiques qui
avaient piqué le méme buffle infecté. les
deux témoins et un des sujets guéris sont
morts d’une infection typique par 77 p
lawrencei. Les deux beeuls chez qui nous
avions observe des schizontes lors de la
premicre attague ont gudri wus les deus.

Ce que démontre cette expérience. ¢est
quion peat infecter des bovins sensibles par
Finoculation directe des sporozoites gui pro-
viennent d'un seul acinus de tiques-—cencore
que infection ait ¢é passagere. Qu'un des
breuls it ¢td sensible i une attaque homo-
logue ctait peat-ctre di i des différences
antigéniques entre les sporozoites inoculds,
qui provenaient ¢ un acinus unique, o le
stabilat, qui ne résaltait pas d'une pareille
selection. T se pourrait aussi que Ta dose
cmployce pour Finfection n'ait pas suffi i
suseiter une réaction immanitaire de protec-
tion. Nous avons procédd i cette enquéte en
collaboration avee 'institut kénven de
recherche agricole et le Laboratoire kényen
de recherche védrinaire.



Une autre de nos recherches de 1983
avait pour objectif de constituer des clones
de Theileria en transplantant dans des tiques
non infectées un petit nombre de kinctes.
Nous avons pris sur des tiques infectées par
T p parva (Muguga) un mélange d*hémo-
Ivmphe (¢quivalent du sang) et du contenu
du jabot: nous Favons dilué et avons injecté
cette dilution dans des tiques indemnes.
Nous ivons ¢valud le nombre des kinetes de
chaque inoculation en analvsant le mélange
résiducel. et nous avons groupd les tigues
soumises i cette moculation selon le nombre
des kinetes que. selon nos caleuls. efles
avaient requs. Apres incubation. nous leur
avons fait piquer des Tapins pendant quatre
QU Cing Jours: puis nous avons disséqueé et
colore leur glande salivaire. en comptant
pour chaque tigue le nombre des acini
nfectds,

[Fy cu beaucoup de mortdité chey les
tiques de cette expérience. en partic sans
doute a cause de L bratalitd de inocula-
tion. Malgré cefa o transplantation de 18 3
L38 Kinctes o donné. ches beaucoup des
tgues qui suryivaient, un taus d'infection
des glandes salivaires qui allait dun acinus
acing. Cette technique de transplantation
des Kinetes nous o permis d obienir un fatble
taun diinfection des acini de fagon plus stre
que st les tigues s"éaient intectées de tacon
naturelle. en piguant un héie,

Fnccherchant & obtenir des clones de
Thederia par didution imitative. nous avons
surtout employ ¢ des technigues qui con-
Sistent ainfecter avee un tres petit nombre
de sporozoites des ligndes clondes de cel-
Tules Tvimphoides bovines. Nous diluons des
sporozaries ¢noserie. et nous les mettons en
mcubation avee un nombre donnd de Ivin-
phocytes. en présence du tacteur de crois-
sincee des cellules 10 A bout de quatre
Jours. nous supprimons le facteur de crois-
sance. et toutes les eellules non mdectées
mewrent. Nous reclonons alors les cellules
mlectees. Notre but est de produire des
lignces de cellutes clonces qui proviennent
dun seal lvmphocyte infecté par un seul
sporozoile.

IMMUNISATION EXPERIMENTALL

Nous avons procédé en 1985 i un vaste
essai sur le terrain, a Kiswani., pres de la
cote kényenne, en collaboration avee le
Ministere de agriculture et du développe-
ment de I'élevage et avee la Société du
progrcs agricole. Nous avions pour objectif
de déterminer 'effet que immunisation
contre L FCO. combinée avee diftérents
traitements par acaricide, a sur la producti-
vité du bétail de boucherie.

Nous avons inumunis¢ 80 beeufs boran de
deux ans. par infection et traitement contre
fa FCO. au moyen d’une souche locale de
I p parva. celie de Marikébuni. Nous avons
pris comme témoins 80 bovins similaires.,
gue nous n'avons pas immunisds. Nous
avons gardé neuf mois toutes ces bétes dans
un endroit ou la FCO est endémique. i par-
tir de mat 1985, Nous les avions réparties
en quatre groupes de 20 bétes immunisées et
quatre groupes de 20 témoins, etil y avait
quatre régimes dilférents de Tutte contre les
tiques. Voici ces régimes.

I Nous avons aspergd 40 beeufs avee des
acancides deux fois par semaine.

2. Nous avons aspergé 40 beeufs avee des
acaricides toutes les trois semaines.

3,40 baeuts portaient & Foreille une fiche
acaricide.

4. 40 beeuts sont restds sans traitement
contre les tiques.

Nous ayons examing toutes les bétes
régulicrement: nous avons consigné chaque
semaine leur poids. le nombre de leurs
tiques, et leur hématoerite (pour juger de
Fancémice). Nous avons contrdlé chaque mois
dans le sérum de toutes les bétes fa présence
dranticorps contre 7" parva. el nous avons
pris leur température tous les deus jours,
Nous avons examing tous les jours des frot-
tis du sang et des ganglions lvimphatiques de
toutes les betes atteintes de fievre. ¢t nous
avons trité avee un produdt antitheilériat Ta
plupart des bétes non immunisées qui soul-
fraient de L FCO. A L fin de cette période
de neal mors. nous avons compard ces
groupes (selon les quatre traitements) quant
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Gain de poids des
Immunisation, traitement Nombre des  Nombre des survivants
a l'acaricide bétes survivants (moyenne, en kg)
Bétes immunisées
Aspergées deux fois par semaine 20 20 67.6
Aspergées toulcs les (rois semaines 20 19 512
Fiche acaricide 20 19 62.6
Sans acaricide 20 9 55,6
Total 80 77 592
Non immunisces
Aspergees deux fois par semaine 20 19 54,2
Aspergees toules les trois semaines 20 15 368
Fiche acaricide 20 16 34.2
Sans acarcide 20 14 411
Total 80 64 421

Figure 5. Productivite (vie, engraissement moyen) de beeufs boran, les uns immunises. los aulies
non, tenus neuf mots dans une zone de la cole kenyenne ou la FCO est endémique. selon

differents regimes de tratement acancide

a Iefficacité de I'immunisation contre
FCO et celle des divers régimes de lute
contre les tiques.

Sur les 80 beeuls immunisés. 18 ont pris
la FCO. Sur ces 18,15 ont guéri par cux-
mémes, (rois SONt Morts: nous n'en avions
traité¢ aucun. Parmi les 80 beeuls non immu-
nisés, nous avons constaté¢ 58 cas de FCO:
nous cn avons traité -4, soit avee de la par-
vaquone, soit avee de halofuginone: nous
en avons laissé 14 sans traitement. Quinze
sont morts de la FCO. Les baeufs immu-
nisés ont micux grossi que les émoins. et
cela sous les quatre régimes de traitement
acaricide. La figure S détaille cos résultats.

Une des raisons qui ont jusqu’ici
empcehé de généraliser Iimmunisation
contre la FCO par infeciion et traitement.
clestquil n'existait pas de moyen siir de
quantificr in vitro les sporozoites de Theile-
ria. Nous ne pouvons pas i 'heure actuelle
normaliser le nombre des sporozoites ino-
culés au cours de immunisation. Nous ne
pouvons pas non plus comparer le caractere
infecticux ou L virulence des souches de
Theileria, car les ditférences que nous con-
statons peuvent ¢tre dues d des variations—
que nous ignorons—ddans le nombre des
sporozoites inoculés.

24

Nous essayons actuellement une méthode
nouvelle pour compter les sporozoites de
Theileria: nous employons Ianticorps mo-
noclonal 1. qui reconnait les sporozoites et
les sporoblastes dans différentes sortes de
préparations. fixées ou non. mais n'a de
réaction croisée avee aucune autre forme
que prend fa theildria au cours de son cyele
vital. Nous marquons cet anticorps mono-
clonal avee de IMiso-thiocvanate de fluore-
seéine et le mettons en incubation avee les
theilérias: nous analysons cette culture avee
notre procédé FACS (tri de cellules activées
par fluorescence). Nous identifions ainsi
trois populations distinctes: particules de
SPOFOZOTIES, sporozoites intacts. sporo-
blastes. Les sporozoites ainsi triés par le
FACS restent infecticux tant pour les bovins
que pour les cultures de Ivmphocytes bovins
invirro: leur taille est d'environ huit
dixiemes de pun.

Nous avons analysé par ce procédé deux
souches de 7' p parva, celle de Muguga et
celle de Marikébuni. La comparaison de
suspensions tirdes de tiques infectées qui
s"Claient nourries gnatre jours nous a donné
a penser que ces deux lignées pourraient ne
pis avoir le méme cycele de maturation: les
sporoblastes constituaient environ 10% des




suspensions tirées des tiques infectées par

I p parva (Muguga), contre 30 & 40% de
celles qui venaient de tiques infectées par la
lignée de Marikébuni. Les séquences de
£enes ue nous constatons actuclicment
dans les diftérentes populations de 7heileria
deviendront peut-Ctre. poar lear part,
d"utifes instruments pour déterminer le
nombre des parasites présents dans les stabi-
lats. Notre but. dans cette recherche. ¢est
drarriver finadement & produire des stabilats
de Theileria dont nous conmitrons bien Jes
divers traits: le nombre de leurs sporozoites.
leur caractere infecticu, leur réaction 3
Fanticorps monoclonal, leur immunité croi-
sée. leur sensibilité a Poxyitétrac cline.

On emploie en géndral deax procédeés
pour application de produits chimiques
dans I'immunisation par infection plus
trantement: protection par oxvidtracyveline.
d"habitude au moment de infection, ou
bicn traitement & la parvaguone huit jours
apres infection. Licou les deus procédés
ont une caale efficacite. il faut pretérer le
procéde par Foxviétracyeline. paree qu'il
cotte notablement moins cher et ne mobilise
les betes quiune seude tois. Malheureuse-
ment, Ly aeertaines tormes de 1C0O
que le traitement i Foxyictraeychne ne
NRULEISC ls.

Nous cherchons uctuellement.
FILRAD i ¢lucider Ta fagon dont agit
Foxytétracychine. Notre objectit est d'amé-
torer son efficacité dans immunisation par
traitement plus infection. et aussi de prévoir
les sitwations ouelle risque de ne pas ére
cflicace. Nous avons mis de Foxvictracy-
cline en contact avee des Ivinphocyies bo-
vins. i virro i diftérentes éapes d'une
mfection par 7' p parva cUit des concentra-
tons similaires i ce qu’elles seraient—-
drapres nos caleuls-—chez un animal traité.
I ressort. semble-t-il, du résultat de cette
experience gue le produit agit sur le dévelop-
peinent des lymphocytes intectés une fois
que les sporozoites v ont adhéré ety ont
pénctré. Nos recherches sur les enzymes
semblent indiquer que oxytétracyeline agit
sur les phénonoménes ¢nergétiques ou la

synthese des protéines qui sont néeessaires

a I'établissement du parasite dans la cellule
de Fhote. Le produit diminue, semble-t-il,
le progres de I'infection, sans empéceher com-
plctement cette infection. Ce que nous cher-
chons maintenant & savoir, ¢'est si les

eflets que nous constatons sont dus i
"action directe du produit sur le parasite,

e ason action sur la celiule de Fhote, ou
sur les deux & fa fois.

Nous avons commencé en 1985 a éudier
le potentict immunogene dune souche de
T parva isolée au Zimbabwe., T° p boviy
(Bol¢ni), qui ne cause chez les bestiaux,
semble-t-il, quiune réaction bénigne, Quand
nous avons inoculd & des bovins boran de
FILRAD un stabilat de ta souche de Boléni,
tous les suiets de P'expérience ont fait une
taible infecuon, mais ont guéri sans traite-
ment. Ces ménmes sujets ont ensuite 1ésisté
a Pattaque de deux souches virulentes de
I'p parva. celle de Muguga et celle de
Marikébuni,

Nous avons préparé un stabilat de tiques
qui avaient piqué deux des animaux de cette
expérience. et avons inoculé i 28 bovins,
La plupart de ces sujets ont fait une réaction
bénigne: pourtant quelques-uns ont eu une
réaction sévere, et un d'eux est mort.
Nous avons divisé les survivants en quatre
LIOupes. que nous avons altaqués avee
quatre sortes de stabilats: 7' p parva (Mari-
kébuni), 7' p parva (Mariakani), T p lawren-
cei (Ngong). et 1 p lavwrencei (Buffalo
2300). Nous avons aussi attaqué avee cha-
cun de ces quatre stabilats deux témoins
sensibles. La plupart de ces sujets ont eu
une réaction bénigne ou impereeptible, saul
avee ' p parva (Mariakani), qui a causé une
réaction plus sévere. ‘Tous les témoins ont cu
une réaction grave, et plusicurs sont morts.

Il semble ressortir de cette expérience
que. d'une fagon générale, 7' p bovis (Bo-
Iént) suscite chez B indicus une réaction
bénigne et e rend résistant i une attaque
mortelle par certaines lignées de 7' p parva
oude T p lawrencei. On a essay¢ de cultiver
la lignée de Boléni, mais la plupart de ces
essais ont échoud. 11 se peut que cette theil-
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€ria ne provoque pas facilement la transfor-
mation des cellules de I'hote, d’on la
difficulté d’obtenir une infection in vitro
comme in vivo. Cest ce qui expliquerait les
réactions bénignes des bovins infectés. Nous
continuons a étudier 7' p bovis (Boiéni),
puisque ce serait éventuellement un précicux
¢lément d'immunisation.,

Pendant que PILRAD continue i amé-
liorer les techniques d'immunisation contre
la FCO, plusicurs pays ont engagé des
essais sur le terrain en vue de généraliser
'immunisation par infection plus traitement.
Ces recherches de longue haleine sont
nationales au Kénya, au Rwanda. au Zim-
babw¢ et en Tanzanic (Zanzibar), ¢t interna-
tionales au Burundi, au Malawi et en
Zambic. Pour tous ces programmes,
I"ILRAD fournit une formation et des con-
seils techniques, ainsi que son appui.

Iy acud 'ILRAD deux réunions interna-
tionales de travail. 'une en 1984 et I'autre
en 1985, pour débattie de action et des
besoins de ces programmes nationaux
(essais d'immunisation sur le terrain). Pour
répondre & des demandes faites lors de ces
réunions, I'ILRAD constitue actuellement
une banque de données sur ordinateur dont
les programmes nationaux pourront s¢ servir
pour traiter et analyser les données relatives
au comportement du bétail immunisé contre
la FCO. Voici ce que 'LRAD a fait pour
soutenir ces programnies nationaux.

[. Burundi. Caractérisation, in vitro et in
vivo, des isolats locaux de 7" parva: forma-
tion en cours d'emploi.

2. Kénya. Caractérisation, in vitro et in
vivo, des isolats locaux de T parva; aide aux
essais d'immunisation (Ngong): formation
en cours d'emiploie.

I Malawi. CaractCrisation, in vitro et in
vivo, des isolats locaux de 7 parva: fourni-
ture d*anticorps monoclonaux.

4. Rwanda. Caractérisation, i vitro et in
vivo, des isolats locaux de 7' parva: fourni-
ture de stabilats,

5. Tanzanie (Zanzibar). Consultations,
mventaire ¢pidémiologique. Isolenent et
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caractérisation des lignées locales de T p
parva.

6. Zambic. Caractérisation, in vitro, des iso-
lats locaux de T p parva.

7. Zimbabw¢. Caractérisation, in vitro et in
vivo, des isolats locaux de T parva. Aide a
ia mise au point du programme ¢’ immunisa-
tion contre la theilériose. Formation en
cours d’emploi.

LA COWDRIOSI-.
OBSERVATIONS
PRELININATR TS

La cowdriose est une maladie, transmise par
les tiques, qui cause chez les bovins, les
ovins ¢t les caprins une maladie grave, et la
niort. Les essais d'immunisation contre la
FCO qui ont eu licu dans Ia Provinee cotiere
du Kénya nous ont appris que la cowdriose
y sévir régulierement; & mesure que 'on
iminunisera davantage de bestiaux contre la
FCO. il est probable que ["on constatera
davantage de cas de cowdriose. La cause de
la cowdriose est la microbe Cowdria rumi-
nantinm, qae la tique Amblvomma variega-
T trasmet au bétail.

Comme la cowdriose risque d'étre impor-
tante dans les endroits ot la FCO est endé-
mique. nous ¢tudions, a I'NLRAD, le
développement de Cowdria dans la tique
vectrice et dans Ie mammifere hote. Un de
nos objectifs est de définir les étapes de ce
développement ol nous pourrions trouver
des antigenes qui serviraient au diagnostic.

Nous avons tiré un stabilat de C raminan-
tinm de tiques adultes en provenance de Kis-
wani, dans la Province cotiere du Kénya. 1
estinfecticux pour les bovins ou ovins sensi-
bles. Nous avons examiné au microscope
clectronique des tiques infectées: larves,
nymphes, adultes & jeun, ainsi que du sang
ct des tissus prélevés sur la cervelle, le
caeur, les reins, le foie et la rate de bovins
mortellement infectés.

Nous n'avons pas trouvé de Cowdria



dans les larves de tique; mais nous avons
observé, chez les nymphes et les adultes a
jeun, des micro-organismes du type de Cow-
dria dans des vacuoles des cellules de I'in-
testin moyen (figures 6 ¢t 7). Nous les avons
observés au plus tot 12 jours ct au plus tard
43 jours apres Je repas des tiques sur une
vache infectée. Ces micro-organismes,
Gram-negatifs et de forme bactérienne,

avaient unc morphologie générale sembla-
ble, mais des variaticns mineures de forme
ct de taille. Nous n’avons pas trouvé de
micro-organismes semblables dans d’autres
organcs des tiques, mais cela ne prouve pas
forcément leur absence. 11 sera beaucoup
plus facile de déceler ces microbes quand
nous aurons un anticorps spécifique
anticowdria,

Figure 6. Micrographie électroniue d'une section d'une cellule épithéliale de I'intestin moyen
d'une tique (Amblyomma variegeatum) adulte femelle. A I'élat nymphal, celte tique s'était nourrie
sur une vache infectec par Cowdria ruminantium; a I'état adulte, elle s'était fixée sur une béte
indemne. (l'y a dans la cellule de grosses gouttelettes de lipide, ainsi qu'une vacuole ol se
trouvent des microorganismes qui sont, a notre avis, C ruminantium. |l'y a un autre amas
d'organismes, dans une vacuole ronde au bord de droite de la micrographie, qui pourraient étre
une autre forme ou une autre phase du méme parasile. On voit, en haut de la micrographie, la
lumiere de I'intestin. Micrographie onginale: x 12.000.
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LES TIQUES ET LA
REACTION IMMUNITAIRE

La tique brune de Foreille ( Rhipicephalus
appendiculatus), agent de transmission de Ta
FCO, reste attachée plusicurs jours & son
hote bovin, en continuant 2 s’y nourrir, Pen-
dant cette période, elle injecte 4 son hote un
puissant anticoagulant. ainsi que le ciment
qui les joint, plusicurs enzymes. des inhibi-
teurs d’enzyme et des agents pharmacolo-
giques. Elle a besoin de cette macédoine de
moléeules biologiquement actives pour
amorcer son point dattache. pour rendre les
tissus pénétrables, pour assimiler son repas

de sang, ¢t pour bloquer les dispositifs
défensifs de son hote. Mais des indices nous
portent & croire que certaines de ces sub-
stances peuvent susciter chez I'hote une
réaction d’hypersensitivité i retardement qui
lui confere une certaine résistance aux
pigares de la tique.

Quand on sensibilise des Japins, en leur
inoculant de Pextrait de glande salivaire de
tique ou en les faisant piquer par des tiques,
ils ont une vigourcuse réaction immunolo-
gique aux tiques qui les piquent. Nous en
avons deux preuves: moins de tigues s z(-
tachent aux lapins sensibilisés. et les tigues
qui 8"y attachent se gorgent de moins de

Figure 7. Micrographie eiectronique de parasiles que nous pensons élre Cowdna runmnantium. a

lintéricur d'une grande vacuole d'une cellule de

l'intestin moyen d'une tique. Ce spécimen était

ansi fixé 35 jours apres le repas de la hque (Amblyomma variegatim) sur une béle infeclée. La
forme de ces parasites est bacillaire ou coccobacillare: ils mesurent de 0,50 a 0,75 pm de
diametre, et jusqu'a 2 un de longueur Certains profils semblent mdiquer une fission binaire

(fleches). Autour de chaque paraste. une doubie membrance
typique des bactcnes Gram-négatives Le cytopla
particules qui ressernblent & des nbosomes |l n'y

onginale: x 35000

el

a pas de membranes intéricures. Micrographie

intereure el exteneure--qui est
me contient de minces filaments d'’ADN el des




sang. C’est une réaction immunitaire de ce
genre que les bovins acquicrent naturelle-
ment sur le terrain, guand des tigques les ont
piqués bicn des fois. On a essayé d'aceen-
tuer cette résistance en immunisant les bes-
tiaux avee des antigénes de tique, des
extraits complexes de tique .o général. Ces
essals n'ont pas aceru la résistance hinitée
que les bestiaux obticnnent sans interven-
tion, et ces procédés ne sont probablement
pas d’une application pratique sur le terrain,
Nous cherchons actuellement, a 'NLRAD. i
identifier avee précision, dans la salive des
tiques. les substances immunogenes. et i
voir si I'on ne pourrait pas, en employant
ces substances en forte concentration dans
différents milicux adjuvants, avoir un vacein
contre les tigues.

Les Tapins et les cobaves qui ont cu une
réaction immumnitaire daux pigares de tigue
produisent des anticorps qui reconnaissent
plusicurs antigenes de tique. Nous nous
sommes servis de ces anticorps pour Ctudier
le développement des antigenes au cours des
repas de a tigue. et avons constaté que la
présence de beaucoup dantigenes salivaires
de Ia tique varie, ainsi que lear concentra-
tion, au cours de ce repas. De plus, il sem-
ble bien que beaucoup des antigenes des
tiques adultes manguent aux larves et aux
nymphes.

L action anticoagulante ¢tant d'une
grande importance pour que les tigues qui se
nourrissent restent en vie. nos recherches,
poursuivies en collaboration avee le départe-
ment de biochimie de 'Université de Nai-
robi, ont particulicrement visé & puritier et
analyser Ly moléeule anticoagulante con-
tenue dans des extraits de glande salivaire
de tiques figure 8). Nous avons achevé ce
travail en 1985: cette molceule (figure 9) est
un inhibiteur complexe de prothrombinase
qui ne suscite pas de réaction immunitiire
chez les lapins, peat-¢tre parce que nous
avions beaucoup nanipuld cet agent pour le
purificr. ou parce que hote le métabolisait
vite. Cet anticoagulant n’est done *raisem-
blablemient pas un candidat au role de base
d"un vaccin contre les tigues. Tl est vrai que

notre <tude de sa structure pourrait bien
nous fanc «percevoir des dispositits moléeu-
liares sous-jacents sur lesquels nous pour-
rions agir pour rendre cet anticoagulant plus
immunogene,

Nous étudions maintenant d'autres élé-
ments de la salive de la tique, que nous
voudrions isoler les uns des autres pour voir
st tel ou tel d'entre cux pourrait servir d'an-
tigene dans un vaccin contre les tiques.
Nous cherchons actuellement @ déterminer
le role de différentes sortes de moléeules:
aceentuer 'infestation des tiques et la trans-
mission des sporozoites. esquiver la défense
de I'hote et susciter les réactions inflamma-
toires. Nous analysons done des antihista-
mines, des inhibiteurs d’enzymes, amsi que
des moléeules d'immunosuppression et
d"anticomplément.

Nous cherchons en particulier les molé-
cules éventuellement immunogenes qui
seraient présentes au début de la fixation de
la tique sur son hote. En analysant les proté-
ines de la glande salivaire des tigues par
¢lectrophorese sur gel de polyacrylamide
SDS. nous avons constaté de nombreux
changements au cours de la fixation et du
repas. Une moléeule dominante, de 67.000
daltons, est absente des tiques & jeun; elle
apparait peu apres la fixation, ¢t disparait
par fa suite: ¢'est sans doute que ia tique 1a
secrete ou la transforme en d autres sub-
stances dont elle a besoin pour son déve-
loppement & mesure que son repis se
déroule. Nous nous servons actuellement
d’anticorps antitiques pour purifier cetle
moléeule.

Nous avons isol¢ de la glande salivaire
des tiques une autre protéine antigénique,
dont Te poids moléculaire est de 90.000 dal-
tons. L'endroit ot elle se trouve dans la
glande salivaire donne & penser qu’elle peut
contribuer & la séerétion d'cau pendant le
repas de fa tique. On pourrait contrarier
cetie importante fonction physiologique en
immunisant le bétail avee cet antigene: ¢'esl
ce que nous cherchons actuellement &
vérilier.

Nous savions par nos travaux préeédents
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Figure 8. Profit (par élution HPLC) d une molecule d'anticoaguiant, tiree

par punhcation -

d’homogénats de glande salivaire de R appenciculatus. Cette ehromatographie indique le temps
de retention des protéines normales (fleches). absorbance protémiqgue etant de 210 nm. L'action
anticoagulante de la tique a sa coelution avec une pointe proleinique symelnque, le temps de

retention érant d'environ 20 minutes

que les tiques (R appendiculatus). quand
elles piquent un animal immunisé contre
FCO, absorbent I"anticorps antitheiléria dont
leur hdte est porteur, et que cet anticorps
passe tel quel du jabot dans I'hémaolymphe.
Nous avons cherché i savoir, en 1985, §i cet
anticorps pourrait géner le développement
des theilérias i intéricur de la tigue, ce qui
couperait le cycle de transmission de La
maladic. Nous nous sommes servis. pour
cette recherche. de Fanticorps monoclonal
D, produit contre les sporozoites de 7
parva. et d antisérums prélevés sur des
bestiaux immunisés contre I FCO).
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L anticorps monoclonal D, neutralise in
virro le caractere infecticux des sporozoites
de T parva. Nous savions déji qu'il recon-
nait un déterminant antigenique synthétisé
au cours du développement des sporozoites
dans la glande salivaire de Ta tigue, deux ou
trois jours apres le début de son repas. Dans
une prenicre expérience, nous avons ino-
culd & un lapin. tous les jours pendant quatre

jours, 800l de D sous la forme de flaide

des ascites de souris. et n“avons inoculé i
un lapin témoin quune solution saline de
phosphte.

Immcdiatement apres la premicre pigare.,




Lagure 9 Gel polyaciylamde de dodéeyl-suttate de sodiwum. o I'on voit (colonne de gauche) un
Lomogenal grosaier de glandes sabvaires de ique (Rhiicephalus appendiculatus). dont nous
sonmies parbs pour punhier un anticoagutant salivarre de tique La colonne de droite montre cet
anbconquiant sous la forme dune bande unique de protemne ponfiee.



nous avons appliqué aux oreilles de chaque
lapin 20 tiques miles et 20 tigues femelles
(R appendiculatus). Ces tigues étaient
adultes; mais, a I'état nymphal . celles 8'6-
taient infectées en piquant un veau infecté
par T p parva (Muguga). Au bout de quatre
Jours de leur repas. nous avons retiré de
leurs hotes les tigques particllement gorgées:
nous avons disséqué leur glande salivaire.
que nous avons examinée pour y compler
les theildrias: nous avons aussi examing leur
hémolymphe.

Dans I'hémolymphe des tigues nourries
sur le lapin traité & I"anticorps. nous avons
déeel¢ environ 0.006 pl de ;. Chez ces
tiques, males ou femelles, iy avait un
beaucoup moindre pourcentage de sporo-
zoites arrives & maturit¢ que cher les tigues
nourries sur le témoin. C'est done que an-
ticorps antitheiléria avait traversé Ie jabot
des tiques pendant leur repas. avait pénétrd
dans I'hémolymphe et avait géné le déve-
loppement des theilérias dans la glande
salivaire.

Dans une deuxieme expéricnce. nous
avons préparé de Uimmuncglobuline (1gG,)
en partant du sérum de bestiaux. immunisés
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contre les sporozoites de Theileria. qui
montraient un fort titre d anticorps antispo-
rozoite. Nous avons inoculé & un lapin. tous
les jours pendant quatre jours, 500wl
d'gG, bovine prise i une vache immunisde.
mais n"avons inoculé i un lapin émoin yue
de leG bovine normale. Apres la pre-
micre injection. nous avons disposé 20
tiques males et 20 tiques. femelles (R appen-
diculatusy infectées par 7 p parva (Muguga)
sur les oreilles de chaque lapin. En exami-
nant la glande salivaire de ces tiques au bout
drun repas de quatre jours. nous avons
trouve chez les tigues nourries sur le lapin
traité & I'leG, bovine immunisée moins de
SPOFOZOTLes arrives I miaturité¢ que chez les
tiques nourries sur e iémoin traitd i I'leG,
de bovins non immunisés.

Nous savions ddji que fes bestiaux qui
guerissent de Ja FCO produisent des anti-
COTPs AntisporoZoites qui pourraient jouer
un role dans lTa protection dont ces sujets
béncticient par L suite. 1 ressort de notre
recherche. i noae avis. que ces anticorps
antisporozoites empécheraient aussi le
développement des theilérias i 1intéricur
de Ta tique.



TRYPANOSOMIASE

Les agents de T oy panosomiase sont dos
protozoaires parasites yui infectent les bo-
vins, fes ovins, les chevres, les pores, les
chevaun. les anes. fes chameaus. beaucoup
dranimaux sauvages et les ¢tres humains.
Les especes de trypanosome gui sont ¢eono-
miquement les plus importantes sont cefles
qui infectent les ruminants domestiques en
Atrique: Tryvpanosoma congolense. T vivax
et brucei brucei. Deus autres sous-especes
de 7 brucei. tres proche de La précédente,

1 b rhodesiense et b gambiense. causent
chez les ¢tres humains la maladic du
sommeil.

Ce sont e plus souvent les glossines ou
mouches (¢ —une trentaine despeces ou
sous-especes de Glossing-—-qui transmettent
les trypanosomes. On trouve ces isectes.
dans des milicux naturels tes divers. sur
une dizaine de millions de kilometres _arrés
de PAfriquer 37% de la surtiace du conti-
nent, pres de fa moitié des terres habitables.,
Dans les régions quinfestent les glossines,
la trypanosomiase chronique diminue grave-
ment Lo productivite du cheptel: faible
croissance. peu de lait. moindre pouvoir de
travailinfertilité. L on Finfestation est
sévere. il est difticile ne serait-ce que d'a-
voir du bétail, ¢t parfois méme d'y habiter.

La trypanosomiase sévit aussi en Ame-
rique latine, au Levant et en Asie. Dans ces
régions., ce sont des mouches pigueuses qui
transmettent mécaniquement fa maladie. On

asignalé L présence de 7 vivax dans plu-
sieurs pays d"Amérique du Sud. mais nous
sommes trop peu renseignds sur 'épidémio-
logic de la maladie dans ces pays-la. On ren-
contre une autre espeee de trypanosonie,
I evansi. en Afrique. au Levant. en Asie et
en amcrique du sud. Cette espece. trans-
mise mécaniquement. cause une maladie
grave chez les chevaux et les chameaux, et
rend moins productifs les bovins et les buf-
fles domestiques.

Iy o pres dhun siecke qu'on lutte contre
la trypanosomiase. On a cherché au début i
maitriser [a glossine veetrice, soit en
détruisant fes populations danimiux sau-
vages sur lesquels les glossines se nourris-
sent, soit en détruisant les buissons dont
clles ont besoin pour se rétugier et se repro-
duirc. Plus récemment., la lutte a principale-
ment consisté en 'emploi d'insecticides.
Cette lutte a cu du sucees [a ot Mapplication
dinsecticides a ¢té judicicuse, notamment
au Nigédria, au Botswana, en Zambie et au
Zimbabwé . Mais I"aspersion d'insecticides
n'est pas totalement efficace kot les glos-
sines sont extrémement nombreuses, la vég-
¢tatton touffue ou les pluies abondantes;
d*autre part, ces aspersions demandent une
assez grosse mise de fonds et une gestion
tres compétente. Pour ces diverses raisons,
les zones infestées par les glossines s agran-
dissent dans beaucoup de régions d'Afrique.
On peat craindre aussi que des aspersions
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répétées d’insecticide, sur une grande
¢chelle, n’aient sur I milicu naturel des
effets facheux.

Depuis une soixantaine d’années, le
traitement régulier au moyen de produits
trypanocides est devenu une importante
méthode de lutte contre la maladie. 11 a cu
du succes Evou fa gestion du cheptel était
compéiente et persévérante. |es régimes
chimiothérapeutiques de lutte contre I try-
panosomiase demandent gu'on les applique
indéfiniment. parce quil y a. au contact des
anmimaux domestigues. un vaste réservoir
d'infection chez les animaux sauvages. i
faut dautre part s"inquidter d'une eventuelle
résistance qui se bitirait ches les populations
locales de trypanosomes, car on n'a pas
imventé. depuis un quart de sicele, de nou-
veau produit trypanocide d'un usage
aénéral,

Le but de nos recherches est de trouver
de meilleures mesures pour maitriser L try-
panosomiase: des mesures efficaces., sans
danger et ¢conomiquement valables. La
basc de ces recherches est Targe. mais nous
pouvons les répartir en troi groupes: ané-
lorer T lutte contre les trypanosomes: ren-
forcer La résistance de I'hote a Uinfection:
procéder i des Ctudes épidémiologigues.

MEETEURETU T
CONTRI DTS PARASITTS

Les trois principales espeees de trvpano-
somes salivatres passent. au cours de leur
cyele vital chez L glossine veetrice et ches
I"hote mammitere, par plusicurs ¢tapes dis-
tinctes. Quand une glossing pigue un animal
mfectd, elle absorbe des trypanosomes en
MEme temps que du sang: cos Irypanosomes
ont ators une Ctape de lear developpement i
Fintéricur de ce diptere. T brucei se déve-
loppe dans son intestin moyen. son proven-
tricule et sa glande salivaire: 7 congolense
se developpe dans son intestin moyen. son
proventricule et les picees de sa bouche:;

T vivax se développe enticrement dans les
picees de sabouche. A T fin de cetie étape
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de leur développement, les trois especes ont
la forme métacyclique. La prochaine fois
que la glossine se nourrit, clle injecte dans
la peau de son hte les trypanosomes méta-
cycliques en méme temps que sa salive &
elle.

Quand une glossine transmet 2 un animal
non infecté 7" congolense ou T brucei, il se
produit, & I'endroit ot elle a piqué, une
réaction locale cutanée de plusicurs centi-
metres de diametre; on Pappelle chancre.
Les trypanosomes métacycliques poursui-
vent leur développement dans ce chancre,
envahissent les vaisscaua iymphitiques
avoisinants ct, en passant par le ganglion
lymphatique régional. entrent dans le cou-
rant sanguin. Ceux de I'espece 7 vivay
vont eux ausst de la peau au courant sanguin
en passant par le systeme lymphatique,
mais la réaction cutanée locale est moins
sévere, et peut méme ¢tre absente.

Ce qui caractérise Uinfection du courant
sanguin, clest une succession de vagur de
parasitémic, les populations de trypano-
somes se multipliant vite, mais mourant
ensuite presque complétement, les guelgues
survivants recommengant alors i se multi-
plier. Les trypanosomes (7 vivax et T bru-
cef) peuvent aussi envahir les tissus
connectifs: quand infection est tres avan-
cée. on peat trouver des individus des trois
especes dans e systeme nerveux central.

Les trypanosomes métacycliques et les
formes qui se développent dans le sang de
Fhote mammifere sont revétus d'une couche
dense dantiglne, épaisse de 124015 nm. Ce
nrnteau superticiel se compose de glyco-
protéines, qu'on appelle glycoprotéines
superficielles variables (ou GSV). Les (ry-
panosomes., quand ils se développent i 'in-
téricur de Ta glossine, ne sont revétus de
GSV que lorsqu'ils arrivent i I'étape méta-
cycligue et sont préts i passer dans un hote
mamnilere,

Quand un animal devient inlecté. il pro-
duit des anticorps contre les GSV de la pre-
niere vague des trypanosomes envahisseurs.
Maus. avant que ces anticorps aient ¢limingé
tous les parasites, il apparait de nouveaux



trypanosomes, revétus de GSV différentes,
ct ces nouveaux envahisseurs déjouent la
premicre réaction immunitaire de leur hote.
Ces trypanosomes se multiplient vite, ¢t
"hote produit de nouveaux anticorps, mais
de nouveaux trypanosomes apparaissent
alors. revétus d'encore une autre GSV:ils
sont toujours en avance d'une longueur sur
fa réaction de leur hote. Nous avons
observé, chez des animaux de Taboratoire,
plus de 100 différentes variétés de GSV
chez les descendants d'un seul trypanosome,
et les spécialistes sont d avis que les descen-
dants d’vn méme individu peuvent montrer
plusicurs centaines de sortes différentes de
manteau superficiel.

Cette remarquable aptitude & changer Ta
composition antigénique fu manteau super-
ficiel (on appell variation antigénique) est
le principal phénomene qui empéche la plu-
part des animaux domestiques dacquérir
une véritable immunitd & I'égard de Ta trypa-
nosomiase. Ce phénomene permettrait au
trypanosome d’¢luder un vacein de type
classique. car "action d'un tel vacein con-
siste i amoreer chez le sujet vaceiné une
réaction antisomatique contre un seul anti-
gene, ou seulement quelqgues-uns.

Nous concentrons nos recherehes,
FILRAD, sur la variation antigénique: sa
base génctique et la fagon dont les GSV se
synthétisent & Iintéricur du trypanosome,
puis passent a sa surface. Nous nous préoc-
cupons aussi des différentes ctapes du
cycle vital des trypanosomes et des dispo-
sitifs qui entrent en jeu dans le passage
d'une étape a la suiviinte. Notre objectif eslt
de découvrir les facteurs sur lesquels on
pourrait agir pour briser le développement
des parasites ou pour les rendre vulnérables
aux délenses de leur hote.

LAt e [losd ot

ORIV coNGoi PANE

Les trypanosomes disposent d'un tres grand
nombre de genes de GSV—probablement
plusicurs centaines. Chacun de ces genes
code une protéine différente, protéine capa-

ble de former, & I'occasion, I’élément protéi-
nique de la glycoprotéine superficielle.
D’une fagon générale, il ne s’exprime qu'un
seul de ces geénes 4 la fois. Les spécialistes
de la biologic moléculaire, i 'ILRAD et
ailleurs, ont cherché & connaitre le dispositif
en jeu dans deux phénomenes: I'expression
des genes de GSV, et aiguillage génétique
qui se produit quand les trypanosomes chan-
gent de manteau.

Pour s’exprimer, un gene de GSV doit se
trouver dans un site d’expression qui se
trouve pres de Pextrémité d'un chromo-
some: on appelle ce site le site iélomérique.
Avant ce point de départ, le gene se transerit
d’ADN cen ARNm, puis se traduit d’ARNm
en la protéine du manteau superficicl. 11y a
plusicurs sites d’expression dans le génome
des trypanosomes, mais un gene ne s¢ trans-
crit en ARNm qu'en un seul de ces sites a la
fois. Laiguillage antigénigue peut se pro-
duire quand un gene de GSV en remplace
un autre au site télomérique actif, ou quand
un autre site télomérique entre en activitd;
nous iZnorons cc qui active un site
1élomérique.

Dans le premier cas d aiguillage antigé-
nique: remplacement d’un géne par un autre
dans un site télomérique actif, le cas que
nous connaissons le micux est celui ot un
gene de GSV tait place, dans un site
d’expression, au doublet d’un autre géne de
GSV. Ce remplacement d'un géne se fait le
plus souvent par recombinaison de
séquences i répétition dans une certaine
région «déserte» d'un ¢oté du gene de GSV
dans son site télomérique. Nous avons ana-
lysé ce flane du gene pour savoir s'il n’au-
rait pas aussi un role dans aiguillage des
genes sans remplacement de genes.

Nous nous sommes surtout intéressés a
cette région chez deux exemplaires du gene
de GSV ILTat 1.3 de T brucei, I'un exprimé
et I'autre non. Ces deux doublets sont dans
des sites télomérigues; I'un se trouve sur un
minichromosome, "autre dans un site
d’expression. Nous avons séquencé en 1985
la région déserte de ' du doublet du site
d’expression, et nous I"avons trouvée iden-
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tique que Ie site soit actif ou non, ce ui
nous incite & penser qu'un changement de
séquences de 'ADN dans la région déserte
n'entre pas forcément en jeu dans I'activi-
tion de ce site. En comparant ce qui précede
avee L séquence lacéral: de 5° du doublet
situc sur le minichromosome. nous avons
¢té davis que Ies deux doublets ne proven-
aient pas. indépendamment un de autre.
d'un gene non iélomérique. mais quils déri-
vaient I'un de Pautre par des duplications en
série. Cela voudrait dire que les uenes de
GSV de trypanosome peuvent se deéplacer
dun site télomérique i un autre de Ty meme
fagon quils passent d*un site non télome-
rique i un site télomcrigue.

Nous avens dautre part préleve un seg-
ment dPADN. dans le site d"expression pre-
cédemment oceupd par le géne 1Tt 1.3,
SUT un trypanosome qui avait perdu 'exem-
plaire exprimdé de ce pene. n éudiant I
transcription. nous avons compris que
perte du gene 1Tt 1.3 Gtait due 2 son rem-
placement par un autre gene de GSV au site
d'expression. En nous servant de L tech-
nigue d’OFAGE (technigue d*¢lectrophorese
par alternance orthogonale du champ élec-
tronique appliqué i un gel d*agarose). nous
vons constate gue le nouveau segment

"ADN venait d'un minicuromosome.
~analyse des séquences nous o appris quau
moins 16 répétitions de la région déserte
Ctaient arrivdes du minichromosonic au site
d'expression. en méme temps que le nou-
veau gene de GSV. T se peat done que les
genes de GSV des minichromosomes soient
Hanqués de longs fronts de repetitions,
semblables i ceux qui lanquent les Lenes
exprimés, au licu des fronts courts des
genes non iélomériques. Cela donne aussi i
penser que les eenes de GSV associés i
d asses Tongs fronts Tucrars ot plus de
chances que d autres de parvenir aun sies
d expression.

Cette recherche nous i appris que e gene
de GSV ITat 1.3 reste sur le méme petit
chromosome. qu’il s"exprime ou non. Outre
st valeur topographique. ce fait nous montre
que Paiguillage d'expression des génes de
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GSV peut ne pas toujours entrainer un nou-
vel arrangement des chromosomes. En
revanche, le déplacement ou la destruction
de grands segments de chromosomes peut
altérer I'expression des génes de GSV. En
employant Lu méme Clectrophorese, nous
avons observé un gene exprimé de GSV

(7 brucer 1Tac 11y a Fextrémité d*un chro-
mosome qu’une destruction étendue a plus
tard fait disparaitre.

On a assez peu publié sur la biologic
moléculaire de la variation antigénique chez
1" congolense. Nous cherchons actuellement,
en collaboration avec la Vrije Universiteit
Brussel (de Belgique). i savoir si le disposi-
tf de Ta variation antigénique est compari-
ble chez ui i ce quiil est ches d autres
trypanosomes. Nous avons dautre part
employé des clones de génes de GSV de
1" congolense comme sondes dhivbridation,
pour déterminer leur utilité dans I"étude épi-
démiologique de T trypanosomiase.

Nous avons Ctudié en détail deux aenes
de GSV venant chacun d'une population
antigéniquement distinete de 7 congolense:
il sTagissait done de deux sérodemes diffe-
rents. Les clones de T souche 11NaR 2 con-
servaient un exemplaire de base du aene de
GSVILNat 2.0 sur un minichromosome
dont la taille movenne était de 100 kb, ue
le gene fat exprimé ou non. Les clones qui
exprimaient le gene NaT 2.1 avaient un
doublet supplémentaire du gene. situé sur un
chromosome de 700 kb: mais ce doublet
Ctait absent des clones qui avaient changé
drexpression et nexprimaient plus ce gene,
Nous navons pas constaté o altération duns
les carvotypes moléeulaires des clones
ILNaR 2: le nombre et la tille des chromo-
somes entre 200 et 1.000 kb semblaient bien
rester constants au milicu de toutes les vari-
antes examindes (tigure 10). 11 ressoit de ces
constatations que le géne de GSV ILNuat 2.1
s‘exprime par translation duplicative, 1
semble en ressortir aussi que le nouvel
arrangement du gene HLNat 2.1 ne s"accoms-
pagne pas d’un vaste déplacement des
chromosomes.

Lin revanche. ies clones de la souche


http:exallii,.es

[
i 2 3 4q 5 6
l 1 — Origine
|
. 700kb~ one - 700kb
. . ‘ ®a - Minichromosomes
(MC)
B 50~100 kb

Figure 10 Translation interchromesomale par doublet du gene de GSV ILNat 2.1 de Trypanosoma
congolense Prenant des molécules d’ADN, de 1adie chromosomique, de six clones de
trypanosomie ILNaR 2. les uns (colonnes 1,2,.3) expnimant la GSV ILNal 2.1, les autres (colonnes
4.5.6) ne l'expnmant pas, nous les avons resolus dans un gel d'agarose a 1,5%, par la lechnique
d'OFAGE. I'ntervalle des pulsations ctant de 20 secondes. A Photographie du gel coloré au
bromure d'ethidium. Nous avone transfere FADN, de tailie chromosomique, du gel a du papier-
filtre de mtroceliulose. et Favons hybride avec peN6G8. plasmide recombinante don! cerlaines
scquences codent la GSV IENat 2.1, 8. Autoradiographie de ce fitre. La taille approximative des

chromosomes est indiquee, par comparaison avec ceux de T brucer.

ILNaR 3 de 7 congolense avaient le méme
nombre de Loublets du gene de GSV [LNat
3.2, que e gene se fat exprimé ou non,
Nous n'avons pas trouvé ce gene de GSV
dans le génome des clones de T congolense
qui ¢taient d'un autre sérodeme. Nous
navons pas apergu de signes dhybridation,
soit dans La digestion. par un enzyme de
restriction. de FADN total. soit chez des
chromosomes entiers séparés par notre ¢lec-
trophorese (figure 11). Cette observation
vient confirmer les résultats des enquétes
analogues que nous aviens faites en 1984 en
nous servant du gene de GSV ILNat 2.1,
Les séquences qui codent ces deux GSV de
I congolense ne se rencontrent que dans
leurs sérodemes respectifs. Si des séquences
qui codent daaties GSV de la méme espeee
ne se rencontrent de meme que dans leurs
scrodemes respectifs, nous pourrions, en ¢;
fatsant des sondes d'hybridation, avoir i un

utile moyen supplémentaire de caractériser
les sérodemes.

Le microscope Electronigue nous avait per-
mis cn 1984 de déceler un manteau de gly-
coprotéine superficielle sur les formes
métacychques de 7" vivax tant de souche est-
africaine que de souche ouest-africain, man-
teau analogue au manteau superficiel de

T brucei ou T congolense. En 1985, notre
ctude des GSV de T vivax a principalement
consisté a développer analyse antigénique
du sérodéme 11.DaR 1, d"Afrique occiden-
tale. Ce qui a péné cette ¢ude, ¢'ese que
nous disposions de tres peu d'individus de
I vivax, et que les GSV de cette especee
semblent instables. Malgré tout, nous avons,
grace &un systeme de culture récemment
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Figure 11. Les sequences d’ADNc de la GSV ILN
génomes heétérologues. A Nous avons prns 'ADN

at 3.2 de T congolense sont absentes des
(2 ng chacun) des clones de 7 congolense de

huit serodemes différents. Favons digere avec Mbol. 'avons fractionne par taille dans un gel
d'agarose a 0.8%. I'avons eponge et lavons hybnde avec FADNe de la GSY ILNat 32 Lcs
colonnes representent 'ADN des clones suvants. (1) ILNat 3.1, Serengeti (Tanzame): (2) ILNat
2.1 Trans-Mara (Kenya): (3) 776. Kigoma (Tanzanie), (4) ILNaR 1. Nairobi (Kenya): (5) C1,
Busoga (Ouganda): (6) Ca7. Kigoma (Tanzanie); (7) C36. lkama {Tanzanic), (8) ILNat 5 1. Kilil

(Kenya) La talie des fragments d'/ADN est donnec en kb, B Nous avons pris des molecules
d'ADN. de taille chromosomique. de trypanosomes dont les clones appartenaient a trois

serodernes distinets les avons fractionnes par OFAGE, dans un gel d'agarose a 1.5%. pendant
huit heures, 'tervalle des pulsations étant de 20 secondes. les avons colores au bromure
dethidium. et photographies C. Prenant FADN du gel du panneau B. nous l'avons ransferé a un
hiltre: de nerocellulose of avons hybride avee 'ADNC de la GSV ILNat 3 2 Autoradiographic de
cette hybridation Dans le panneau B, la fléche blanche mdique les chromosomes de taille
moyenne des clones ILNaR 3 avec lesqueis s’hybnde TADNc de la GSV ILNat 3.2 Clones de
ftypanosome dont tes molecules d'ADN. de taille chromosomique, hgurent dans les six colonnes:
(1) ILNat 31, (2) ILNat 3.3, (3) ILNat 3.2 (4) ILNaR 1; (5) 776: (6) ILNat 2 1.



mis au point, produit de nouveaux types
antigéniques, non constatds jusquici, chez
les premieres populations du courant san-
guin de chevres et de souris. Comme notre
systemie de culture reproduit fidelement,
notre avis. L partie du cyele vital du trypa-
nosome qui se passe dans L glossine vee-
trice, 1f seraintéressant de comparer les
nouvelles variantes antigéniques produites
en culture avee les types dantigene que
montrent les trypanosomes métacyeliques
trouves chez les glossines.

Nous avons, dans .es infections par
I brucei et par T congolense . constatd les
rapports entre sérodemes en examinant
résistance des sujets i Fattaque homolosie
ou a Iattaque hétérologue i la suite d'un
traitement cyclique par infection plus traite-
ment. Crest ce e nous ' avons pas tou-
jours pu faire avee 77 vivav, Apres une
enquete détallée sur des chevies. ol nous
nous sommes servis de lignées et de clones
d"Afrigue orientale comme d Afrigue occi-
dentale. nous avons constaté que imimunité
homologue est difticile i discerner. quelque-
fois méme apres plusicurs attagues par des
glossines infectées. Les principales raisons
ensent que les glossines indectées par
[ vivay n’injectent guun tres petit nombre
de trypanosomes métaeyeligues. et que les
trypanosomes du courant sanguin sont anti-
géniquement instables. comme les éudes
antciieures avaient montré, Pourtant nous
AVONS puen menant plus avant nos expéri-
cnces. démontrer immunit¢ des bovins i
Iegard d'une attagque homologue des glos-
sines quand on leur permet de se rétablir
pendiant plusicurs mois apres ki eudrison
spontande de infection prinire. Nous
avons meme. dans certains cas. obtenu fa
protection contre une attigue hétérologue,
les ligndes de 7 vivan que nous avons
employdes venant de différentes régions du
Kénya. Cela donne & penser que Uimmunité
a égard d'une infection de 7 vivay permet-
trait au sujet immunisé de réagir i I'égard de
tout le répertotre antigénique dun
sérodeme.

Nous avons identifié une variante san-

guine relativement stable, ILDat 1.2, et
nous travaillons actuellement, en collabora-
tion avee "Université de Vicioria (Canada),
& caractériser cette variante: poids moléeu-
laire. composition en amino-acides., pré-
sence d'un appendice «déterminant
d'interréaction/acide gras». Nous allons
aussi comparer cette GSV aux GSV d'autres
especes de Trvpanosoma,

PROVEINES SPROTHIOUTS
DES DTAPES Doy e

I Sveloppant dans le sang de I'hote

e, les trypanosomes passent de la
lornie .. vision rapide & la forme sans divi-
sion. C 22 T bruced, les individus en divi-
sion rapide dans Ie sang ont une forme
longue et mince, les individus sans division
une forme courte et trapue. Ce passage des
trypanosomes d'une Torme a autre contri-
buc i limiter Ta sévérité de infection: il sert
aussi, pensons-nous. i préparer les trypano-
somes & passer chez les glossines. Une fois
entrés dans une glossine. les trypanosomes
perdent feur manteau de GSV, et prennent la
forme procyclique dans I'intestin moyen du
diptere. Si nous comprenions pleinement ces
changements. nous pourrions sans doute
trouver les moyens spécifiques de briser ce
développement. Une intervention qui préci-
piterait le passage & la forme sans division
ou a la forme sans mantean limiterait Ja
croissance démographique des trypanosomes
ctles exposerait & la réaction immunitaire de
leur hote.

Les protéines spécitiques synthdtisées i
differentes ¢tapes du cyele vital des trypano-
somes pourriient ¢tre les cibles d'une
altaque chimiothérapeutique ou immunitaire.
Nous comparons actuellement chez 7 brucei
le profil protéinique des formes sanguines—
sorme a division rapide, forme sans divi-
ston.—-ct de la forme procyclique sans man-
tean. au moyen de gels bidimensionnels.
Nous travaillons d"autre part & identifier les
protéines qui seraient spécifiques de telle ou
telle espeee ou sous-espeee, et pourraient de

Niat '
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ce fait servir d’instruments i I'épidémiolo-
gie ou au diagnostic.

Nous avons trouvé plusicurs protéines
spécifiques d’une étape. Les plus évidentes
sont les GSV qu'il y a sur toutes les formes
sanguines, mais qui ne sont pas sur les pro-
cycliques. Pammi les autres, plusicurs n'é-
taient présentes qu’a une des trois ¢tapes,
certaines n’étaient présentes que dans les
deux formes sanguines, dautres n'étaient
présentes que dans la forme sanguine sans
division et la forme procycligue.

L’¢étude que nous avons poursuivie en
collaboration avee I'Université de Massa-
chusetts/Amherst (Etats-Unis) concernait
certains antigénes invariants qui sont spécei-
fiques de formes sanguines de 7 brucei et
T congolense. Nous avons constaté qu'il
s’agissait de protéines; les anticorps produits
contre ces antig” nes chez des lapins
Ctaient de la classe 1gG. Nous croyons,
d’apres nos observations au microscope
¢lectronigue, que ce. :ains de ces antigénes
Invariants se trouveraient a la surface des
trypanosomes, ¢t pourraicnt ¢ventuellement
servir i une ¢tude d’immunisation. Nous
allons analyser ces antigenes de fagon plus
détaillée, et éprouver ensuite leur éventuel
pouvoir de protection.

En analysant, par notre procédé d'élec-
trophorgse en présence de dodécyl-sulfate de
sodium, des fractions de microsomes et des
fractions présurmdées de Golgi, ainsi que des
surnageants obtenus apres ultracentrifuga-
tion & grande vitesse de trypanosomes
broy¢s, nous avons constaté que les formes
sunguines & division rapide n’ont pas plu-
sieurs protéines qu'on trouve en abondance
chez les formes sanguines sans division.
Nos études actuelles sur les changements de
T brucei au cours de son développement
comprennent la préparation d’antisérums
contre ces protéines spécifiques de telle ou
tellz ¢tape. Nous avons, en 1985, préleve
des histones (protéines nucléaires qui inter-
viennent dans I'expression de différents
genes) sur des noyaux tres purifics de ry-
panosomes, ¢t nous les avons analysdées.
Nous avons remarqué des différences entre
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les histones des formes sanguines (3 division
rapide ou sans division) et celles des formes
procycliques.

En collaboration avec fa Vrije Univer-
siteit Brussel, nous avons catrepris des
recherches, en 1985, pour déceler des diffé-
rences, dans I'expression des génes des try-
panosomes, qui correspondraient 2 telle ou
telle ctape de leur cycle vital. Nous nous
somnies surtout intéressés aux formes san-
guines (4 division rapide ou sans division)
de I brucei, et aux formes sanguines de
T congolense ainsi qu'a sa forme métary-
ciique. Notre méthode consiste i préparer
de 'ADNC en partant de I'ARNm d’une
C¢tape donnée, de I'hybrider avee excédent
d'ANRm d’une autre Stape, et i prendre la
substance non hybridée pour I'enrichir en
vue de transcriptions spécifiques d'une
¢tape. Nos recherches préliminaires nous ont
appris que cette technique sera sans doute
utile pour identifier les transcriptions spéci-
fiques des formes sans division de 7" brucer.

Le but final des études sur le métabolisme
des trypanosomes est de trouver le moyen
de bloguer leur croissance. Elles pourraient
aussi, ces études, nous amener i micux
comprendre I"action pathogene que les try-
panosomes ont sur leurs hotes, ce qui nous
indiguerait comment arriver 4 prévenir ou
atténuer les résultats les plus graves de
infection,

Les trypanosomes prennent du milieu
interne de leur hote des molécules biolo-
giguement importantes—aéléments nutritifs
ou signaux de différenciation—au moyen de
Fendocytose par des vésicules vétues (figure
[2). Pour étudier les moléeules du sang de
I'hote dont les trypanosomes ont besoin
pour leur développement, nous avons purifi¢
2t caractérisé des vésicules vétues prises
des formes sangaines de T brucei. L exa-
men au microscope ¢lectronique nous a
révele une différence entre ces vésicules
vetues de 7" brucei et les vésicules endocyto-
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Figure 12. Endocytose en vzsicule vétue choz Trypanosoma brucer. Les fléches indiquent
les vesicules vetues pres de la poche flagellaire d'un trypanosome. Photographie originale:
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tiques similaires d'autres cellules & noyau:
en plus de leur manteau externe de clath-
rine, les vésicules du trypanosome ont un
manteau interne d'une substance électro-
niquement dense-—sans doute une certaine
quantité de GSV. Le controle par antisérum
nous a montré jusquict. dins les vésicules
vetues du trypanosome. des immunoglobu-
lines (lgG et TgM) et de Falbumine sérigue.
L analyse immunologique a laquelle nous
avons proceddé en collaboration avee 'Uni-
versité Yale (Etats-Unis) nous a appris que
L. clathrine des trypanosomes diftere anti-
géniquement de celle des mamniiferes.
Clestentierement dans la trompe de a
glossine veetrice gque T vivan se développe.
La culture de 7 vivav in vitro nous a permis
de constater un intéressant phénomene: la
fagon dont les dernicres formes sanguines

sTattachent aux perles de gel vert Matrix A.
Nos travaux de 1984 nous avaient appris
que la base de cette liaison est une relation
récepteur-ligand entre les trypanosomes et le
vert A de la surface des perles. En 1985,
nos ¢tudes d ultrastructure ont confirmé que
e Srence de T vivax aux perles in vitro
ressemble beaucoup i leur adhérence i la
trompe des glossines infectées.

Dans le domaine biochimique, nous
avons modific les perles de gel vert A, ou
présentd aux trypanosomes toute une série
d autres temtures, différents mais structu-
ralement apparentées, & la surface des per-
les. Cette recherche nous a appris que
Maction réeiprogue réeepteur-ligand qui
attache le trypanosome a la teinture est spé-
cifique d'une certaine structure moléeulaire.
L adhérence dépend de I'énergie, et une
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membrane en est Iagent: une température
de 4°C empéche I’adhérence, laquelle
reprend quand on ramene les cultures a
27°C. Nous avons tenté de produite un anti-
corps contre le vert A; nous n’avons ricn
obtenu de concluant. En isolant les molé-
cules cu trypanosome (T vivax) ou de Ja
glossine qui jouent un role dans I'adhéreace,
nous obtiendrions peut-&tre une fagon origi-
nale d’intervenir, ce qui nous permettrait de
micux lutter contre la maladic.

Conscients de I'important role de protec-
tion que jouent les GSV des trypanosomes,
nous nous sommes préocecupés de la fagon
dont ils se revétent de ce manteau superficiel
et de Ia fagon dont ils I'abandonnent. La
GSV est ancrée dans la membrane du lry-
panosome, a ce qu'il nous semble bien, par
une fraction de lipide hydrophobe a son
extrémit¢ C. Quand on brise des irypano-
somes in vitro, le clivage enzymatique du
résidu lipide libére, des fragments de la
membrane plasmique, des moléeules de
GSV. Si, dans le sang d’un mammifere, les
trypanosomes rejettent leur manteau superti-
ciel d"une fagon similaire, on pourrait, en
stimulant avee des produits chimiques la
lipase qui produit le clivage, arriver a une
nouvelle thérapeutique pharmiacologique.
Nos recherches préliminaires nous donnent i
penser qu’ in vivo les trypanosomes (1 bru-
cei) rejettent en effet leur manteau superi-
ciel par clivage enzymatique, tant sous leurs
formes sanguines que lorsqu’ils passent i
I"étape procyclique.

Pour savoir ot s’exercent les principales
fonctions métaboliques des trypanosomes,
nous avons mis au point des techniques de
biochimic et de microscopie ¢lecuonique
pour en isoler et identifier des fractions sub-
cellulaires. Précédemment, il s agissait.
pour ctudier la synthese des GSV. de puri-
fier des fractions du réticulum endoplas-
mique (le rugueux et le lisse) et du Golgi.
En T985, nous avons obtenu des fractions
tres purifices du flagellum, des fysosomes et
des glycosomes (figure 13). Nous nous
sommes servis de ces fractions non seule-
ment pour nos ¢tudes sur la formation des
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GSV, mais aussi pour ¢étudier les enzvines
protéolytiques des trypanosomes.

Nous savons, grice a I'étude des formes
sanguines de T brucei et T congolense, qu'il
y a dans leurs lysosomes une famille d’en-
zymes protéolytiques qui dépendent du thiol
ctont toutes a peu pres les mémes propriétés
biochimiques. Par leur étude biochimique,
NOUS AvoNs appris (ue ces enzymes sont
similaires aux thiol-protéases lysosomiques
des mammiferes, comme la cathepsine B ou
la cathepsine L. Mais nous avons aussi
trouvé des protéases qui ne dépendent pas
du thiol: ¢’est done qu'il'y a chez les trypan-
osomes au moins deux formes d’action pro-
tColytique. Nous préparons actuellement des
anticorps contre ces enzymes, ¢ qui nous
permettra de vérifier leur présence chez le
trypanosome et de savoir si elles se déver-
sent dans le courant sanguin de 'hote. Nous
travaillons aussi & identifier les facteurs qui,
tant chez. le trypanosome que chez I'héte,
gouvernent leur activité,

La culture des trypanosomes in vitro a é16
une des premicres grandes réalisations de
FILRAD. Des la fin de 1983, nous avions
Ctabli des systemes de culture qui entretien-
nent e développement des trois principales
especes alricaines de trypanosome d'un bout
a lautre de leur eyele vital. Les travaux
poursuivis dans ce domaine en 1985 ont cu
pour but de simplifier et normaliser nos sys-
temes de culture de fagon & produire une
grande quantité de trypanosome.,
métacycliques.

Nous avions, en 1984, mis au point deux
systemes de culture pour multiplier les méta-
cycliques de 77 vivax. Nous pouvons miain-
tenant réeolter régulicrement, sous leur
forme métacycligue et en grande quantité,
cing lignées de 77 vivax. Des observations
que nous avons pu faire sur le dévelonne-
ment i vitro des métacyeliques de cette
espece. il ressort qu'il y aurait dans leur
développement deux phases morphologigue-
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encore arrives & produire un grand nombre
de ces formes de tagon continue.

Nos premieres recherches sur les infections
par I brucei des bovins, du taurotrague ot
du buftle d"Atrique nous avaient appris qu'il
v dens reactions dans L futte de Thote
contre L parasitemie: répression de la
croissince des trvpanosomes par une action
non immunologigue. et leur destruction par
les anticorps de Fhote, Par o saite. Petude
de diverses hienees de souris, les unes résist
antes et fes autres sensibles. nous aenseigne
que. pour se mulphier. ces i panosomes
ont besom de facteurs de croissanee gui pro-
viennent de lewr hote, erest grace aees ae
teurs queils enrestent il phase adivision
rapide andividus Jongs et nunces). car ces
facteurs les empechent de passer i la phase
sans diviston andiadus courts et trapusy, Ce
(qUEStsaite Jes reactions antisonttigues de
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I’hdte, réactions capables de détruire les try-
panosomes, c¢ sont les trypanosomes courts
et trapus en dégénérescence: ces réactions
sont spéeifiques des épitopes externes ou
exposcs des molcéeules de GSV des tryparo-
somes: elles sont affaiblies chez certains
sujets infectés.

Nous avons entrepris d'identifier les fac-
teurs de croissance dus a I'hote dont les
populations de trypanosomes ont besoin
pour subsister. Les éiéments du sérum bovin
qui, dans un sysieme de culture qui dépend
d’unc couche nourricicre, stimulent la multi-
plication des trypanosomes ont une mass»
moléeulaire supéricure it 100.000 daltons.
Ces molécules ne sont ni des lipides. ni des
lipoprotcines. ni des immunoglobulines. et
sont i peu pres de la méme taille dans le
sérum des souris. celui des rats, celui des
caprins ct celut des bovins. 1" Universit¢ de
Bordeaux a maintenant mis au point de nou-
veaux systemes de culture, qui permettent
de cuitiver les formes sanguines de 7 brucei
sans cellules nourricicres. En adoptant ces
techniques & I'ILRAD. nous allons pouvoir
¢tudier de fagon plus détaillée les besoins de
facteurs de croissance de 7" bruced.

On peut moditier chez des souris le taux
de croissance des trypanosomes (7 brucei),
en traitant 'hdte avee des bactéries mortes.
Corynebacterium parvum, qui sont un
immunostimulateur non spécifique. Chey les
sourls ainsi traitées, la parasitémic est
réduite de plus de 200 fois, mais cet effet
est de peu de durée. Cette réduction résulte.
i ce qu'il semble, de I'aceélération du pas-
sage de fa forme a division 2 la forme sans
division. C'est chez les souris normales que
ceteffet est le plus marqué, mais on le con-
state aussi chez des souris irradides, avant le
traitement par C parvim ou apres lui. Fn
radiomarquant C parvien. nous avons pu
voIr que cette bactérie réside surtout dans
les cellules phagocytes du foic et des, pou-
mons des souris traitées: mais il peat y en
avoir pendant quelques jours dans leur rate,
Le sérum ou les cellules de rate de souris
traitées n'ont pas d'effet perceptible sur des
trypanosomes pendant une courte culture in
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vitro (trois heures); quand on les transfore
chez des animaux non traités. ils n’augmen-
tent pas L résistance de ces sujets non
traités. Il semble résulter de ces observations
que le traitment par cette bactérie pourrait
empceher la production des iacteurs dus i
'hote qui favorisent la croissance de 7 bri-
CCii NOUS Ne pouvons pourtant pas exclure
I"action de facteurs de blocage.

St nous savions micux comment le traite-
ment par C parvign agit pour accélérer le
changement de forme des trypanosomes,
cela nous renseignerait sans doute s
fagon dont les bestiaux résistants et les
mammiferes sauvages maitrisent leurs popu-
lations de trypanosomes. Mais, pour éluci-
der completement action de ce traitement,
il faut d*abord que nous ayons identifié les
facteurs de croissance des trypanosomes.
Nos ¢tudes actuelles ont aussi pour objet de
déterminer quelles cellules de 'hote et quels
¢léments du microbe C parviom jouent un
role dans cette répression des trypanosomes.

[Ty a certaines lignées de souris, notable-
ment C3H/He. qui sont extrémement sensi-
bles i Ta trypanosomiase. LElles ne
produisent pas contre les trypanosomes des
anticorps que nous ayons pu déceier: pour-
tant leurs lymphocytes B producteurs d'anti-
corps son! largement actifs pendant
Finfection. Nous avons mesuré, chez des
souris sensibles infectées par 7 brucei. 1 ac-
tivation des lymphocytes B, en calculant ce
qu'ils incorporent d'iododésoxyuridine ',
cela devant sigrater fa synthse de I"ADN,
Nous avons mesuré la maturation de la réac-
tion des lymphocytes B en vérifiant la preé-
sence d'immunoglobuline dans le
cytoplasme. Quand la parasitémic a atteint
son maximum, 10 & 18% des cellules de la
rate de ces souris sensibles infectées conte-
naient de 'immunoglobuline. dont une
partic pouvait s¢ joindre aux GSV des try-
panosomes auteurs de Iinfection: nous
navons pourtant décelé dans leur sérum
aucun anticorps spécifique de ces trypano-
somes. I semble ressortir de ces observa-
tions que Ta répression des lymphocytes B
spécifiques des trypanosomies se produit



quand la maturation de ces lymphocytes
s’acheve.

C’est une possibilité gue nous avons
examince au moyen d'un marquage bio-
synthétique—tint in vivo qu'in vitro—au
moyen de L-méthionine marquée au *°S,
acide amind radio-actif” qui 8"incorpore aux
protéines récemment synthétisées, notam-
ment aux immunogiobulines. Nous avons
constaté que. chez des souris sensibles
mtectées par T bruced, les cellules qui con-
tiecnnent de immunoglobuline la secrétent
beaucoap moins bien. 11 en est de méme
dans le cas de T viva.

On peut soulager de ce blocage de la
fonction lymphocytaire les souris sensibles
infectées par T brucei ou T vivax en ¢limi-
nant les trypanosomes. Moins de 20 heurs
apres le traitement de ces supets & acéturate
de diminazene (Béénil de Hoeehst), nous
avons trouve des anticorps dans leur sang.,
ce qui nous done a penser que ce qui blo-
quint La séerétion dranticorps. ¢ était la pré-
sence de trypanosomes vivant ou des
¢iéments ¢phdémeres de trypanosonies
Mmourants.

Pour ¢lucider te lien qu'il y a entre I'in-
fection par trypanosomes el la répression du
développement des lymphoyetes B, nous
avons examiné en 1985 'influence que 'in-

fection par T brucei a sur le pouvoir que
possedent les souris de produire de 1'anti-
corps contre d’autres sortes d'antigénes qui
n’ont pas avee les trypanosomes de réaction
croisée. Les globules rouges de lapin ont
déclenché de vigoureuses réactions immuni-
taires chez des souris non infectées, mais les
sourts infectées ont vite perdu le pouvoir de
réagir contre cet antigene. Cet efiet immu-
nosuppressif s'est dissipé moins de 24 heurs
apres I'¢limination des frypanosomes au
moyen de Macéturate de diminazene (figure
I4). Ainsi done, La répression, du fait des
trypanosomes. de la réaction immunitaire
contre les globules rouges de lapin était ana-
logue au blocage de la réaction contre les
rypitnosomes cux-mémes.

Nous avons alors exarainé ce qui se pro-
duirait si nous introduisions des trypano-
somes dans des souris qui produisent déji de
Fanticorps contre les globules rouges de
lapin. Nous avons injecté a des groupes de
souris des globules rouges de lapin, et leur
avons aussi injecté des trypanosonzes —le
meéme jour, ou un, deux ou trois jours p'us
tard. Mesurée le quatrieme jour, la réaction
antisomatique contre les cellules de lapin ne
manilestait aucune influence des trypano-
somes. De méme quand nous avons pris des
cellules de souris qui seerétaient de I'anti-

Jour 0 Jour 4 Jour 7 Jour 8

Cellules formatrices

Nombre Globules d’anticorps/500.000

de Infection par rouges Aceturate de cellules de la rate
souns I brucei de lapin diminazéne (= 18D)
10 - t 186 + 18
10 - + r 164 + 24
10 1 + - 21+ 6
10 + + + 149 = 16
10 +- - - 2% 1
10 + - -+ 2% 2

Figure 14 Inbuence d'une infection par 7 brucei (GUTat 3 1) sur la slimulation des cellules
formatnces d'anticorps contre les globules rouges de lapin chez une ligneée sensible de souris
(C3H Hey Nous avons sourms a differents regimes de tratement six groupes de 10 souris
chacun Nous avons trouve des trypanosomes dans leur sang pendant 24 heures apres leur
trastement a Faceturate de dimmavzene, is ont disparu au cours des 24 heures suivantes.
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corps contre les globules rouges de lapin et
les avons mises en incubation, in vitro, avee
le sérum de souris infectées, pendant jus-
qQu’a trois jours, la séerétion d'anticorps n'a
pas cessé. Nous en concluons que, par elle-
méme, la présence de trypanosomes ne rend
pas inactives les cellules séerétrices d anti-
corps. Pour que la réaction, due aux trypa-
nosomes. qui empéche la maturation finale
des cellules séerétrices danticorps. entre en
Jeu, il faut plusicurs jours. et il faut aussi
que les trypanosomes soient constamment
présénts,

La trypanosomiase cause de graves dom-
mages a L rate. organe poducteur des cel-
lules séerétrices d anticorps. 11 ressort de
nos ctudes de 1985 que Finfection par 7
vivax cause une sévere pathologie de Ta rate
chez les souris sensibles, mais non chez les
souris résistantes. Neul jours apres 'infec-
tion des souris sensibles., L structure de leur
rate ¢tait gravement endommagée: la limite
entre pulpe rouge et pulpe blanche devenait
indistincte. et 1"on ne pouvait plus. dans
la pulpe blanche, distinguer les régions de
cellules T de celles de cellules BB, La mul-
tiplication des cellules était intense. leur
mortalité aussi. les dépots de fibrine étaient
accrus, etil se produisait beavcoup de glo-
bules rouges. ainsi que de globules blanes
de deux groupes: monocytes et polymor-
phonucléaires (figure 15).

Quand nous avons infecté les souris sensi-
bles avee 7" brucei, les dégits étaient moins
séveres dans fa rate, la pulpe blanche étant
pourtant tres endommagdée. Les dégits
structuraux de "organe n’empéchent pas le
développement des cellules séerétrices dan-
ticorps, mais ces cellules ne seerétaient pas.

Quand nous avons traité i Iacéturate de
diminazene des souris sensibles infectées par
T vivay ou T bruced., la structure de 1eur rate
est vite redevenue normale, et les réactions
antisomatiques du sérum sont devenues per-
ceptibles. Scize heures aprés le traitement
au trypanocide, la rate produisait des el
lules «saines». Que le rétablissement it éte
rapide apres le traitement au trypanocide

Pour ¢tudicr le dispositif (ou les disposi-
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tifs) qui produit ces dégiits dans la rate, nous
avons comparé le nombre des cellules des
différentes sortes dans la rate de souris—les
unes sensibles, les autres résistantes—infec-
tées par I brucei ou par T vivay. |a princi-
pale diitérence entre les deux groupes était
que les monoeytes/macrophages ¢taient plus
nombreux. plus gros et plus riches en vacu-
oles dans La rate des souris sensibles yue
duns celle des souris résistantes. que I'infec-
tion soit due i une ou autre espeee de
trypanosome. Comme les monocytes/macro-
phages peuvent étre une source de protéases
et de radicaux d*oxygene libre—qui peuvent
endommager les tissus—nous cherchons
maintenant & connaitre la fonction de ces
cellules.

Une autre hypothese serait que les dégits
de T rate ne résultent pas directement de
produits dus & I"activation de cellules de
hote, mais de la séerétion. par les trypano-
somes, d’enzymes ou d autres moléeules.
Sil en estainsi, les diftérences de sensibilité
de I'hote aux ¢léments des trypanosomes
pourraient ¢tre dues i des différences duns
le polymorphisme du substrat. ou dans la
production d'irhibiteurs plasmiques. Nos
recherches vori maintenant avoir pour but
d"Clucider le Tien qu'il y a entre les dégits
des organes lymphoides et la mauvaise
maturation des cellules B chez les souris
sensibles infectées, et aussi de savoir com-
ment se déclenchent ces phénomenes et
comment ils contribuent & la répression des
réactions antisomatiques chez les souris
résistantes.

PATHOGENESE. EFFICTS
DE LA TTRYPANOSOMIASIE
SUR LA REPRODUCTION
DS BOVINS

Une recherche & laquelle nous avons
procédé en 1985 en collaboration avee le
Centre de médecine vétérinaire tropicale de
I"Université d’Edimbourg concernait les
etlets de infection par 7' congolense sur le
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glossines) et pour identifier ces trypano-
somes sclon leur espece et leur sérodeme.
Cette identification est d"une grande impor-
tance. tant pour le diagnostic et le choix du
traitement & appliquer que pour les dtudes
¢pidémiologiques. pour prévoir par exemple
la gravité du risque de trypanosomiase en un
endroit donnd avant d'y amener des bestiauy
sensibles, ou encore pour déterminer le
nombre des especes ou sérodemes de try-
panosome quiil vy i dans tel ou tel endroit,
pour juger de Ta possibilité de maitriser la
(TYPANOSONEASe PAr un vacein composé,

Clissenent scrolonigue:
Fantivene commun

Nous avons découvert une protéine dont le
poids moléeulaire est de 83.000 daltons ¢t
quion trouve chesz b brucei. T congolense.
Tvivax b rhodesiense et T evansi. Nous
avons travaille en 19SS i déerire cette proig-
ine avee plus de précision. Dans toutes ces
espeees. elle constitue entre 0.4 ¢t 1.9 pe
par mg du total des protéines: le microscope
¢lectronique nous a appris quielle se trouve
dans des régions donndes du eytoplasme. t
ou fa chromatine du novau est diftuse. Nous
nTavons pis rouve celte protéine sur Ja
membrane plasmique ou une autre nien-
branc cellulaire. 1. anticorps TG de anti-
sérum produit contre cette protéine est
monospécitique: nous nous servirons de et
anticorps polyclonal monospécifique pour
cribler nos bangues d’expression des trvpa-
nosomes. de fagon & déterminer les clones
qui produisent L protéine en question. Si
nous arrivons & produire cette protéine en
grande quantité. nous pourrons obtenir des
anticorps qui seront sans doute un utile
instrunent de diagnostic de la

Iy Panosoniase.

Classement seroloyique:
GRUChes specigues

A L tin de 1985, nous avions obtenu des
anticorps monoclonaux qui reconnaissaient
des antigénes spécifiques des trois princi-
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pales espeees de trypanosome. Employés
dans un controle immunosorbant en sand-
wich, en liaison enzymatique. les anticorps
monoclonaux obtenus contre 7 brucei et

I vivax déeelent des antigenes en circulation
dans le sérum de bovins infectés. 1. anti-
corps de T brucei déeele aussi des antigénes
dans le sérum d'étres humains atteints de la
maladic du sommeil. En 1985, nous nous
SOIMMES servis avee sueees de Fanticorps de
I brucei pour déeeler des trypanosomies
chez des glossines infectées. 1 anticorps
monoclonal obtenu contre 1 congolense
reconnait, semble-t-il bien. 7 sintiae aussi
bicn que 7 congolense. mais il n'est pas
assez sensible pour reconnaitre réeulicre-
ment les antigenes dins e sérum d animaux
infectds,

Nous travaillons actuellement & isoler et
purificr les antigenes spécifigues que recon-
nassent ces anticorps monoclonauy.
Comme dans fe cas de Fantigene commur,
note=> but est de cribler FADN des trypano-
somes et de trouver des clones gui produi-
ront ces antigenes. pour nous en servir dans
le diagnostic de Ta trvpanosomiase et les
recherches épidémiologiques.

Classenient serolovique:
serodenmies de U oomoaolense (Kl

Nos précddentes ¢udes de 7 congolense
nous avaient appris que les métacycligues de
cette espeee portent un petit nombre de
GSV qui sont spéeitiques de tel ou tel séro-
deme. Nous nous sommes eftoreds par L
suite de trouver des méthodes sérologiques
pour classer les souches de 7 concolense
drapres leur répertoire drantigenes métacy-
cliques. Nous sommes partis de 81 souches
de 7" congolense prélevées en 1982 sur des
bovins—les uns ésidents, les autres de pas-
sage—d une grande exploitation laitiere de
Kilili. dans L Provinee cotiere du Kénva,
Nous avons prépard, en partant des bes-
tiaux de passage. 61 isolats. Nous avons
transmis 40 de ces isolats @ des souris. ol
nous les avons clonds: nous avons alors
transmis huit clones et 12 souches, par I'in-
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termédiaire de glossines (G m centralis).
Nous avons cribl¢ les tormes métacycliques
de ces clones par immunofluorescence indi-
recte et par des ¢preuves de neutralisation au
moyen de sérum hyperimmun antimétacy-
clique. Cette méthode nous i permis de
constater que les huit clones appartenaient
a quatre sérodenies distinets. Deux con-
troles: attaque croisée chez des chevres et
wdentification des carvotvpes moléeulaires.,
ont confirmeé cette constatation. Nous avons
alors criblé par immunofluorescence les
mctacycliques des 12 souches pour juger de
leur réaction & I'égard des antisérums
contre les métacyeliques de deux des séro-
demes: nous avons constatd que chaque
lrgnde ¢t un mélunge de sérodemes.

I ressort de cette ¢ude quion pourrait se
servir de L caracténisation sérologique des
métacycliques pour identitier les sérodemes.
e semble nous enseigner d autre part que,
dans Ta station de Kilifi, le nombre des séro-
demes de T congolense serait limité. En
analysant le sérum des bestiaux de passage.,
nous avons trouve des anticorps contre deux
des sérodemes des trois mois apres lear arri-
vée a lastation. On est tenté d'en conclure
que si Fon expose des bovins, sensibles, i
FMattaque des glossines dans certaines condi-
tions. ils peuvent arriver i acquérir immu-
nité contre les sérodemes locaux de
Irypanosome.

Fooades o vive

Au cours de nos recherches de 1985 nous
avons fait transmettre & des chevres, par des
glossines (G morsitansy intectées, des
souches et des clones de quatre isolats de

T congolense de Kilifi. Pour la compar
SonL nous avons it transmettre & des che-
vres iémoins une souche de 7 congolense
(I TE80) qui provenait de Tanzanice. Les
trypanosomes de Kilifi n*ont pas produit.,
dans L pean des sujets. de chanere de quel-
que importance en comparaison des effets
de Tasouche 1L TESOL et Finfection par les
trypanosomes de Kiliti n"a pas suscité de
réaction immumtaire de protection contre

Fattaque des formes métacyeliques des
mémes souches et clones. Ces constatations
in vivo sont sans doute pertinentes dans les
recherches épidémiologiques sur la trypano-
somiase a Kilifi,

L empion de sondes aénomiques

Grice aux progres de la biologie molécu-
laire, il existe maintenant de nouvelles pos-
sibilités pour ceux qui veulent caractériser
fes especes ou groupes de populations de
trypanosomes. Nous appliguons de nou-
velles techniques, & FILRAD, pour trouver
des sondes d'hybridation de 'ADN qui nous
aideront i classer les trypanosomes d’Afri-
que. Mettre au point des sondes d'hybrida-
tion ¢st particulicrement important pour
wentitier T congolense, cette espeee s'étant
montrée tres hétérogene génomiquement.
Pour disposer d'une sonde d"hybridation
(ui nous aide & identifier une espéee de try-
panosome, nous prenons le total de 'ADN
génomique d'un clone donné, et I'hybridons
peu de temps, & une coneentration limitée,
avee PADN d'autres clones de e méme
espeee, mais qui viennent dautres endroits.
Le résultat de cette opération est d'identifier
les séquences  répétition qui sont com-
munes i tous les clones soumis & I'épreuve.,
Nous clonons alors ces séquences it répéti-
tion dans un vecteur (phage ou plasmide) et
nous nous ¢n servons comme sondes d’hy-
bridation pour identiticr des trypanosomes.
Nous avons, en employant cette technique,
prépard des sondes d"ADN en partant de:
T congolense 1LNat 2.1y, T brucei (11Tt
[.h): une lignée vuest-africaine de 7" vivax
(1. 1392). Nous nous sommes servis de ces
sondes pour déceler et identifier des infec-
tions de trypanosomes chez des glossines.
Nous avons examiné en 1985 la séquence
de nucléotides qu'il y a dans le fragment
d"ADN qui nous servait de sonde pour
T congolense. Ce fragment appartient i la
classe I"ADN gu’on appelle 'ADN satellite
et dont on ignore la fonction. Compard i
"ADN satellite d*autres especes de trypano-
some, celui-¢i est spécitique de 7" congo-

49


http:o,'tol'n.se
http:Y',l'gohn.Lw

lense; c’est done un utile marqueur pour
cette espéee. Essayé contre ¢ing échantitlons
de T'b brucei, cing de T b gambiense, deux
de T b rhodesiense. 17 de T congolense,
deux de T evansi. deux de 7 vivay et deux
de T simiae. T sonde s'est hybridée avee 13
des 17 clones ou souches de T congolense.
mais avee nulle autre espece. Les seuls
¢chantillons de 7" congolense que la sonde
nait pas déceldés venaient de trypanosomes
trouvés i Kilili. A partir des isolats de

I" congolense de Kilifi, nous avons prépard
une sonde d*hybridation. I"avons clonde et
Favons en partic séquencée. Nous devrions
pouvoir, avee cette nouvelle sonde. con-
firmer le rapport qu'il v a entre les trypano-
somes de Kiliti et ceux dauatres endroits

" Alrique. en ce qui coneerne T congolense.
Nous avons aussi. en 1985, cloné une
sonde qui ne s"hybride quavee 'ADN de

I simiac. espeee importante pour les pores
ctquiil est difficile de distinguer de 1 con-
golense par d"autres méthodes. En 1983
eneore. nous avons séquencé L sonde de

I brucei. et constatd qu'il ne 8" agissait pas
d'un fragment " ADN satelite. et guelle
avait le pouvoir de coder une protéine
rypanosonigque,

Nous avions controlé, en 1984, Ta sen-
sibilit¢ des premicres sondes produites i
FILRAD. en nous servant pour cela de try-
panosomes puritics. extraits de spécimens
de sang dilué. Nous continuons i1 travailler ;1
rendre ces controles plus sensibles. Nous
avons, en 1985, ¢prouve les sondes d hybri-
dation contre des spéeimens prélevds sur des
glossines infectées. La sonde de 7 congo-
lense a décelé, au bout dune nuit., des try -
panosomes dans fe jabot des glossines
infectées, et au bout de cing heures dans
leur trompe. Nous navons pas peru d'hy-
bridation ches les glossines non infectées
choisies comme témoins. La sonde de
I brucei a, au bout dune nuit, décelé I'in-
fection dans Iintestin moyven des glossines
et leur glande salivaire: mais clle ' pas
reconnu de fagon siire fes trypanosomes
dans la trompe des glossines infectées.
meme au bout d'une semaine. La sonde de
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T vivax a décelé IMinfection dans plus de
70% des substances qui provenaient de la
trompe de glossines infectées.

Une expérience préliminaire nous a donné
& penser quavee fa sonde de 7 brucei, on
pourrait deeeler dans le fluide cérébrospinal
de bétes infectés un nombre méme trés petit
de trypanosomes: jusqu'it 200 par ml. 1. em-
ploi de fa sonde dhyvbridation pour déceler
des parasites dans le fluide cérébrospinal
nous i dnd des résultats qui sont en corré-
lation avee ceax dlautres méthodes. tn des
avantages de Pemploi de ce procédé pour
mesurer la parasitémic du fluide cérébrospi-
nal est quiil signale non seulement les try-
panosomes vivants, mais aussi les
(FYPAnosonies morts ot en moreey,

Nous nous sommes servis des sondes
d’hybridation pour caractériser un bon
nombre des spécimens dont nous disposions
a FILRAD. La sonde de 7 vivay qui vient
d*une souche ouest-africaine (1. 1392)
decele. nous Pavons constaté., les isolats est-
africains de cette espeee moins facilement
que ceus d'Afrique occidentale. Cest
pourgoui nous avons mis au point une sonde
Fhybridation spécitique pour les trypano-
somes (7 vivax) est-alricains: nous nous
somnies servis pour cela de VADN d un iso-
lat hémorragique de 7 vivay (11 2337), qui
vient du Kénva. En comparant des [rag-
ments de FADN de cetisolat i 'ADN de Ta
souche ouest-africaine. nous avons apergu
des diftérences bien claires, et nous avons
choisi dans FADN du trypanosome est-afri-
cain un fragment qui pourra sians doute sious
servir de marqueur pour distinguer catre les
deux groupes.

En criblant nos banques " ADN de
I congolense pour identifier des sondes Spe-
cifiques d*hybridation. nous avons identifi¢
plusicurs autres séquences de nucléotides.
Dapres des expériences préliminaires. nous
croyons que deux de ces séquences—dont fa
fonction est dailleurs inconnue—pourraient
bien ctre d utiles réactifs pour distinguer les
trots sous-genres de trypanosome: Tirvpano-
zoon, Nannomonas et Duttonella (tigare
16).
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Figure 16 Hybndation de la plasmide recombinante pMLS avec 'ADN, digeré par Rsa |, de
differentes especes et sous-especes de trypanosome  Voict leur repartition par colonnes: (1.11)
Twivax lL.Dat 1 2, (2.3.45) T congolense 1LNat 2.1 ILNAT 3.1, ILNaR 1. clone 776 (6) T b bruce:
ILTat 1.1:(7) T b gambiense LiTat 1.6, (8) I b rhodesiense ETat 1.10. (9) T b brucei ILTat 1.4:
(10) T evansi KETRI 2443 ¢1: (12131617} T congolense AnNat 3 1, ILNat 3 1. ILRAD 2463 (du
CRTA du Burkina-Faso) 1.Nat 2 1. (14.15) T congolense (Kilifi)) ILNat 4.1, ILNat 5 1. La lalle des
fragments d ADN est donnee en kb Cette pMLS révele des fragments d ADN d'une taille égale

ches les trypanosomes dun moeme Sous-(Gente

Une fois quau moyen de 'hybridation
avee une des sondes dADN que nous avons
a FILRAD. nous avons identific un clone
ou isolat de try panosome. nous pouvons Je
caractenser davantage en hvbridant avee
draitres sequences d ADNL clonces indé-
pendanmiment. On peut wissi caracteriser les
clones de try panosome en comparant le site
de telle outelle sequence sur des molecules
do difterentes talles, separees par des
enzymes qui digerent FADN,

En separant par notre electrophorese des
molecales FADNCde T talle dhan chromo
some. prises i L congelense (K, nous
avons constate des proils sinndanres ches fes
Clones quis drapres Panadyse serologigue.
apparteinent g menie serodemie thgure
F7rOn pourran peat-¢tie se servir de ces
profifls que nous appellerons des can
oty pes moleculanres
stdes clones de Feonvolense ont des
chances d apparteniy ou meme serodeme.

Favee gu coneerne £ congolense 1Nl
VL nous avons constate que les canvotypes
moleculanes correspondarent aus profis de
L resistance cronsee o vive Quand nous

nvons mlecte des chievies ivee un canvoly pe

pot savorr dinanee

donnée de T congolense, elles ont résisté i
Fattaque de 7" congolense du méme cary-
otype, mads Staient sensibles O Mattaque de
1 congolense de carvotvpes ditférents: elles
ne faisaient pas de chancres dans fe premier
cas. clles en faisient dans e second. Ces
expertences nots ont appris dautre part que
le caryotype moléculaire peat ¢tre L pro-
pricte stable d'un clone donnd de trypano-
somes ches des trypanosomes transimis
cveliquement o des caprins ou des bovins,
Aous noavons pas observe de changement de
carvotype. meme quatnd nous maintenions
Fintection pendant jusquia 90 jours dans le
courant sanguin de ces betes,

On o découvert ces dernieres années qu'il y
avune notable diversité génétique chez cer-
taines des espeees de trypanosome actuelle-
ment reconnues. Crest une diversité qui
apparit quand on décrde des diftérences
dans i mobilite electrophorenque de cer-
tines enzymes. On peat par exemple distin-
cuer amst les specimens de 170 bruced gui
vicnnent d"Adrique orientale de cens qui



Figure 17 Caryotypes moléculares vanables chez les clones de T congolense de sérodémes
differents Nous avons pns des molecules dADN. de taille chromosomique, dans des clones de
I'congolense dont chacan appartenait 4 un serodeme diferent. nous les avons resolus dans un
gel dagarose a 1.0%. par OFAGE . ntervalle des pulsations ¢lant de 20 secondes. Au bout de
1O heures. nous avons colore ce gel of Favons phologranhic. Disposition des clones dans les
colonnes (A) 1.2.3 ADN des clones ILNat 2.1 [LNat 3 1. C36 (B) 1.2.3° ADN des clones ILNat
3 TLNaR 1 (CH7). 776 (C) ADN des clones suivants: 1: [LNat 4 1.2 T (1) brucer ILTat 1.1 3.
WNat 510 INat 3 1.5 7 (1) brucer ILTat 1.1 6 1LNat 2.1 ILNat 4 1 ¢t (LNat 5 1 dénvent des
isolats de Kl Les clones de 1 congolense g proviennent de serodemes différents ont des
caryolypes moleculaires differents. Mais tous ces caryotypes différent eux-memes neltement de
ceux de tiypanosomes d'autres especes. par exemple T brucer (colonnes 2 el 5) comparé a
Nannomaoneas de Kilh (colonnes 1 el 3)
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viennent d’ Afrique occidentale; de la méme
fagon, on a constaté que les isolats dc

T congolense qui viennent du Libéria sont
distincts de ceux qui viennent d’autres
régions d'Afrique.

En 1985, nous avons comparé plusieurs
souches de Nannomonas de Kilifi avee des
groupes de T congolense qui venaient
¢’autres régions d’Afrique. Plusieurs
enzymes des isolats de Kilifi different, nous
"avons constaté, des enzymes des autres
isolats de T congolense (tigure 18). Tous les
isolats de Kilifi que nous avons ¢tudiés
apparticnnent a un groupe génétiquement
distinct. Nous avons aussi analysé les
enzymes d'isolats de Nannomonas qui ven-
aient de Muhaka (4 100 km environ au sud
de Kilifi): sur 25 isolats, 23 ressemblaient
aux groupes de 7' congolense déerits jus-
qu’ici, mais deux avaient les enzymes ca-
ractéristiques des trypanosomes de Kilifi.

A T'occasion de recherches partiellement
financées par I'AIEA, 'ILRAD a constaté
que les glossines mdles stérilisées par irradia-
Lion aux rayons gamma peuvent transmettre,
ausst bien que les glossines normales, les
trois principales espéees pathogenes de try-
panosome. Ces recherches, commencées en

x‘ﬁ“x“-”'m’ ’G

1980 et achevées en 1985, ont cu pour sujet
la capacité vectorielle de méles stérilisés de
sept especes ou sous-especes de glossine, et
des souches, est-alricaines ou ouest-afri-
caines, de T vivax, T congolense et T bru-
cei. Leurs résultats, résumés par la figure
19, ne présentent que des différences tres
petites ¢t sans constance entre le taux d'in-
fection des glossines irradiées et celui des
glossines normales. 11 faut donc en conclure,
a notre avis, qu’en lachant un grand nombre
de glossines miles stérilisées pour lutter
contre I'infestation des mouches tsé-tsé, on
pourrait bien augmenter les risques immédi-
ats de trypanosomiase. 11 faudrait par consé-
quent associer d ces lichers d’autres
mesures, d’une portée immédiate, pour lut-
ter contre 'infection dans les populations,
animales ou humaines, qui seraient en dan-
ger d’etre atteints de trypanosomiase.

Beaucoup d'agents d’exécution avaient
¢mis I'idée que scules Ies glossines tout
récemment devenues insectes parfaits peu-
vent prendre et transmettre I'infection par
trypanosomes. I en résulterait que, si on
lachait des glossines stérilisées arrivées a
maturit¢, on n'augmenterait pas le risque de
trypanosomiase. Pour contrdler cette éventu-
alité, nous avons laissé des glossines, males
ou femelles (G m centralis), agées de 30

Jours, piquer une chevre infectée par T bru-

» O
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Figure 18. Mobilite électrophorétique d'une peptidase trouvée dans plusieurs isolats de
Nannomonas. Voici quelques-uns, de ces isolats, de jauche a droite: colonne 1, IL 1180 prelevé
sur un hon de Serengeti (Tanzamie), colonne 2, IL 2411, d'Afrique occidentale: colonne 3, isolat de
Muhaka (Kenya). colonnes 4 a 19, i1solats de Kilif) (Kenya), colonnes 20 a 21, isolats de Muhaka
{(Kénya), avec des enzyimes analogues a celies de Kilifi, colonnes 22 a 25, isolats de Muhaka;
colonne 26. globule rouge de souns, colonne 27. 1L 1180.



vivax vivax congolense  congolense brucei brucei
est- ouest- cst- ouest- Cst- ouest-
Espéce de africain africain africain africain alricain africain
glossine (IL 2241) (IL 1392) (IL 2047) (Il. 2281) (IL 923) (IL 2380)
G m centralis
Stériles 559 49,5 44,0 55.8 509 123
Feconds 61.1 463 353 492 40,4 6.8
G austen
Stériles 4.2 50,0 0.0 2.1 1.0 0.0
Feconds 1.8 54.8 2,0 3.0 0,2 0,0
G p palpsis
Steriles 0,0 45,3 0,5 1,0 0.4 04
Feconds 0.0 39,9 0.5 0,7 0,4 0,0
G p gambiensis
Steniles 1.8 58,1 0,0 0.3 0,0 0.2
Feconds 1.3 62,8 03 0.3 04 0,0
G f luscipes
Steriles 0.3 42,2 1,6 1,5 1,6 0,0
Feconds 05 41,2 6,0 0,9 2,1 0,0
‘ G tachinoides
Steriles 0.0 41,7 0,3 0.8 15 1.3
Feconds 0.3 415 0.3 2.0 1.0 07
i G brevipalpis
Sterles 69.7 754 18.3 88 0,0 0.0
Feconds 753 81.6 15,7 6.3 0.2 0.0

1

Figure 19. Pourcentage d'infection chez los males arrives a maturité de sept especes de
glossines, stenlises aux rayons gamma el nourries sur des béles infectées par des souches de
Tvivax. T congolense ou T bruce: d'Afnique onientale ou occidentale. Nous avons compare tous

Ces groupes avec des temoins fertiles.

cets nous les avons alors laissé piquer un
lapin non infecté: nous Ies avons enfin diss-
quées 30 jours plus tard pour en déterminer
le taux dinfection. Chez ces elossines arri-
vées & maturité, ce taux (14.8%) dtait plus
faible que chez des glossines au début de
IPage adulte (27.5% ) nourries sur a meme
chevre: muais il ¢tait encore asses haut pour
causer une forte transmission de la maladic.
Nous avons dautre part procédé i des
experiences, en 1985, pour conngitre les
cffets de infection par trypanosomes sur fa
fagon dont les glossines choisissent leurs
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victimes et les piquent. Nous avons infecté
des glossines (G morsituns et G i cen-
tralis) avee des trypanosomes (7 vivay,

I congolense ou T brucei), et les avons lais-
S¢ piquer, 20 jours de suite. des lapins ou
sourts non infeetés. 1 n'y a cu aucune dit-
f¢rence marquée entre les groupes de glos-
sines infectées et ceux de sossines non
infectées quant & lu fiéquence de leurs essais
ou de leurs repas. Nous en concluons que T
présence de trypanosomes dens I'intestin
moyen des glossines, leur trompe ou leur
glande salivaire ne dérange pas le comporte-
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ment alimentaire de ces insectes.

Nous avons encore ¢tudié les effets de
Pinfection par trypanosomes sur la durée de
la vie des glossines et sur leur reproduction.
Nous avons laissé s accoupler des groupes
de glossines femelles (G m morsitans)
récenmiment arrivées a 1'age adulte. et les
avons laissé se nourrir 63 jours sur des
veaux ou des chevres infectés par 77 vivax,

T congolense ou T brucei. Nous avons en-
suite comparé leur taux de survie et le nom-
bre ct le poids des pupes produites par clles
avee les mémes parametres chez des glos-
sines femelles nourries sur des veaux ou
chevres non infectés. Les différences entre
glossines aux hotes infectés et glossines aux
hotes indemnes étaient faibles et sans cons-
tance: nous en avons conclu qu'une forte
morbidit¢ de trypanosomiase dans les popu-
lations de mammiferes na pas de mauvais
effets sur les glossines.

On avait ausst ¢nis idée que le taux
d'infection par les trypanosomes pourrait
augmenter chez les glossines si ces parasites
passaient moins vite du jabot a intestin
moyen. Pour controler cette éventualité,
nous avons pris des groupes de G m morsi-
tans réceminent arrivées i age adulte et les
avons laissé piquer une chevre infectée par
1" b brucei. Nous avons ensuite transféré
certaines de ces glossines dans un milicu
plus frais (20°C au licu de La température
normitle de 257C) pour une heure. Ce
changement a cu pour etfet de ralentir le
mouvement des (rypanosomes du jabot i
intestin moyen. Pourtant, quand nous
avons disséqudé 35 jours plus tard les glos-
sInEs restées vivantes, nous n avons pis
constaté de différence marquée entre les
divers groupes quant au taux d'infection.

Nous avons continué & nous cfforcer. cn
1985, d améhiorer les méthodes sérologigues
employées pour discerner la source des
repas de sang des glossines. Nous avons
d*abord obtenu des antisérums qui recon-
naissent beaucoup d'esréees de mammiferes
ct d*oiscaux d'apres de minuscules quantités
de sang pris i des glessines capturdes et
conserve sur du papier filtre. Normaliser des

antisérums étant difficile, nous cherchons
actucllement & obtenir des anticorps mono-
clonaux contre les protéines propres i une
famille ou espece de mammiferes. En 1984
¢t 1985, nous avons obtenu des anticorps
monoclonaux qui reconnaissent des spéci-
mens de repas de sang dont la provenance
est: les bovins; les caprins et les ovins; les
porcs domestiques, les potamocheres et les
phacocheres; le taurotrague: le cob; I'oryx;
les alcélaphinés (gnou, bubale et damalis-
que). Nous avons mis cette technique i la
disposition de nos collegues de Centre inter-
national de physiologie et d'¢eologic des
inscetes (ICIPE), ¢t nous analysons des
spécimens de repas de sang des glossines
pour le Centre internadonal de trypano-
tolérance, en Gambie, ainsi que pour les
stations du Réscau CIPEA/ILRAD de
recherches sur L trypanotolérance en
Afrigque centrale et oceidentale, en Ethiopie
ctau Kénva.

Nous avions, en 1983, extrait de la salive
ctde L glande salivaire de G m centralis un
inhibiteur de la thrombine. "avions purifi¢,
clavions constaté son effet anticoagulant sur
les repas de sang des glossines. Nous avons
ausst identifié, dans I'intestin moyen des
glossines, des enzymes fibrinolytiques qui
sont probablement un dispositif de renfort,
desting a protéger les glossines. pendant
leurs repas. des elfets eventuellement dan-
gereux de Ly coagulation du sang. Nous
avons, en 1985, employé plusicurs systemes
de purification et de controle pour caracté-
riser ¢ enzymes. Nous en avons identifié
deux: ce sont des protéases sérines. Elles
conststent ¢n chaines uniques de polypep-
tides dont la masse moléeulaire est entre
25.600 et 30.000 daltons. La réaction des
sérums immuns obtenus contre ¢es deux
enzymes montre quelles sont proches pa-
rentes, ayant peut-Clre en commun certains
déterminants antigénigues. Nous examinons
de plus pres les réactions des anticorps i ces
cnzymes: nous voulons savoir si 1'on pour-
rait se servir de ces anticorps pour empécher
la rupture des caillots dans Ie jabot des
slossines.
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II'y a plus de 50 ans qu’on emploic des try-
panocides en Afrique, dans bien des
endroits; mais trés peu d’entre cux sont dans
le commerce, et il y a plus de 25 ans qu’on
n'en a pas vu de nouveau sur le marché. Un
des principaux obstacles a la création de
nouveaux trypanocides pour traiter les étres
humains ou les animaux est qu'essayer de
nouveaux produits sur des animaux, a titre
expérimental, est un procédé qui codte cher,
I importe de plus ep plus, d'autre part, dc
controler les trypanocides déji existants
parce qu'il apparait maintenant des popula-
tions de trypanosomes qui manifestent une
certaine resistance a ces produits.

Nous nous servons des systémes de cul-
ture mis au point & I''lLRAD pour controler
i vitro les effets des trypanocides sur dif-
[érentes especes ou souches de trypano-
some. Nous poursuivons ce travail cn
collaboration avec I'Institut tropical suisse.
Il est certain que la fagon dont un trypano-
cide agit en laboratoire ne correspond pas
toujours exactement & la facor dont il exerce
ses effets sur le terrain: sourtant le résultat
de ces controles nour renseigne trés utile-
ment sur la possibiliié d’améliorer la lutte
contre la trypanosomiase. Des produits qui
S¢ sont montrés extrémement actifs in vitro
mais qui agissent médiocrement sur le bétail
pourront peut-Ctre devenir utiles une fois
qu’on aura modifié leui structure ou leur
formule. D’autre part, un produit qui se
moantre trypanocide in vivo mais non in vitro
risque fort d’étre métabolisé: si nous trou-
vons de quel métabolite actif il s agit. nous
obticndrons peut-¢tre un plus puissant effet
trypanocide.,

Le systeme de controle in vitro per lequel
nous avons commencé employait des try-
panosomes (7" hrucei) culivés avee des cel-
lules de couches nourricieres prises a des
mammiferes. Nous mesurions la concentra-
tion minimale du produit qu'il faut pour
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empécher la croissance des trypanosomes de
dépasser 50% en 24 heures de contact
(ICs,). Nous avons travaillé, cn 1984 ct
1985, & simplificr ¢t normaliser notre Sys-
ttme de contréle, et i étendre sa portée a
I"action trypanocide d’un produit sur 7° con-
golense et T vivax.,

On peut facilement commencer des cul-
tures de T brucei en partant de métacyc-
liques pris sur des glossines, ou bien en
partant de sang parasitémique. En revanche,
pour avoir ¢n culture des formes sanguines
de T vivax ou de T congolense, il est plus
str de leur faire passer in vitro tout leur
cycle vital, et de n"employer que la «se-
conde génération» pour le contréle des try-
panocides quant & leur effet sur ces deux
espeees. Nous nous sommes efforeés aussi
de simplifier Ia culture de T congolense et
T vivax en éliminant le besoin de cellules
de couches nourricieres, mais nos efforts
sont jusqu’ici restés vains.

Nous avons, en 1985, contrdlé effet de
sept trypanocides sur 7" vivay (L 1392), et
I"avons comparé A leur effet sur T brucei
(TC 22%). Les phénanthridines (chlorure
d'isométamidium—Samorin de May and
Baker; chlorure d’éthidium—Novidium de
May and Baker) se sont montrées plus
actives contre T vivax que contre T brucei.
Quant aux diamidines (I"acéturate de dimi-
nazene; I'iséthionate de pentamidine-—Pen-
tamidine de May and Baker), clles ont
manifesté dans les deux cas une activité ana-
logue. Le naphtalene (suramine—Naganol
de Bayer) ¢t la quinoline (sulfate de quina-
pyraminc—Trypacide de May :nd Baker) se
sont montrés beaucoup plus actifs contre
T brucei que contre T vivax. Ces résultats
correspondent & ce qui se passe in vivo.
Procédant & un grand nombre d'épreuves
paralléles pour chaque trypanocide, nous
avons mis au point un programme informa-
tique pour évaluer et analyser I s données
fournies par le criblage des pro Luits.

Gn peut vouloir ne pas controler seule-
ment la viabilité et la croissance des try-
panosomes qu’on a attaqués avec un
trypanocide, mais aussi leur caractére infec-



ticux. Quand nous avons exposé une souche
de T congolense (1L 1180), pendant 24
heures, & une faible concentration de chlo-
rure d'isométamidium, leur croissance n'en
a pas souffert, mais ils ont perdu leur carac-
tere infecticux pour les souris. En combinant
ces deux parametres: inhibition de la crois-
sance et perte du caractere infecticux. on
obtient un systeme de controle assez sensi-
ble pour déceler Iaction trypanocide dans
des spécimens prélevés sur des animaux
infectés. Quand. ayant pris des spécimens
de plasma sur des bestiaux boran infectds
par 7" congolense et traités au chlorure d'iso-
métamidium. nous les avons joints 3 des
cultures de 7 congolense. ce plasma a wé
les trypanosomes ou les a rendus non infec-
ticux pour des souris. Mais. quand nous
avons pris le plasmi sur des bestiaux rede-
venus sensibles i une infection. ce plasn
alimentait fa croissance des trypanosomes.

Nous nous servons maintenant de ce con-
trole in vitro pour évaluer les effets que peu-
vent avoir sur la viabilité des trypanosomes
ctleur caractere infecticux le plasma et le
fluide cérébrospinal pris i des chévres trai-
tées avee différents trypanocides. Nous
employons la chronetographic liguide i
haut rendement. conjointement avee notre
systeme de controle, pour essaver de quanti-
fier ies trypanocides présents dans les spéci-
mens prélevés sur des sujets traitds.

Avant de pouvoir analyser les trypano-
cides par chromatographic, il faut les avoir
extraits du plasma. Nous retirons assez
facilement du plasma acéturate de dimi-
nazene. et nous pouvons déceler par chro-
matographie des quantités de ordre de
quelques g, En revanche, extraction de Ia
suramine est plus complexe. parce que ce
produit se joint aux protéines du plasmu:
nous ne pouvons done & heure actuelle
déeeler avee précision que des quantités plus
grandes (de Fordre de 200 pg/msi). Déceler
du chlorure dlisométamidiun dans les spéci-
mens de plasmir est aussi quelque chose de
comphiqué. parce que ce produit se décom-
pose. i Pintéricur de 'note, en des métabo-
lites actifs, que nous navons pas encore

identifiés. Nous travaillons actuellemen.
identifier les ¢léments actifs qui, dans le
plasma des sujets traités, different du pro-
duit dont ils viennent, et aussi & rendre plus
sensibles nos procédés de détection des try-
panocides dans les fluides biolegiques.

On peut, sans procéder d'abord 2 leur
extraction, mesurer directement par chroma-
tographic les quantités de trypanocide pré-
sentes dans e fluide cérébrospinal des
animaux traités. Les analyses du fluide ¢éré-
brospinal visent particulicrement i déeeler le
mélarsoprol (Arsobal de Spécia). sen! pro-
duit d’usage courant dont on sache qu'il
triaverse la barriere entre le sang et le cer-
veau en quantités trypanocides.

Les trypanocides et a
protection qu'ils conferent

Bien que les trypanocides soient d'un usage
courant, on sait tres peu de chose de la
tagon dont il agissent in vivo, ou des fac-
teurs qui peuvent influer sur Iefficacité de
tel ou tel régime thérapeutique. Les facteurs
i considérer sont en effet: le dosage du pro-
duit; intensiid de attague des trypano-
somes: effet dune infection antéricure au
traitement par le produit: I"acquisition éven-
tuclle de Fimmunité sous le couvert de fa
chimioprophylaxie.

Nous avions appris, par une expéricnce
de 1984, que le traitement au chlorure d'iso-
métamidium (I mg par kg de poids du sujet)
protege les bovins pendant au moins cing
mois contre attaque réitérée de 7 congo-
lense (1L 1180). Ce n*¢tait que e produit,
selon toute apparence. qui eonférait la pro-
tection, puisque nous navions déeelé aucun
anticorps antitrypanosome dans aucun des
animaux qui résistaient a cette astaque. En
1985, nous avons procédé i une deuxicme
expérience: nous avons trait¢ 24 baeufs
boran d*un an au chlorure d'isométamidium,
ctles avons attaqués ensuite tous les mois
avee I congolense (11 1180 ou 11, 2642),
pendant deux i sept mois apres ce traite-
ment (figure 20). Nous avons procédé pen-
dant toute cette expérience i des controles
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Dcse du Mois de la premiere
Attaque produit — Attaque  — infection

Groupe précédente (mg/kg) Sérodéme Méthode Sujet: 1 2 3 4
A - 1 IL 1180 5 glossines 5 6 - -
B — 1 IL 2642 5 glossines 6 6 - -
C — 0.5 iL 1180 5 glossines 4 5 5 -
D IL 2642+ 0.5 IL 1180 5 glossines 5 5 6 6
E — 0.5 IL 1180  5.000 métacycliques 4 4 6 6
F — 0.5 IL 1180  £00.000métacycliques 4 5 5 7
*Cing glossines infectées, quatre scmaines avant le lrajlement.

Figure 20. Efficacité du traitement au chlorure d'isométamidium contre l'attague des bovins par

T congolense. Nous avons pris 24 baeufs boran d'un an et les avons divisés en six groupes de
quatre. Nous avons traité tous ces groupes au chlorure disomeétamidium (1 mg ou 0,5 mg par
kg). et les avons fait attaquer lous les mois par T congolense (IL 1180 ou I 2326), pendant deux
a sept mois apres ce traitement. L'attaque s'est faite soit par l'intermediaire de cing glossines

(G m centralis) infeclées, soit par I'noculation de 5.000 ou 500.000 trypanosomes metacycliques
eleves in vitro Nous avons en méine temps. pour nous assurer du caracterc infectieux de notre
trypanosome, fait attaquer tous les mois des témoins non traites.

cliniques normaux. Nous avons controlé la
parasitémic aprés chaque attague, tant par
observation directe que par inoculation a des
souris. Nous avons vérifié la sensibilité au
produit, i 1 varo, des populations de trypa-
nosomes observées apres rechute, et nous
avons controlé chaque sujet pour savoir §'ils
avaient une réaction immunitaire contre les
trypanosomes. La figure 20 indique com-
ment 'infection a commencé chez tous les
sujets traités.

Dans une proportion des trois quarts, les
sujets traités ont cu, quand on les infectait,
une réaction cutanée moins prononcée, et
une moins sévere hypertrophie du ganglion
lymphatique préfémoral d’écoulement, que
fes témoins non traités. Chez beaucoup des
animaux traités, d’autre part, la parasitémic
et 'anémie concomitante ont tardé a se
déclarer. Aucun des trypanosomes observées
apres rechute n’a montré la moindre résist-
ance acerue au produit en question.

Les quatre sujets auxquels nous avons
inoculé 500.000 métacycliques ¢levés in
vitro ont tous produit, en quantités faibles
mais persistantes, des anticorps contre les
trypanosomes: ils étaicnt pourtant encore
sensibles & I'infection entre quatre et sept
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mois apres le traitement. Aucun des autres
sujets n*a montré de réaction antisomatigue
pendant Ie temps ol il était sous la protec-
tion du produit: nous n’avons dos¢ des anti-
corps qu'au début de la parasitémic. Les
cing sujets qui restaient réfractaires a infec-
tion & la fin de 'expérience n'ont pas pro-
duit danticorps contre les trypanosomes.
Voici le résumé de nos conclusions.

I. Les résultats de I'expérience ont ét¢ i peu
pres les mémes quand il s”agissait de deux
sérodemes non apparentés de T congolense;
on ne peut pourtant pas généraliser; car, sur
e terrain, d*autres populations de T congo-
lense ou des populations de 7 vivax peuvent
différer en virulence ou en sensibilité au
produit.

2. Bien que I'expérience n'ait porté gue sur
quelques bétes, il ressort de analyse statis-
tique des résultats qu'il y a un rapport direct
entre le dosage du produit et la durée de la
protection.

3. Une infection antéricure (groupe D) n'a
aucune influence, & ce qu'il semble, sur la
durce de I protection ou "acquisition de
I'immunité.

4. Etant donné les conditions de I'expéri-
ence, nous navons déeelé aucun rapport




entre la durée de la protection et le degré de
I"attaque par les trypanosomes (groupes C,
E. F).

5. Pendant le temps de la protection chimio-
prophylactique, nous n’avons constat¢ des
réactions immunitaires que chez. les sujets
soumnis a des attaques répétées et extréme-
ment fortes (groupe F).

6. Nous n'avons apergu aucun signe de
résistance au produit. Les populations de
trypanosomes observées apres rechute res-
taient sensibles au chlorure d'isométami-
dium & des doses de 0,5 mg/kg (au contrdle
invirro).

Nous cherchons actuellement i savoir
quelles conditions régissent 'apparition de
réactions immunitaires de protection chez
les animaux traités aux trypanocides. Nous
nous servons du systeme de controle in vitro
que nous avons mis au point a 'ILRAD
pour mesurer la proportion du produit qu’il
y a dans le plasma pris & des animaux traités
ct pour calculer La concentration qu'il en
faut pour une protection effective. Nous pro-
cédons a cette recherche en collaboration
avee I'Université de Glasgow (Royaume-
Uni) et 'ODA.

L."¢tude gue nous avons faite en colla-
boration avee le Laboratoire kényen de
recherche vétérinaire et 'Université libre de
Berlin (Allemagne fédérale) consistait &
essayer des méthodes immunologiques pour
Juger de Pefficacité du traitement des cha-
meaux par typanocides curatifs. Nous avons
pris dix chameaux. dépourvus, au com-
mencement de notre étude., d*anticorps anti-
trypanosomes, et les avons infectés avee des
clones de 7 evansi (KETRI 2443). Huit
senuaines plus tard, nous les avons traités,
cing & la suramine et cing au mélarsoprol,
Nous avons infecté, comme t¢moins posi-
tifs, trois chameaux, mais ne les avons pas
traités; deux autres chamcaux étaient
t¢moins négatify.

Nous avons régulicrement prélevé sur
tous ces sujets des spéeimens de sang et de
Auide cercbrospinal, jusqu'a sept mois apres
la premicre infection, et nous avons procédé
i plusicurs sortes danalyse. Nous avons

control¢ la parasitémie, ct déterminé par
micro-électrophorése la proportion des anti-
corps IgM et 1gG. Périodiquement, nous
avons pesé les chameaux ct examiné s'ils
présentaient des signes cliniques de maladic.
Les chameaux infectés ont montré les
signes cliniques caractéristiques d’unc infec-
tion par T evansi: émaciation, anémic,
ademe. La subinoculation a des souris,
avant le traitement, a révélé des trypano-
somes dans le fluide cérébrospinal de tous
les sujets; mais nous n’avons observé aucun
signe clinique d'unce infection du systéme
nerveux central. Le traitement au mélarso-
prol a, selon toute apparence, fait disparaitre
les trypanosomes, et il n’y a cu aucune
rechute. La suramine, qui n'a pas d action
trypanocide dans le systeme nerveux cen-
tral, a «lle aussi, i notre avis, amené une
gucrison effective. Dans le groupe traité a la
suramine, nous avons, par inoculation a des
souris, décelé une rechute; mais nous
n'avons pas trouvé de trypanosomes dans le
courant sanguin de ce sujet, ni n’avons
apergu de signe clinique de la maladic. La
proportion des anticorps antitrypanosomes,
tant IgM que IgG, a augmenté apres 'infec-
tion; mais, apres le traitement. la proportion
d’1gG a diminué, I'électrophortse 1'a
montré¢. Ce qui nous donne i penser que
cette Clectrophorese (ELISA) pourrait étre
un bon instrument pour le diagnostic, sur le
terrain, de la trypanosomiase des chameaux.

Faude de T résistance
ala trypanosomiase

Nous savons, grice aux études sur le ter-
rain, que les bovins ndama (Bos raurus)
d’Afrique occidentale sont micux capables
de muaitriser I'infection par trypanosomes et
de résister aux signes cliniques de cette
maladic que le Zébu (Bos indicus) d’ Afrigue
ou les races curopéennes de Bos raurus. En
1985, nous avons commencé des recherches
tres actives sur le mécanisme (ou les méca-
nismes) de Ja résistance des Ndamas a la try-
panosonitise, en nous servant pour cela des
10 Ndamas que nous avions fait venir de
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Iacéturate de diminazéne les sujets dont
I"hématocrite descendait & 159 ou plas bas.
Nous avons examiné tous les sujets clinique-
ment. deux fois par semaine les trois pre-
miers mois et une fois par semaine ensuite.
Nous avons compté les globules blanes et
les globules rouges, les plaquettes ct les réti-
culocytes. et avons consigné la proportion
d’hémoglobine et les comptages différenticls
de globules blanes. Nous avons consigné
chaque semaine fe poids de chague sujet.

Les Ndamas comme les Borans ont fait
des chancres a tous les endroits de pigire.
Len deun groupes ont aticinti peu pres en
meme temps le maximum d& épaisseur de
leur peau thgure 22),

Nous avons décelé des trvpanosomes

dans le sang des Ndamas un jour plus (ot,
en moyenne, que dans celui des Borans, et
les Ndamas arrivaient au maximum de leur
parasitémic un jour plus tot, en moyenne,
que les Borans. Le niveau de ce premier
maximum ¢tait, chez les Ndamas, 1égére-
ment inféricur: de 40 jours & cing mois apres
Finfection, il ont eu une parasitémic con-
stamment plus faible que les Borans (figure
23).

L hématocrite de six Borans sur huit est
tombd i 15% entre 25 et 50 jours apres |'in-
fection: nous fes avons traites i acéurate
de diminazene (ligure 24). Les Ndamas et
les deux Borans non traités ont manitesté Ja
plus grave anémice 50 jours apres infection:
Fhématocrite des Ndama érait alors de 22%
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Figure 23 Nombre moyen des trypanosomes (evaluation) par ml de sang Juqgularre de hut
Ndamas et hat Borans mfectes. pac 'mtenmediaine de glossines, par 1 congolense (IL 1180).
Nous avons binte a Facelurate de dimmazene s des Borans, vers le cinquanticme jour: aucun

des Ndamiias na eu bosom doe tradomaoent
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try punosomes dans leur sang. Vo fe
résume de nos conelusions,

vant a la trypanosomuase.
2. Les Borans risquent fort de mourir de 20
@ 50 Jours apres mtection par 7 congor-

Figure 24 Hemalocnte moyen de hut Ndamas el hut Borans nfectes. par Dintenmedianre do
glossines. par T congolense (I 1180) Nous avons traite a laceturate de dimimazene six des
Borans. vers le cinquantieme jour. quand leus hematocrte est tombe a 15%%. aucun des Ndamas
n'a cu beson de tratement

enmoyenne, et eelui des Borans de 1877, lense. i moins d'étre traités. alors que fes
Apres celas les Ndamas se sont rétablis Ndamas commencent i ce moment-li i miai-
graduellement et ontateint un hematoerite triser la parasitémic,

normal 120 jours au plus tard apres Vintee A Les Ndamias commencent aniaitriser Ui
HON. s on poun it encore décou rir des nemie 235 jours environ apres intection par

I congolense: leur hématoerite commence i
remonter le anguanticme jour et atteint un

L Pendantles 200 pretiers jours apres 1attr pourcentage normal au bout de 120 jours
que de 7 congolense tansnus par les glos apres Pintection. sans quion les traite.
stes, Jes reactions sont sinnlares ches les S L crarssance des Neamas J un an subit
Nelamias et les Borans non exposes wapara un retard de 10 1500 pendant cing mois

dmdection par 7 congolense.
Nous allons ensute attaguer Ie groupe des
hutt Nelanmas mfectes avee un serodeme non



apparent¢ de T congolense. Nous compare-
rons leurs réactions & cette seconde attague
avec leurs réactions précédentes.

En 1985, les chercheurs de I'ILRAD qui
¢tudient la trypanosomiase chez les bites
sauvages ont compard la réaction cutanée et
la production d anticorps chez quatre buffles
¢t chez quatre bovins sensibles infectés, au
moyen de glossines, par 7" congolense (11,
F180). 1ls ont procédé i cette recherche en
collaboration avec le Laboratoire kényen de
recherche vétdrinaire et avee appui particl
du Gouverrement néerlandais. Les réactions
cutances i 'endroit des pigares des glos-
sines infectées étaient beaucoup moins
severes chez les buttles que chez les bovins,
i en juger par la variation de I'épaisseur de
la pean. Les chercheurs n'ont jamais décou-
vert de trypanosomes dans ies sections his-
tologiques de Ta pean des buffles. qui
pourtant ¢tatent infectés tous les quatre. s
ont constald de séveres destructions du col-
lagene dans L pean des bovins, mais non
dans celle des buffies. Chez les buffles. la
réaction cutande ¢tait en visible diminution
IS jours apres Fintection, moment o les
bovins ne montraient aucun signe de
régression,

Nos chercheurs ont déeelé des trypano-
somes plus 10t dans e sang des bovins (10 4
F2 Jours apres intection) que dans celui des
buttles €18 & 27 jours apres infection). 1
parasitémic ¢tait sensiblenment plus faible
chez les buftles: au bout de 30 jours. on ne
décelait plus de try panosomes chez cux.

I analyse sérologique du sang préleve sur
les buttles a rév ¢l des anticorps capables de
neutraliser les métaeyeliques de 7 congo-
lense des 1S jours apres Finfection. Ches
trots bultles sur guatie. on i pu observer ces
anticorps neutralisants plusicurs jours avant
de deceler des trvpanosomes dans e courant
sangain. Au contraire, il a fallu que i pa-
FasHEMIC Soit tres forte, selon nos obser-
vations, avant que les bovins naient une
réaction antisomatigue: ce n'est que 23 jours
apres Pintection qu'on a commencé i aper-
cevorr des anticorps neutralisants chez les
bovins, phus de 10 jowrs apres avoir décelé

des trypanosomes dans le sang. L'évolution
de la résistance chez le butfle, telle que cette
expérience a permis de 'observer, differe
notablement de ce qu'elle est chez les bo-
vins ndama, & en juger par I'expérience
rapportée plus haut.

Ferescau de recherches sUr
ity panotoleranee

L'ILRAD participe au réseau de recherches,
coordonné par le CIPEA, sur la trypanoto-
Ierance. Ce réscau comprenait en 1985 des
stations de recherche situées dans six pays
d*Atrigue occidentale et centrale (Gabon,
Zaire, Nigéria, Cote d'Ivoire, Togo et Gam-
bic) ainsi que des opérations de recherche au
Kénya ct en Ethiopice. L objectif de cette
entreprise est d’obtenir des donndes exactes
cteomparatles sur L santé et la productivité
de différentes races de bétail, dans difté-
rentes zones ¢cologiques. sous différents
régimes de gestion, et en plus ou moins
grand danger de trypanosomiase. Ces don-
nées sont essentielles si on veut organiser
le progres de T'élevage dans la région et
¢valuer ce progres, en ee qui concerne
notamment les mesures prises ou a prendre
pour maitriser li trypanosomiase.

Nou nous intéressons particulicrement,
aeet Card, aux races taurines indigenes
d*Afrigue occidentale qui se sont montrées
résistantes & la trypanosomiase: fes Ndamas
ctles Shorthorns ouest-africains. A la plu-
part des stations du réseau. on peut com-
parer L santé et ia productivité de ces races
a cetles des bestiaux sensibles élevés dans
fes mémes conditions. Les races locales de
moutons ¢t de chevres manifestent elles
HUSST Une certaine résistance i la
trvpanosomiase.

L.e role de PHLRAD a ¢1é d énoncer et
cnseigner Ta fagon de procéder pour contrd-
ler les populaaons de glossines., le taux d'in-
lection par trypanosomes chez les glossines
ctehes e bétail, er état de santé des bétes
sur qui portait cette étade. Cest aussi
FILRAD qu'il appartient essentiellement de
mettre en vigueur dans les stations de cette
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¢tude des mesures de lutte contre la trypano-
somiase, et de juger de leur efficacité. Le
CIPEA se charge des études de productions
animales ¢t de nutritions ainsi que du traite-
ment des données.

Autre importante contribution de
FILRAD aux travaux de ce réscau: en col-
laboration avee Ie CIPEA, il dirige des sta-
ges de formation aceélérée pour les agents
d'exéeution. Iy a normalement chaque an-
née i U'LRAD deux stages de formation
de sept semaines, Pun en frangais ot autre
en anglais. A L fin de 1985, 41 membres
du personnel du réseau de trypanotolérance
avaient requ une formation.

[es donndes rassembices au Gabon
depuis 1981 concernent les Ndamas rypa-
notolérants. les Ngunis sensibles it la trypa-
nosomiase. et leurs hybrides. 1.°éude a licu
dans une station d"Etat. située dans la zone
des forcts ombrophiles. Trois especes de
glossine infestent celte station: le tauy d'in-
fection par trvpanosomes est séricus. tant
chez les glosaines que chez les bovins sensi-
bles (figure 25). “Trois régimes de traitement
s appliquent aux bestiaux: traitement pro-
phylactique fotal. prophylaxic particlle. ou
traitement curadt quand L maladie se nani-
feste. analyse préliminaire des donndes
rassemblées depuis deux ans et demi sur la
sant¢ des bétes nous a appris que fes bes-
taux infectés maigrissaient pendant que les
bestiaux non infectés engraissaient. Dautres
données (figure 25) nous apprennent que les
Ndamas risquaient moins d'étre infectés.
faisaicnt moins d*anémie (meillear hémato-

Crite en moyenne) en avaient moins souvent
besoin de trypanocides que les besitaux sen-
stbles ou les hybrides.

Les Ctudes commencdes au Zaire en 1983
ont licu dans deux grandes stations d"éle-
vage de caractere privé (ligure 20). A la sta-
tion de Kolo, 25,008 Ndamas sont dans une
sone dont L trypanosomiase est absente.
Ces recherches doivent prendre fin en 1986
ct doivent nous procurer sur la productivité
des données qui serviront de référence pour
comparer L production des Ndamas selon
différents systemes de gestion et diftérents
risques de trypanosomiase. A la station de
Mushi iy & 16.000 Ndamas dans une zone
o le risque de trypanosomiase est séricux.
On traite certains sujets a acéturate de
diminazene anand Ja trypanosomiase se
manifeste. Une troisicme station du Zaire, la
stacon de production villageoise d ' Tdiofa,
est veaue sTadjoindre au réseau en 1983: Jes
paysans vy avaient Lait la connaissance des
Ndamas en 1957, Grice aux données ras-
sembldées T sur la santé des bestiaux et leur
productivit¢. nous aurons de quoi nous gui-
der utilement sur la capacité de production
des Ndamas sous un régime d*élevage
villageois,

L:n deux endroits de la Cote dlvoire,
Boundiali et “Tengréla, les recherches ont
commencd en Y83, en collaboration avee la
Socicte d’Etat pour le développement de Ta
production antmale (SODEPRA) de Cote
d*Ivoire, et Ta Gesellschalt fiir technische
Zusammenarbeit (GT7) d' Allemagne fédé-
rale. Les ¢leveurs locaux élevent des bovins

Pourcent
Race dinfection
N-famas H
Ngunis 27
Hybrnides 13

Hematocne

(o) produr, par an
35 0.6
28 4.4
30 2.4

Fratements au

Figure 25 Indices de la sante anmale de Ndamas (Bos taurus), Ngums (Bos indicus), et bovins

hybrides. eleve:. a la stabon d' Okouna | Kabon)

oule nsque de trypanosormiase est moyen. Nous

avons traite a l'acclurate de dummnazene les bestaux infecles Ces chiffres sont los moyennes de

nos observations do deux ans et deny
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et des ovins selon un régime de production
qui est semi-nomade (figures 26 ¢t 27). La
densit¢ d'intestation des glossines est it peu
pres la meme aux deus endroits, mais le ris-
que de trypanosomiase. caleule dapres le
taux d'infection des glossines. est plus erand
a Boundiali qua Tengréla. Plusicurs facteurs
rendent les recherches difticiles: Ta morbidité
est complexe: trypanosomiase. maladies
transmises par les tigues. hehninthiase, et le
risque de peste bovine et de peste des petits
ruminants (PPR): les bestiauy se déplacent:
il estimpossible de consigner tous les trai-
tements trvpanocides. Malged tout, les
donndes recueillies L doivent ¢tie repre-
sentatives des régimes de production prati-

qués dans les vastes régions semi-arides
d’Afrique occidentale.

En collaboration avec le Centre de
recherche et d'élevage (CREAT) et avee la
GTZ. les agents d'exéeution du réseau con-
trolent la production bovine, ovine et
caprine dans deux stations villageoises du
Togo. Avétonou et Sokodé (figures 26 et
27). Les chercheurs du Programme des
petits ruminants de fa zone humide (du
CIPEA) recueillent cux aussi des données
sur la nutrition et la santé des chevres dans
quatre stations villageoises de Nigéria. La
figure 27 reproduit les résultats préliminaires
de cette recherche.

FILRAD participe i opération engagée

&

Glossines Bovins -
Morbidité
Densite Morbidite Chepte!  mensuelle
Pays. station Espece moyenne moyenne Race etudie  (moyenne)
Gabon
Moanda palpahs 0.30 202 Naamas 900 5.0%
(Station) teabanformis .36 23.0 Ngunis 100 27.0%
nastu 0.06 8.8 Hybrides 200 12.5%
Jaire
Kolo palpalis 0,54 0,3 Ndamas 650 0,0%
{station)
Mustn luscipes 0,93 2,6 Ndamas 650 7.3%
(station) tabaniformis 5,28 1,2
Cote-ct'lvorre
Boundral palpalis 0,61 20,5 Ndamas 50 14.7%
(village) tachinoides 0.26 20.4 SAO 300 13.9%
morsitans 0,01 ? Zébus 20 32,8%
Hybrides 200 19.5%
Tengrela palpahs 0,94 4.2 Ndamas 410 3,0%
(village) tachinoides 0,07 10,4 SAO <0 2.7%
Zébus 10 3.9%
Hybndes 300 3.5%
Togo
Avelonou palpals , 14,3(7?) Ndamas 200 3,9%
(station ot tachinoidies 9.1(7) SAO 240 ?
vitlire) Hybndes 60 ?

bigore 26 Frequence des glossines, cheptel bovin et taux d'infection par les trypanosores. tant
chesdes glossines que ches le betal, dans six statons detude de la lrypanotolerance en Afngue
ocodentale et centrale: Nous mdiquons la densite des glossines par le nombre moyen des
mdvidus pos chaque jour dans chague preqge SAO signifie: Shorthorns d'Afnqgue oceidentale




en 1982, par le Ministere kényen de 1"agri-
culture et du développement de I'élevage,
au village de Muhaka, pres de la cote de
I’Océan indien. 11 s"agit de mesurer la den-
sité des glossines i cet endroit, et de contro-
ler la santé et la productivité d’environ 500
Zebus d’Afrique orientale. A partir d avril
1984, les deux tiers de ces bétes ont subi
quatre fois par an un traitement par produits
prophylactiques: le tiers restant n'a recu
qu'un traitement curatif le cas échéant.

L hématocrite des béncficiaires du traite-
ment préventif a éé en moyenne de 27,2%
pendant la premicre année de traitement,
contre 26,4% chez les autres. En moyenne
mensucile, 3.1% des bétes sous traitement
préventif ont eu besoin du traitement curatif,
contre 8. 1% par mois chez les autres; pen-
dant unc période de 12 mois, I'engraisse-
ment moyen a Cté, chez les Zébus sous
traitement prophylactique, supéricur de 33%

ace qu'il a été chez Ics autres.

Une vaste opération de progres de I'éle-
vage a commencé en 1984 en Gambie, sous
les auspices du Centre international de Ia
trypanotolérance. L'ILRAD collabore, avee
ce Centre et le CIPEA, aux recherches que
demande cette opération et qui ont com-
mencé en 1985, Les études entomologiques
ont appui de 'ODA, mais ¢’est la CEE qui
finance les travaux CIPEA/ILRAD qui con-
cernent la productivité des Ndamas. Nous
controlons la santé et la productivité de
2500 bovins dans deux stations villageoises
de Gambice: Gunjur et Kénéba: deux autres
stations vont encore faire partie du réseau,
'une i Bansang (Gambie) et I'autre au S¢-
négal. Nous avons I'intention d'étudier aussi
les mécanismes et la base génétigue de la
trypanotolérance chez les Ndamas, et de
mettre a I'épreuve de nouvelles méthodes de
lutte contre fa trypanosomiasie.

—- Glossines — -— Pelits Ruminanls —
Morbidité
Densite Morbidité Cheptel  mensuelle
Pays, station  Espece moyenne moyenne Sspece  étudié  (moyenne)
Nigéria
Fashola palpalis 0.10 Chevres 175 3.5%
tachinoides
Cote-d'lvoire
Boundiali palpalis 0.61 20,5 Moutons 240 7.4%
tachinoides 0.26 204
morsitans 0,01 ?
Tengréla palpalis 0,94 4,2 Moutons 300 1,9%
lachinoides 0.07 104
Togo
Avétonou palpalis 0,10 ? Moutons 180 1,.9%
lachinoides 0.10 ?
Sokode palpalis 0,04 ? Chevres 80 7,0%
lachinoides 0.59 4.0 Moutons 200 4.1%

Figure 27. Fréquence des glossines, cheptel et taux d'infection par les trypanosomes, tant chez
les glossines que chez les petits ruminants, dans cing stations villageoises d'Afrique occidentale.
Nous indiquons la densité des glossines par le nombre moyen des mdividus pris chaque jour
dans chaque piege. Toutes les chévres sont de la race naine d'Afrique occidentale: les moutons
sont des Djallonkés. On considére que ces deux races ont une cerlaine résistance a la
trypanosomiase.
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FORNANTION

L’auvre de formation de I'ILLRAD prend
plusicurs formes: programmes individuels
pour chercheurs ou pour techniciens, forma-
tion supéricure pour des licenciés qui visent
la maitrise ou le doctorat, postes pour de
Jeunes chercheurs titulaires du doctorat. 1y
aen outre chaque année des stages et
congres de formation. [1 s™agit principale-
ment de former, dans les pays d*Afrigue ofl
la trypanosomiase et la FCO constituent de
gros problemes de santé animale, des spé-
cialistes de Ta recherche vétérinaire et de la
lutte contre ces maladies. Les dépenses de
formation représentent pres de 10% du
budget total de I'LLRAD.

Lin 1985, 17 chercheurs ou techniciens
sont venus ¢tudier a 'TLRAD pendant des
périodes dont L durée variait entre deux
semaines et 16. Nous avons organisé pour
cux des programmes individuels selon les
besoinge des institutions qui nous les envoy-
aient. s venaient de 10 pays d"Afrigue:
Burundi. Burkina-Faso. Lthiopic. Gabon,
Kénya. Nigéria, Ouganda, Sénégal, Zam-
bic. Zimbabw¢. Deus d'entre cux dépen-
daient chez cux d'une université, cing
Faisaient partic du réseau CIPEA/ILRAD de
recherches sur la trypanotolérance, les dix
autres Ctaient techniciens de laboratoire dans
leur organisation natioiale de recherche
vétérinaire.

Les licenciés passent & FILRAD d'un &
quatre ans pour satisfaire aux exigences
d’un diplome supéricur; ils y sont boursiers
d’¢tudes. Ty acu en 1985 18 boursiers
d’¢tudes qui travaillaient avee des cher-

L,}j .‘:

SER\/ CES DE FORMATION
MEORMATION

cheurs de FILRAD sur des sujets étroite-
ment liés & notre programme de recherches.
Quatre boursiers temporaires ont aussi tra-
vaillé a 'ILRAD en 1985, mais pendant de
plus courtes périodes. Quatre boursiers
visaient la maitrise. un boursier le diplome
de médecine vétérinaire, et les autres le doe-
torat. Nous avons envoyé deux d’entre cux
achever a I'étranger leur formation supéri-
cure. Trois boursiers d"études ont obtenu
leur diplome en 1985. Les boursiers
d’¢tudes de 1985 venaient des pays suivants:
Ghana, Kénya, Nigéria, Ouganda, Tchad,
Zaire, Allemagne fédérale, Belgique, Etats-
Unis, Ttalic, Pays-Bas, Royaume-Uni.
L'ILRAD a financé en tout ou en partic

les stagiaires africains: ceux qui venaient
d"ailleurs bénéficiaient du soutien financier
de reur pays.

L'ILRAD engage internationalement ses
boursiers titulaires du doctorat. 1ls passent
deux ans au Laboratoire, & des travaux qui
contribuent directement & son programme de
recherches. 11y a cu i PILRAD, en 1985,
13 boursiers titulaires du doctorat: ¢ing ve-
naient des Etats-Unis, deux du Kénya, et
un de chacun des pays suivants: Allemagne
f¢dérale, Belgique, France, Japon, Roy-
aume-Uni, Rwanda.

Il'y a depuis 1985 une nouvelle catégorie
de stagiaires; un programme spécialement
congu pour cux sadresse i de jeunes cher-
cheurs des pays en développement, des pays
d’Afrigue en particulier. Au titre de ce pro-
gramme, ils viennent de leur université ou
instiwt de recherche travailler a I'ILRAD,
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pendant une période de six 2 12 mois,
comme boursiers de recherche. Le premier
de ces boursiers de recherche est venu, en
1985, du département de biochimic de
I'Université de Nairobi.

Outre cette acuvre de formation indivi-
ductle, FILRAD a organisé en 1985 trois
stages de Tormation. Un stage de trois mois,
de septembre i novembre, portait sur T
préparation et Femploi de réactifs pour [e
diagnostic des maladies bovines i hémato-
zoaires. Ty avait six stagiaires. venas du
Burundi. du Kénya. du Sénégal et de la
Zambic.

Deux stages, organisés en liaison avee le
réseau CIPEATLRAD de recherches sur
trypanotolérance. ont eu licu au premicr
semestre. Le stage de sept semaines., en
avril-mal, comptait six participants. venus
de P'Lithiopic. du Mozambique. de Ta Gam-
bie et du Zaire. Cétait e septicme stage
organisé¢ pour le personnel du réseau.
Comme lors des stages précédents. il s agis-
st du diagnostic de Ta trypanosomiase . de
Phelminthiase et des maladies transmises
par les tiques, et de T lutte contre ces trois
aroupes de maladies. Le stage concernait
surtout fes cotds pratiques du diagnostic cli-
nique: collecte et analvse déléments de
diagnostic. autopsic des bovins et des
caprins. La formation i I'étude de la pro-
duction animale concernait surtout les don-
nces i consigner et comment les analyser.
Autres sujets de ce stage: identitier les glos-
sines, caleuler eur dge et les disséquer:
déterminer e taux dinfection par trypano-
somes: prelever et préparer des spécimens
des repas de sang des glossines. Tes partici-
pants ont pratqué dans L forét de Kibwézi
les techniques de capture des glossines. 1o
stage de deux semaines, en juin. visait i
améliorer les normes des recherches sur les
glossines dans les stations du réseau. 11 Vil
cu quatre participants, venus du Bénin, de
la Gambie et du Togo.

My acud FILRAD, en mai 1983, une
réunion internationale d"étude sur les anti-

genes des parasites: 14 chercheurs éminents.

venus de tous les coins du monde, s°y sont
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entretenus de leurs travaux avee les cher-
cheurs de I'ILRAD, de "ICIPE, Jdes Univer-
sités de Nairobi ¢t de Yaoundé, du
Laboratoire kénven de recherche vétérinaire.
de nstitut kénven de recherches sur la try-
panosomiase, et de 'Organisation ougan-
daise de recherches sur L trypanosomiase.
Le but de cette réanion était de faire I point
des recherches qui visent it caractériser les
antigenes des parasites., i fes produire. ef i
s'en servir pour micux lutter contre les
maladies. Tes participants ont discuté aussi
des obstacles qui génent ces recherches.,
ainsi que des nouvelles méthodes proposées
pour améliorer fa lutte contre les maladies
parasttaires. Les Services d'information de
FILRAD ont publi¢ le résumé de ces débats.

ILy i cu en septembre une autre réunion
nternationale d*Grude. pour examiner L
fagon d appliuer en Afrique orientale ot
centrale les programmes J immunisation
contre L FCO Ty avait cu précédemment.
cn octobre 1984, une réunion conjointe
ILRADFAO sur immunisation contre I
IFCO. Celle de 1955 4 porté sur les mctho-
des d'immunisaton contre Ja FCO. ainsi
que sur facollecte ot analyse des donndes
relatives acfa productivite des bovins im-
munisés. Lors des séances consacrées it la
gestion des donndes et aun technigues
d'evaluation ¢eonomique. il y a eu des dé-
monstrations pratiques & aide de micro-
ordinateurs. Cette réunion Jd"étude comptait
24 participants, qui représentaient des orga-
nisations de recherche, des opérations sur
le terrain, ou des services vétérinaires natio-
naux. au Burundi. au Kénva, au Malawi,
en Zambic et au Zimbabwé. Nous avons
public en 1986 un rapport sur cette réunion
d*étude.

Pendant toute I"année, les chercheurs de
FILRAD ¢t ceun qui travaillent temporaire-
ment dirigent des colloques, ot ils font con-
naitre les résultats des opérations en cours.
Iy acuen tout 30 colloques de ce senre en
T985. dontun cotlogue tout spécial sur la
caractérisation des isolats de trypanosomes
de Kilifi. Ces collogues sont trés suivis. tant
par le personnel de MILRAD que par les
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chercheurs d’autres institutions de recherche
de la région de Nairobi.

LILRAD a foumi son appui financier i
deux chercheurs, I'un d'Ethiopic et I'autre
du Zaire. pour leur permettre de participer
au cinquicme Colloque annuel sur la lutte
contre les glossines et la trypanosomiase,
colloque qui s'est tenu & Harard (Zimbabwd)
en février et mars 1935, sous le patronage
de FOUA, La FAO et I'OMS. 11 a aussi sou-
tenu finacierement deux chercheurs, un de
Flnde et autre du Nigéria, pour leur per-
mettre de participer au septicme Congres
international de protozoologic, tenu a Nai-
robi en juin 1985, 11 & en outre pris & sa
charge les fras d'inseription & ce Congres
de I8 chercheurs ou éudiants kénvens,

LTERAD met ses salles de conlérence a
la disposition de toute une série de réunions
ou colloques plicés sous Ie patronage
drautres oreanisations. En 1985, les plus
importantes de ces réunions ont ¢té: la
Réunion de coordination des recherches sur
la production ovine et caprine. patronnée
par PAIEA: assemblée générale annuelle
de 'Association vétérinaire du Kénva: le
stage régional de formation dirigé par le
Centre mternational des pommes de terre au
sujet du germoplasme: la réunion d”éude
patronnée par I'Université de Nairobi au
sujet de la nutrition animale: un important
examen interne du réseau CIPEA/ILRAD de
recherches sur la trypanotolérance.

SERVICTES
PDIINFORMATION
La tache essentielle des Services d'informa-
ton de FILRAD est d'éditer et diffuser Ie
Rapport annuel ainst que le bulletin trimes-
tricl, ILRAD Actualités, en anglais ¢t en
frangais. Ils font aussi paraitre un bulletin
hebdomadaire, Internal Newstener, en
anglais et en souahdli, qu'ils distribuent au
personnel et au Conseil de direction.

Nous avons mis & jour et fait paraitre en
1983 deux brochures pour faire connaitre
Feeuvre de formation et de recherche de

I'ILRAD; clles sont destinées i une vaste
diffusion. Nous avons aussi publié un
volume d’Actes: himmunization against
theileriosis in Africa, qui rassemble les com-
munications ct débats de la réunion con-
jointe patronnée par 'ILLRAD et la FAO en
octobre 1984, Nous avons aussi publié, i
I"intention des participants au colloque de
mai 1985 sur les antigénes des parasites, le
compte-rendu de ce collogue.

Les quatre numéros trimestriels de 1985
d'ILRAD Actualités comprennent des arti-
cles de fond sur: la structure et la fonction
du systeme immunitaire des bovins; les
¢tudes en collaboration sur le bétail trypano-
tolérant: les recherches internationales sur
les antigenes des parasites. recherches desti-
nées a faire trouver de meilleurs vaccins et
de meilleures épreuves de diagnostic: les
Ctudes détailiées de I'ILRAD sur les disposi-
tfs, tant immunitaires que non immuni-
taires, de résistance @ la trypanosomiase.
Des articles plus courts concernaient le col-
loque tenu en septembre 1985 sur 'immuni-
sation contre fa FCO. ainsi que la création
de 'ILRAD et sa situation administrative
dans le cadre du GCRAL

Les membres du personnel scientifique
FILRAD ont publi¢ 32 articles, en 1985,
dans des revues internationales, ainsi que 16
chapitres ou rapports scientifiques. Ces
publications ¢rudites. sans compter de nom-
breuses communications a des conférences
internationales. constituent le gros de ce que
ILRAD public pour les spécialistes. Nous
continuons & faire de gros efforts pour
assurer la distribution de nos publications
aux chercheurs de pays en développement
qui nont peut-¢tre pas aceds i une large
gamme de revuaes internationales.

Le Rapport annucl et les bulletins trimes-
tricls sTadressent i des lecteurs moins spéei-
alisés, et surtout aux agents de la santé
animale en Afrique. tant au laboratoire que
sur le terrain. E:n outre. nous faisons par-
venir ILRAD Actualités. eta 'occasion de
brefs communiqués, aux journalistes de
beaucoup de pays du monde. Au second
semestre 1985, nous avons fait un gros

le
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effort pour reviser et mettre i jour la liste
des destinataires de ces publications (figure
28). Notre but n'est pas simplement de
toucher plus de monde: il est de rendre plus
précise et plus adaptée la diffusion de nos
informations. Nous ne sommes pas sans
prendre en considération ce que coiitent la
production ¢t ka diffusion des publications
de I'ILRAD. au regard de leur utilit,

LA BIBLIOTHEQUI:
LY LTILRAD

Les béncticiaires de T bibliotheque de
FHLR2AD sont: le personnel du Laboratoire,
les chercheurs quiy séjournent, les stagi-
aires, ainsi que le personnel d*autres insti-
tuts de recherche. ministeres et universités
du Kénya. Notre brochure: The 1L.RAD
library: users’ guide. énumere les services
qu offre la bibliotheque.

C'estune bibliotheque spécialisée dans
les sujets apparentés aux recherches de
FILRAD. Elle est abonnée i 210 revues
scientifiques. qgui traitent de parasitologic.
d"immunologic. de biockimic. dentomolo-
gic. de eytologie. de médecine vétérinaire,
ctincluant également plusicurs index et fas-
creules de résumés de publications. Nous
revisons chaque année notre liste d*abonne-
ments selon les recommandations de notre
personnel scientifique. Notre collection
drouvrages de référence dans ces domaines
augmente régulicrement: nous avons acquis
401 nouveaux livies en 1985, ce qui porte le
total & un peu plus de 3.000.

Un réscau de préts mutuels entre biblio-
theques associc la notre i celles de 1'Uni-
versit¢ de Nairobi, du Laboratoire kényen
de recherche vétérinaire, du Service des
recherches vétérinaires de I'Institut kényen
de recherche agricole, du Minisére de la
santé, et de IICIPE. En 1985 le personnel
de PILRAD leur a emprunté 400 articles. ct
la bibliotheque de I'ILRAD leur a prété, 2
ces bibliotheques. 215 articles. En outre,
notre bibliotheque a fait don de plus de 200
livres et 15 volumes de revues i d autres
bibliotheques de la région de Nairobi,

Pour tenir le personnel au courant. la bi-
bliotheque fait connaitre ses dernicres ac-
quisitions par des notes hebdomadaires
dans 'lnternal Newvestener, et elle est abon-
née & trois inensuels de diffusion sélective:
BIOSIS (Biosciences Information Services),
AGRIS (Réseau international d informations
“ur les sciencees et techniques agricoles) de
la FAO, et les résumdés des CAB (Common-
wealth Agricultural Burcaux). De plus clle
procede. grice o ses correspondants en
Furope et en Amdrique du nord. i des
recherches sur ordinatenr pour le compte du
personnel de 'ILRAD.

Quand les articles scientifiques demandés
par le personnel de FILRAD ne se trouvent
pas au Kénya, L bibliotheque les com-
mande. Elle aainsi acquis en 1983, princi-
palement du Serviee de prét de la British
Library. 400 articles environ. Llle fournit
aux chercheurs et agents d'exéeution des
pays cn développement, sur leur demande.
des tirages & part d’articles scientitigues
publiés par les chercheurs de I'ILRAD.

Pays
Region 1984
Afnqgue anglophone 26
Alnique francophone 24
Europe Ginglophone et divers) 17
Europe friancophone 2
Amengues 27
Lovant, Extréane Onent 34
Total 130

Ishtntions ou personnalites

OB 1esd 198
24 749 851
24 334 378
20 270 286
2 39 42
27 304 317
34 334 248
131 2030 2122

Figure 28 Repartition d'ILRAD Actualtes a la fin de 1984 of a 14 fn (e 1985
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SERVICES AUXILIAIRES

LABORNTOIRT GLOSSINI:

Pour beaucoup des recherches relatives i la
trypanosomiase, I'LRAD « besoin de try-
panosomes qui se sont développés dans des
glossmes. On peut assurément élever des
trypanosonies i vitro, et en infecter au
moyen de piquares des animaux de labora-
toire ondes bestiaux: mais les trypanosomes
vivent normalement dans des glossines plu-
sieurs ¢tapes de leur eyele vital: quand on
les ¢leve et transmet artificiellement, ils dif-
terent a certains ¢gards de ceux que trans-
met la morsure d'une glossine infectée.

Les trois principaux groupes taxino-
miques de glossines (norsitans . palpalis ct
Juscay sont représentés a 'TLRAD. en sept
colonies de reproduction: Glossina morsi-
tans centralis, de Tanzame continentale: ¢
avsteni. de Zanzibar: G palpalis palpalis. du
Nigéria: (7 p gambiensis, du Burkina-Faso:
G fuscipes fuscipes. de République central-
ricaine: G rachinoides. du Tehad: G brevi-
palpis, du Kénya. La tigure 29 indique
conument Fensemble de ces colonies de
reproduction s'est comporté en 1985,

LILRAD emploie les glossines tmouches
E-18¢) dans toute une série de recherches
sur L trypanosomiase. i aussi, en 1983,
fourni des pupes et inseetes parlaits i des
chercheurs de Université de Nairobi, de
Flnstitut kényen de recherche agricole, du
Conseil naticnal de T recherche scientifique
ctdune opération de la FAO ¢n Zambic,

des Universités de Bristol et de Salford
(Royaume-Uni), de I'Institut belge de méde-
cine tropicale et de I'Institut tropical suisse.

LABORATOIRTE: TIQUI

On ne peut obtenir les sporozoites infecticux
de Theileria parva gqu'en faisant continuelle-
ment passer les parasites des tiques vectrices
aux hotes mammiferes, et des hotes aux
tiques. Notre laboratoire tique éleve, sur des
Lapins ¢t sur des bovins, des tiques infectdes
et des tiques indemmes. 11 fournit des tiques.,
des organes de tigue ¢i des sporozoites de
Theileria (obtenus grice aux tiques) pour
toute une série de recherches sur la FCO.
Nous avons ¢levé, en 1985, environ huit
millions et demi de tiques., ce qui nous a
permis d'en fournir constamment aux
recherches sur les tiques et sur les maladies
transnuises par les tiques. Nous avons fourni
ey cliercheurs de P'ILRAD des tiques
CRticres: mais nous en avons aussi disséqué
FIE.OO0 environ pour en extraire des
theilérias.

La principale espece de tique que
PILRAD ¢leve est Rlipicephalus appendi-
culatus, principal veeteur de T p parva et
I plawrencei. Nous avons des colonies de
plusicurs lignées de laboratoire de R appen-
dicularus, ainsi que des isolats prélevés sur
le terrain en diftérents endroits d”Afrique
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Mortalité

des Pupes par femelle Nombre
Femelles femelles par secmaine Poids pupal  de pupes
reproduclrices (% moyen) (moyenne) moyen (Img) par an

G m centralis 9566 0.44 0.54 33.68 269.584
G austeni 2240 0.15 043 25.81 50 374
G p palpalis 1991 0.54 0,41 30,01 41.934
G p gambiensis 2473 0.46 0.47 2893 60.739
G f fuscipes 1787 0.31 0.45 34.58 41.492
G tachinoides 1857 0.76 0.49 19.29 47 009
G brevipalis 5238 1.06 0.46 73.06 127450

Figure 29 Rendement des sept colonies de reproduction de glossines dont I'LRAD disposait ¢n

1985.

orientale. Nous avons aussi de petites co-
lonics de plusicurs autres especes de lques
Amblyomma varicgamm et A germma. vee-
teurs de Cowdria ruminantivn (agent de Iy
cowdriose) et de deux esplees asser
bénignes de Theileria. T mutans et T veli-
Jera: Boophilus decoloramy et I3 microplus.
vecteurs de Babesia spp et d"Anaplasma
marginale; Rhipicephalus everisi evertsi et
R pulchelins.

Nous ¢tudions constamment les facteurs
qui influent sur Ta vie des tiques et sur leur
croissance: apparition de résistance aux
tiques chez 1'hote: les toxines des tigues qui
paralysent ou went leur hote: effet rési-
duel. sur les tiyues, du traitement de I'hote
par les acaricides: Ieffet toxique. sur les
tiques encore, daliments de 1'hote: effets de
fa saison et du climat sur les tiques. ainsi
que des maladies bactériennes ou cryploga-
miques. Nous étudions aussi les facteurs Yui
influent sur le développement des theilérias
chez. les tigues: caractéristiques de telle ou
telle Tignde de theiléria ou de tique: caractd-
ristigues individuelles ou raciales des bovins
hotes: moment de Ta fixation de tique:
influence de L saison et du milieu pendant
alimentation de T tique ¢t son incubation.
Le but de nos recherches est de trouver le
meilleur régime et le meilleur milicu pour
produire des tiques grandes et vigoureuses,
cten meme temps infectées par le plus
grand nombre possible de sporozoites de
Theileria.

72

Nous avons, en 1985, fait des Cxperi-
enees pour savoir si on pourrait augmenter
beaucoup le taux d'infection par Theileria
chez des tiques nourries sur des bovins dont
on aurait aboli les réactions immunitaires.,
soiten les traitant aux glucocorticoides., soit
en les dératant. Nous avons réalisé de tros
forts taux d'infection: mais le résultat
dépendait beaucoup des réactions indivi-
duelles de 'hote et de Ta lignée de Theileria
dont nous nous ¢tions servis.

[2autres Etudes de ce laboratoire consis-
tent & chercher des techniques de coloration
pour identifier Jes différentes espéces de
Theileria dans los glandes salivaires des
tiques infectées. Nous cherchons aussi des
techniques pour évaluer le degré de maturité
des theilérias trouvées dans la glande sali-
vaire d’une tique.

Le laboratoire tique identific les tigues
que des agents d’excéeution lui envoient du
Kénya ou d'autres pays d'Afrigue. et four-
nit, & toute une série & opérations de recher-
che en collaboration, des tigues ou des
theilérias prélevées sur des tiques. 11 a ainsi
aldé, en 1985, les laboratoires vétérinaires
nationaux du Kénya, du Rwanda et du
Zaire, deux opérations de progres de 1'dle-
vage au Kénya, 'Opération nationale de
lutte contre les glossines et la rypanoso-
miase en Somalie, la Station de recherches
de Sérengéti en Tanzanic. I'Université
Keényatta au Kénya. I'Université d"Okla-
homa aux Etats-Unis. Pendant 'année., des
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agents d’exécution ou de laboratoire sont
venus du Burundi, de I'Ethiopie, de la
Gambie. du Mozambique et du Zaire suivre
a I'lLRAD des stages de formation ot ils
ont appris & manipuler les tiques et a les
identifier, ainsi qu*a diagnostiquer et traiter
les maladies transmises par des tiques.

PRODUCTION DE BITAHL.

La production et la gestion du bétail sont
redevenues normales en 1985, apres la
grave séeheresse de 1984, tant a la station
de PILRAD & Kabété qu'a sa station des
plaines de Kapiti. Nous avons pu fournir
pour les expériences. pendant année, 427
bovins, 364 caprins et 13 ovins. Parmi les
bovins 60% ont servi aux recherches sur la
FCO et 35% aux recherches sur la trypano-
somiase: 5% ont servi i produire des anti-
genes pour le laboratoire diagnostique [es
petits ruminants ont presque lous servi aux
recherches sur la trvpanosomiase.

La station de Kapiti a continué i fournir
presque tous les bovins dont 'ILRAD avait
besoin pour ses recherchies. Le troupeau
de reproduction comptait 1,252 vaches ou
génisses: elles ont produit pendant année
1.O29 veaux. soit un taux de veélage de
8% . La station o procurd i 'HLLRAD 331
veaux boran. 38 veaux guernesiais et 35
bacufs boran: elle a vendu a lextéricur 328
bovins. Ln dehors des quelques moutons et
chevres nds & Kabété, ILRAD achete i des
¢leveurs locaux tous les petits ruminants
dont il se sert pour ses expériences.

Notons, parmi les progres réalisés en
1985 a la station de Kapiti, la construction
de clotures. d*abreuvoirs, et d'une fosse i
purin. Grace a addition de pres de 50 km
de clotures, nous pouvons micu régler f
pature et les mouvements du bétail. Parmi
un cheptel d'environ 2,506 bétes, nous
choisissons actuellement un troupeau de
base de vaches boran immatriculées. notre
sélection se faisant d"apres la conformation
du sujet et son poids i deux ans: nous choi-
sirons parmi leurs veaux les taurcaux géni-
teurs du futur programme de reproduction.

Nous avions commencé en 1984 2 prati-
quer a Kapiti des transferts d’embryons pour
produire des veaux boran d’ALB bien
définis, avec des vaches et des taureaux
dotés des ALB en question. Les premiers
veaux boran ainsi produits par transfert
d’embryon sont nés en 1985. Notre but est
de produire ainsi chaque année 50 & 60
veaux, en comptant les veaux unigues, les

Jumeaux et les chimeres jumelles.

De brefs acces de salmonellose et de
pleuropneumonie caprine contagicuse se
sont produits & Kabété pendant "année,
mais nous les avons vite maitrisés. Un aceds
de ficvre aphteuse survenu pres de la station
de Kapiti a interrompu pendant peu de
temps la fourniture de veaux i 'ILRAD.

ANIMAUN DI LABTATOIRE

Notre scetion d'animaux de Taboratoire four-
nit régulicrement des rats, des souris et des
lapins & 'ILRAD pour ses expériences; elle
a aussi de petites colonies de campagnols
(Microtus montanus), de cobayes et de ger-
billes. Le logement et I'entretien de tous ces
rongeurs sont conformes aux conventions
mternationales sur la protection des
animaux.

La figure 30 indique le nombre des rats,
souris et lapins produits ¢t employés en
1985. La demande de souris a augmenté de
50% sur 1984, celle de rats a diminué de
25% . celle de lapins est restée la méme.,

Les rats exogamiques élevés i I'ILRAD
sont de fa lignée Sprague-Dawley. Ils ser-
vent surtout & produire des trypanosomes.
Nous avons en outre importé en 1985, pour
des expériences spéeiales, des lots de deux
lignées endogamiques de rats.

Nous nous servons des souris surtout
pour ¢tudier la résistance & la trypanosomi-
ase, les différentes lignées de souris nayant
pas la méme sensibilit¢ a infection par les
trypanosomes. Nous nous servons de souris
siisses exogamiques pour beaucoup d'expé-
riences, mais il nous faut des colonies de
trois lignées endogamiques: BALB/c, C3H/
He et CS7BY6, pour certaines éudes. Nous
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Espéce, ligneée

Bétes sevrécs

Bétes fournies
aux chercheurs

Rats

Souris
Suisses exogamiques
Endogamiques BALB/c
Endogamiques C3H/He
Endogamiques C57Bl/6
Diverses (achats)

Lapins

20.400 13.075
25.573 16.538
17.090 16.709
6.589 5.430
5.419 4.107
5125

420 1.288

Figure 30. Rats, souris el lapins produits en 1985 et fournis aux chercheurs de I'LRAD.

avons cu aussi en 1985 de petites colonies
de C3H/Hel. AJ et DBAZ2, et nous avons
obtenu des hybrid s [F, et I inverse de deux
croisements: BALRB/c x Suisse et C3H/He x
C5781/6. Nous avons importé pour des
expériences spéciales des lots de C57BI/6
beige et de NZB. et anssi des lots de deux
lignces de souris nudes athymiques: D3H/
Tif nude et C37BY6 nude.

Nous mettons en place un systeme
d'isolement pour les animaux de laboratoire:
trois unités isolantes fonctionnent déja.
Nous pouvons maintenant garder solés les
antmaux importés, sans guere de risque
pour nos principales colonies de reproduc-
tion. Nous avons importé en 1983 des lots.
exempts de virus, des ligndes endogamiques
de base de PILRAD: nous les gardons dans
des unités isolantes. en milicu stérile.

LILRAD se sert des lapins principale-
ment pour produire des antisérums et pour
alimenter les coionies de glossines et de
tiques. L colonie de reproduction des Lapins
a lentement augmenté pendant Fannée: miis
nous avons encore besoin d'acheter des T
pins & Fextéricur pour satislaire la demande
des chercheurs. Iy dans L colonie de
lapins des pertes avant sevrage: elles sont
peut-ctre dues iune maavaise ventilation
naturelle. Nous avons installé dans les
slles de reproduction des ventGlateurs plus
puissants. et gardons dehors i Fabri. quel-
ques lapins.
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Cette section ne se limite pas i fournir i1
PILRAD presque tous les animaux de labo-
ratoire dont il a besoin: clle fournit des
souris, des rats et d"autres rongeurs i plu-
sieurs organisations du Kénya. Il s ugissait
en 19850 de PICIPL, de I'Institut kényen de
recherches sur fa trypanosomiase. de I'Insti-
tut kényen de recherche médicale, de I'Insti-
tut de recherches sur les primates., du
Département de biochimie de 1'Université
de Nairobi. des musées nationaux du
Kénya, de la Socicié protectrice des ani-
maux du Kénya, et de plusicurs éeoles
secondaires du Kénya,

SERVICLES CLINIQULS
ET DIAGNOSTIQULES

Le laboratoire diagnostique procede i plu-
sieurs sortes d analyses régulicres dont ont
besoin es chercheurs de TILRAD ou les
sections de production animale. 1w analysé
en TOSS untotal de 37.804 spécimens;
20,31 Caient sérologiques. 4,728 bactério-
logiques, 3108 hématologiques. 3.627 hel-
minthologiques: soit. pour ensemble., 264
de plus quen 1984,

La presque seule raison de cette augmen-
tation est quil a fallu davantage d"analvses
sérologiques pour les essais d'immunisation
sur-le teman contre T FCOL essais aunquels
FILRAD procede en collaboration. 1 .¢
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laboratoire diagnostique analyse les isolats
de Theileria recueillis sur le terrain et con-
trole si les bétes ont déji risqué la FCO ou
d’autres maladies, avant qu’on ne les immu-
nisc par infection plus traitement. Une fois
les bétes immunisées, on les controle tous
Ies mois, pendant un an, pour voir si clles
font une réaction immunitaire i des
theilérias.

On crible les besitaux et les animaux de
laboratoire pour voir s'ils font des anticorps

contre six hématozoaires: Theileria parva, T

mutans, Trypanosoma brucei, T congolense.
T vivax, Anaplesma marginale. La plupart
des criblages ordinaires pour les theilérias
ou les trypanosomes se font par immunoflu-
orescence indirecte. On emploie aussi la
mcéthode ELISA pour controler, dans le
sérum des bovins, la présence d'anticorps
contre les trypanosomes.

Nous avions 1is au point en 1984 une
nouvelle wéthode pour purifier les anticorps
contre Anaplasma marginale. Nous conti-
nuons a travailler, en collaboration avec
PUniversité de I'Etat de Washington (tats-
Unis), & produire des antigenes (ou un anti-
gene) bien définis pour diagnostiquer cet
hématozoaire.

2

Une importante réalisation de 1985 a été
d’adapter la technique ELISA au criblage
des anticorps contre Babesia bigemina.
Nous avons produit contre ce parasite des
anticorps dont nous nous servirons pour
purificr les antigénes & employer pour le
diagnostic.

Outre ses services aux chercheurs de
I'ILRAD, le laboratoire diagnostique a
fourni des antigénes, des conjugats et des
sérums de controle au Service des recher-
ches vétérinaires de I'Institut kényen de re-
cherche agricole, a I'Université d'Ibadan
(Nigcria), a des opérations de la FAO au
Burundi, en Zambic et au Zimbabwé, ct
& unc opération de 'ODA britannique
en Tanzanie.

Le laboratoire diagnostique a organisé en
1985 un stage de formation de trots mois sur
la préparation de réactifs & employer pour le
sérodiagnostic des hématozoaires parasites
des bovins. Iy a cu six stagiaires, spé-
cialistes venus dir Burundi, du Kénya, du
Séncgal et de Ta Zambie. De plus, huit
techniciens de faboratoire ou vétérinaires
praticiens ont requ. en 1985, une formation
individuclle au laboratoire diagnostique de
I'ILRAD.
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SITUATION FINANCIERE

Rattansi Educational Trust Building Telephone 21244

Koinange Street Telex: 22140 CHUNGA
PO Box 41968 Cables: “PRICEWATER "
Narobi, Kenya

Price Haterhouse Q[»

RAPPORT A LA DIRECTION DU LABOR TOIRE 'NTERNATIONAL POUR LA
RECHERCHE SUR LES MALADIES ANIMALES (ILRAD)

Nous pouvons, aprés avoir examiné en détail les résumés ci-contre (figures 31 a 34), certifier
que les chiffres qu'ils donnent sont tirés des livres et documents comptables de I'ILRAD qui
ont servi a tablir les comptes réglementaires pour les exercices 1985 of 1984,

La ventilation des données n’est pas, dans ces résumés, 2 tous C¢gards la méme que dans les
comptes réglementaires, mais les chiffres essentiels correspondent bien & ceux des comptes
financiers vérifiés le 31 décembre 1984 ct le 31 décembre 1985,

R‘z (WOt ovnse

I

—

PRICE WATERHOUSE 14 mars 1986
Comptable breveté
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Figure 31. Budget sommaire des dépenses (en milliers de dollars) par pt . :;amme et par fonction.

1985 1984
Recherche 432 315
Parasitologie (trypanosomiasc)
Biochimie 656 727
Cytologie 466 541
Immunobiologie 357 356
Parasttologie (theilériose) 516 527
Pathologie 605 598
Laboratorre glossine 297 279
Laboratorre tique 124 106
Microscopie electronique 148 150
Total partie! 3601 3599
Services auxihaires
Bureau du Directeur de recherches 416 562
Production de bétal 614 632
Production d'ammaux de laboratoire 148 133
Services chniques et diagnostiques 72 86
Service radio-isotopigue et central 341 303
Total partiel 1591 1707
Formation et conferences 752 685
Bibliotheque et information 369 313
Administration
Consail des directeurs 83 91
Burcau du Direcleur géneral 394 348
Finances 332 342
Personnel 74 85
Achats _302 275
Total partiel 1185 1141
Fonctionnement
Service technique 660 572
Transports 214 252
Services 228 146
Alimentation, logement 5 14
Magasins 48 52
Total part.cl 1155 1036
Examen exlerne du pregramme 125 —
Imprévy — 10
Total des depenses centrales 8778 8491
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Figure 32. Financement central (sommaire), par donateurs, en milliers de dollars.

1985 1984

Sans restriction
USAID (Etats-Unis) 2490 2500
Banque mondiale (BIRD) 1200 1570
CIDA (Canada) 686 699
Royaume-Uni 546 468
Allemagne fedérale 528 556
Suisse 415 437
Australie 281 208
Pays-Bas 249 264
Suéde 237 197
Norvege 234 255
Japon ’ 201 150
ltolie 164 112
Belgique 135 229
France 61 59
Danemark 47 —
Arabie saoudite — 300
Total des dons sans restriction 7474 8004

Avec restriction

Programme des Nations Unies

pour Ie développement (PNUD) 690 639
italie 500 500
Belgique 110 105
Total des dons avec restriction 1300 1244
Total général des dons 8774 92481




Figure 33. Budget sommaire des ressources (en milliers de dollars) et de leur affectation.

1985 1984
RESSOURCES
Financement central
Sans restriction
Dons sans restriction 7474 £004
Solde année précedente — —_
Revenu affecté dans 'année 289 144
Total du linancement sans restriction 7763 8148
Total cu financement avec restriction 1300 1244
Total du financement avec ou sans restriction 9063 9392
Transfert au capital (285) (482)
Financement net avec ou sans restriction 8778 83910
Capual
Transiére du financement central 285 482
Solde non dépense de l'année préecedente 419 —
Solde du fonds de roulement de I'année précédente 778 687
Solde du fondes autorenouvelable
de l'annee precedente 100 100
Total du capitat 1682 1269
Opeérations speciales
Betes sauvages 167 236
Trypanotolerance 137 —
Total des opérations spéciales 304 236
TOTAL DES RESSOURCES 10664 10415
AFFECTATIONS
Fonctionnement central 8778 8491
Capual 426 391
Opcrations speciales 304 236
Reliquats
Central sans restriction 278 419
Fonds de routement 778 778
Fonds autorenouvelable __100 100
TOTAL DES AFFECTATIONS 10664 10415
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Figure 34. Bilan au 31 décembre 1985,

1985 1984
AVOIRS
Avoirs fixes
Terrain et batiments 10125 9882
Outillage scientilique 5040 4875
Avoirs divers 1943 1871
Compagnie subsidiaire:
Investissement 1786 1728
Prét a long terme = 58
Total particl 18894 18414
Fonds de roulement
Préts 93 86
Encaisse 7 14
Total partic! 100 100
Avoirs actuels nets 1056 1197
TOTAL DES AVOIRS EN SERVICE 20050 19711
BILAN DES FONDS 18894 18414
Capital
Fonctionnement 778 778
Exceédent du financement sans restriction 278 419
Fonds de roulement 100 100
TOTAL DES FONDS 20050 19711
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