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Résumé

Les awteurs décrivent la cariabilité génétique de 435 isolats boliviens de Tryvpanosoma cruzi a Uaide de 12

loct lS()l’Il.,l/III!l[l([ll{‘ Ils montrent la présence de dewr groupes principauz, avec (('p('n([(m! une tmportante varia-
bilité intragroupe. La répartition géographique et Uimportance médicale de ces cariants (zymosouches) sont
discutées. La valeur antigénique de certaines tsoenzymes (G, ME) est considérée.
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Summary

Tuoe presENce 1N Borivia or 7 NEW 1S0ENZYMIC VARIANTS OF TrypaNosoma cruvzi. Taxoxosmic axo
EPIDEMIOLOGICAL REFLEXTONS. [)ISCUSSION ABOUT THE POTENTIAL ANTIGENIC VALUE OF SOME ISOEN-
zymes.  The authors describe the genetic variability observed on 43 Bolivian stocks of lr\[mnusom.l cruzi by
means of 12 enzymic loci. They show the presence of two main groups, with nevertheless a great intragroup
variability. The ueu"raphual repartition and medical importance of these variants «.,_/mmlrams) are discussed.
The antigenic value of some tsoenzymes (GD, MI) is considered.
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Introduction

L’existence de souches isoenzymatiques diffé-
rentes de Trypanosoma cruzi a été démontrée pre-
miérement par Miles et al. (1977) sur la base d’une
interprétation intuitive des zymogrammes. L’inter-
prétation génétique des zymogrammes (Tibayrenc
et al., 1981 a et b) nous a amenés récemment a
reconsidérer le probleme. Un travail antérieur
(Tibayrene et Desjeux 1982) nous avait permis de
distinguer en Bolivie 2 souches isoenzymatiques
de T. cruzi, sympatriques, mais présentant des fré-
quences géographiques différentes. L'extension de
nos zones d’étude et U'emploi d’autres loci isoenzy-
matiques nous montrent maintenant Pexistence de
9 wvariants, dont la signification taxonomique et
médicale est discutée ici.
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Matériel et méthodes

Nous avons jusqu’a présent étudié 250 isolats
de T. cruzi a Paide d’une batterie limitée d’enzy-
mes : 109 isolats (Tibayrenc et Desjeux, 1982) ont
été examinés a l'aide des systémes enzymatiques
suivants : Phosphoglucomutase (E.C.2.7.5.1.,
PGM), Malate déshydrogénase Nadp* ou enzyme
malique (E.C.1.1.1.40., ME), Glucose phosphate
isomérase (E.C.5.3.1.9., PGI), et 6 phosphogluco-
nate déshyvdrogénase (E.C.1.1.1.44., 6PGD). 141
isolats (Tibayrenc et al., a paraitre) ont ¢été étudiés
avee les mémes enzymes, plus I'lsocitrate déshy-
drogénase (E.C.1.1.1.42., ICD). Sur ces 250 isolats,
nous en avons sélectionné 45 provenant de 7 loca-
lités qui présentent des conditions écologiques tres
variées () et nous les avons examinés avec unc

TasrLeav [

Conditions de rvévélation des enzymes (le matériel et les techniques utilisés sont donnés en annexc)

Enzyme Tampon ce Tarpon ce Activateur Coenzyre Enzyme liante Stbstrat Eau Systeéme de
migration reévélation révélation
9,
PGM 1 A. 80/ml MgCl1® 1,0/M NADP 50/rmg GeEPD 2CC M1 Glucose 1P 17/ml1  MET-PMS (1)
2,5/ml 240/mg
GPI 2 B. €4/ml " " Fructcse 6P 14/m1 "
95/mg
6PG L " 78/ml » . 6 phospnogluconic ecid 20/ml "
S0/mg
1Cco 3 " 87/ml " 2 DL isccitric acic 11/ml ’
47/mg
ME » C. 78/ml " " Malate 1,0/M pH 7,0 14/ml .
6/ml
MDH 4 A. 40/ml - NAD S0/mg ” 51/ml »
9/ml
G6P " B. 82/ml NgClz 1,0/M NADP 50/mg D Glucose 6P 14/ml "
2,5/ml 60/mg
GD " F. 100/ml - » L Glutamic acid .
PEP » D. 7,6/ml r’InCl2 0,1/M s L Aminoacid oxida- Lsucyl leucyl leucine 42/ml 3 Amino 9 Ethyl-.
760 ul se 0,5/mg (4) 26/mg carbazole (2)
Peroxidase
0,25/mg (4)
LAP 5 E. 50/ml - - L Leucyl B naphtyl amide 50/ml Fast Black K

20/mg Salt (3)

(1) Chiwisivi : altitude 2600 m: 60 km de SE La Paz: climat tempcré sec. Sucre : altitude 2 600 1n ; 250 ki de SE La Paz; climat

tempéré sec.

Santa Cruz : altitude 400 m ; 400 km de E La Paz; climat subtropical. Yungas : altitude 1 600 m; 100 kin E de La Paz;

climat subtropical. Alto Beni: altitude 1 000 m ; 200 km NE de La Paz ; climat subtropical. Tupiza : altitude 2 600 1 ; 1 000 km 3
de La Paz; climat tempéré sec. Tarija : altitude 1 600 m ; 900 km S de La Paz ; climat subtropical sec.
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batterie de 10 enzymes, les 5 déja citées, et : Glu-
cose 6 phosphate déshydrogénase (E.C.1.1.1.49.,
G6PD), Glutamate déshyvdrogénase Nadpt+ {E.C.1.
4.2.1., GD), Malate déshvdrogénase Nad+ (E.C.1.1.
1.37., MD1I), Aminopeptidase (E.C.3.4.11.1., PEP)
et Leucine aminopeptidase ([£.C.3.4.11.; LAP). Ces
10 enzymes permettent d’étudier 12 loci, ME et
MDH présentant chacune 2 loci.

Les conditions d’électrophorése et de révéla-
tion sont consignées dans le tableau . Elles sont
proches de celles données par Lanham et al. (1081),
avec certaines modifications.

Tous les 1solats, saul ceux fournis par le labo-
ratoire du CENETROP de Santa Cruz, ont été
obtenus 4 partir du tube digestif de Pinsecte vee-
teur sclon une méthode déji déerite {(Tibayvrene et
al., 1932). Les parasites ont été cultivés en milicu
GLSII, sans qu'il soit bhesoin de cultures massives :
la quantité fournie par un seal tube est sullisante
pour les études isoenzyvmatiques. Les cultures ont
été centrifugées & 2500 RPM pendant 10 minutes,
les culots ont ¢é1é stockeés sans lavage a —700C
Jusqu’a utilisation. Au moment de Pélectrophorise,
les culots ont éLé lyvsés en leur ajoutant une quantité
sensiblement évale de stabilisateur d'enzyme hypo-
tonique  {Dithiotreitol,  Aeide  E-aminocaproique,
EDTA a4 2mM), et en les laissant dans un bain
de glace pendant 20 minutes. La lvse des parasites

-

a été parachevée par triple congélation-décongéla-
tion (eau a 37°C, alecool & —70°C). I’exploitation
des données isoenzymatiques s’est faite par le cal-
cul de la distance génétique standard de Nei (1972)
dont nous avions proposé l'utilisation pour la sys-
tématique des Flagellés (Tibayrene, 1980). Ces cal-
culs ont été faits en se basant sur les hypothéses
génétiques [ormulées auparavant pour T. crust :
absence de sexualité actuelle et done évolution par
clones indépendants (Tibayrenc et al., 1931D), et
diploidie (Tibayrenc et al., 1981 aj. Cette derniére
hypothése a également été formulée par Lanar et
al. (1981) sur la base d'une étude de PADN du para-
site. Lllle semble pouvoir étre étendue a toutes les
souches isoenzymatiques du parasite (Lemesre et
Tibayrenc).

Résultats et discussion

Ils sont consignés dans les tableaux II {pro-
venance des dférents variants isoenzymatiquess,
LIT (fréquences alléliques, interprétation génétiques
et IV (matrice des distances génétiques), ainsi que
dans le dendrogramme tfig. 1), Dans ce dernier,
seules les valears les plus proches les unes des autres
sont exactes (par exemple distance génétique entre
1 et ta). Les branchements ultérieurs se font en

Tasreav 11

Provenance des zymosouches, avee eflectifs respectifs des isolats tous obtenus de Triatoma infestans, sauf 1e de Santa
Cruz (Triatoma sordida) ; 1h de Sucre (hommej; Ta de UAlto Beni (Rhodnins pictipes)

Zymosouche: t I la b ic 1d 2 2a 2b e
\\ !

Provenance: .,

Chiwisivi 3] 5 0 0 0 0 1 0 0 0
Santa Cruz 0 0 0 1 1 5 0 [0} Q
Sucre 1 0 1 0 0 1 0 0 0-—
Yunqas 3 0 0 0 0 1 0 0 o]
Alto Beni 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Tupiza [ (] 0 0 0 1 2 0 2
Tarija 1 0 0 0 0 3 1 1 0
TOTAL: 20 1 ! L 1 15 3 1 2
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Interprétation génétique des zymogrammes ; fréquences alléliques

Zymosouches : 1 1a 1b 1c 1d 2 2a 2b 2c
Locus : Allele
PGM 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0,5 0,5 0 0
3 0 0 0 0 0 0,5 0,5 1 1
PGI 1 0 0 0 0 0 0,5 0 0,5 0
2 0 0 0 0 0 0 0,5 0 1
3 0 0 0 0 1 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0,5 0,5 05 0
5 1 1 1 1 0 0 0 0 0
6PGD 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2 0 0 0 0 0 0,5 0,5 0,5 0
: 0 0 0 0 0 0,5 0,5 0,5 0
4 0 0 1 1 1 0 0 0 0
5 1 1 0 0 0 0 0 0 0
PEP 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 1 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 1 1 1 0
b 0 0 0 0 0 0 0 0 1
G6PD 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
2 0 0 0 0 0 1 1 1 0
3 0 0 1 1 0 0 0 0 0
4 1 0 1 0 0 0 0
ICD 1 0,5 0,5 0.5 0,5 0.5 0 0 0 0
2 0,5 0,5 6,5 0,5 0,5 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 1 1 1 1
ME1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1
2 1 0 1 0 0 0
ME2 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0
2 0 0 1 1 1 1 1 1
MDH1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1
2 1 1 1 1 1 0 0 1] 0
MDIH2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
LAP 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 1 1 1 1
GD 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

PGM : Phosphoglucomutase ; PGI : Phosphoglucose [somiérase ; 6PGD : 6 phosphogluconate déshydrogénase ; PEP : Pepti-
dase ; G6PD : Glucose 6 phosphate déshydrogénase ; ICD : Isocitrate deshydrogénase ; ME : malate déshydrogénase Nadp+ ;
MDH : Malate déshydrogénase Nad+ ; LAP : Leucine aminopeptidase ; GD : Glutamate déshydrogénase Nadp+.
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"

TaBrLeEau IV

Matrice des distances génétiques entre les zymosouches

1 la Alb lc td 2 2a 2b 2c
1 0
la 0,09 0
1b 0,57 0,57 0
ic 0,30 0,30 0,19 0
1d 0,30 0,30 0,43 0,19 0
2 1,71 1,71 1,01 1,71 1,71 (4]
2a 1,71 1,71 1,01 1,71 1,7¢ 0,03 0
2b 1,73 1,73 1,04 1,73 1,73 0,03 0,05 0
2c 1,77 1,77 1,08 1,77 1,77 0,41 0,34 0,36 0
E 1
1a
r— 1b
1c
" ——— 1d
|'-2
2a
I—2b
2c
1,6 1,4 4,2 1,0 0,8 06 0,4 0,2 0

Fic. 1. — Dendrogramme des distances génétiques
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calculant les distances génétiques movennes selon
la méthode indiquée par Nei (1975). Ce dendro-
gramme ne constitue qu’une visualisation des don-
nées de la matrice et ne peut étre considéré sans
réserves comme un véritable arbre évolutif.

On peut en tirer les conclusions phylogénicques
suivantes :
— La variabilité n’est pas ¢hez 7. cruzi extréme-
ment forte : sur les 45 isolats, on n’observe que 9
variants 1soenzymatiques.  [incore, 88 9, des
variants peuvent-ils étre rapportés aux souches
isoenzymatiques L et 2, ou aux souches trés proches
(n’en différant que par un seul alléle).
— Le dendrogramme obtenu montre clairement
une discontinuit¢ majeure : existence de deux
groupes  phylétiques trés nettement  différenciés.
Or, dans le cas d'une évolution purement asexude
a partir d’un méme organisme ancestral, on devrait
prévoir un continuum (Génermont, 19761, Laspect
chservé pent s ‘expliquer de deux l.uonx : ou I'évo-
lution s’est hien [aite umqun-m( nt par mitose, et
dans ce cas la séparation en deux groupes majeurs
ne peut s'expliquer que par un elfet fondatear
drastique (« bottle-neck effect ») ¢ ou bien Fabsence
actuelle  de  sexualité  n'est qn'un phénomeéne
secondaire de dégradation parasitaire, et dans ce
cas les deux groupes punup.m\ pourr aient ctre le
résultat d'une spéciation vrate, Certains arguments
viennent & Pappur de cette hypothése : la persis-
tance d'ume sexualité chez les lx}'p:nnusunnﬁ afri-
cains (Tail, 19801, Pexistence d'un état diploide
chez T, eruzt {Tibavrene et al., 1931 a5 Lanar et al,
1981), insolite chez un organisme qui serait primitive-
ment asexué. D’autre part, théoriquement, Ia multi-
plication asexuée chez un organisme diploide devrait
aboutir i une hétérozveoties généralisée (Génermont,
1980). Ce n'est pas le cas chez T. cruzi. La perte
de sexualité pourrait done étre un phénomene rela-
tivement récent. Llinféodation des triatomes vee-
teurs & 'homme, qui a augmenté considérablement
la niche écologique du parasite {par la pullulation
des triatomes), pourrait ¢étre une explication de
cette perte de sexualité. Quelle que soit 'hypo-
thése invoquée, demeure le fait indéniable de la
présence en Bolivie de deux subdivisions majeurcs
du taxon 7. c¢ruzi. On comparera utilement ce
résultat & ceux obtenus par d’autres auteurs. Cer-
tains de ces travaux ont fait appel & la systéma-
tique numérique scule, sans interprétation géné-
tique (Ready et Miles, 1980 ; Gibson et al., 1980).
Cependant, les caractéres étudiés (bandes isoenzy-
matiques) étant les mémes que dans les calculs de

M. Tibayrenc, L. Echalar, F. Le Pont, P. Desjeuz

les dendrogrammes obtenus soient plus ou moins
comparables. C’est ce qui se produit quand les deux
méthodes sont utilisées conjointement (Lanotte et
al., 1981). Les résultats obtenus par Ready et
Miles (1980) chez T. cruzi montrent la présence au
Brésil de 3 groupes principaux (« zvmodémes »),
mais avec une variabilité intragroupe (ui semble
inféricure & celle que nous avons retrouvée en
Bolivie. Les données fournies par Lanotte et al.
(1981) montrent que le « pattern » obtenu pour des
« espéces » dillérentes de Leishmania est trés com-
parable & celui que montrent nos souches isoenzy-
matiques de T. crusi. Nous avons formulé Phypo-
thése que les Ledshmania sont diploides (Tibayrene
et al., 1931 a). Cette opinion a été également émise
par M:mzmm et al. (1981}, Ainsi, bien que Fépidé-
miologie des Letshmanta soit différente de celle de
T. crusi (plus forte spécificité veetorielle pour les
Leishmania), 'évolution biochimique pourrait réveé-
ler des Slllllll‘ll(l('.\ : 'hypothése que nous présen-
tons pour 7. cruzi dans ce travail ‘perte plus oun
moins récente de la sexualité, certaines souches
isoenzymatiques  pouvant étre le résultat d'une
spéciation  vraie)  est peat-étee applicable  aux
Letshmania. Cependant, ne disposant pas de don-
neées |>crsmnu-|lus, nous n’émettons cette npininn
quiavee réserves. La situation que montrent les
trypanosomes africains est différente, le dendro-
gramme obtenu par svstématique numérique (Gib-
son et al., 19305 étant tres buissonnant., Ceel est
peat-étre & mettre en relation avee Phypothese
d'une sexualité classique que Tait (1930} a proposce
pour Irl/pu/msumu brucet. Si lon suit cette hypo-
thése, certains « zvmodémes » mineurs de T brucer
pourraient ne refléter quiune variabilité « indivi-
duelle » (chaque clone ¢tant I'équivalent  géne-
tique d'un « individu ») sans signification taxono-
mique.

— La comparaison avee des organismes apparentés
nous améne & parler des valeurs absolues de dis-
tances généliques que nous avons relevées, I est
hasardeux d’é¢tablic des relations strictes entre

valeurs de distances géné ll([ll(‘\ el niveaux taxono-
miques. Cependant, certains auteurs notent une
correspondance au moins relative entre ces deux
types de données (Ayvala, 1982 ; Cronin et al., 1931).
Les comparaisons interorganismes sont a priori
davantage justifiées dans le cas d’organismes appa-
rentés (Leishmania et Trypanosoma). lies valcurs
que nous relevons entre les deux « phylums » boli-
viens de 7. cruzi sont trés fortes (supéricures a 1,
atteignant 1,77), ce qui confirme les données d’un

distances génétiques, on peut s’attendre & ce que précédent travail (Tibayrenc et Miles, 1982). Elles
40 Cah. O.R.S.T.O.M., sér. Ent. méd. et Parasitol., vol. XXI, n° 1, 1983 : 35-45



Sept nouveaux variants isoenzymatiques de T. cruzi en Bolivie

£l
sont considérées comme des distances génétiques montrer, la distinction entre souches « majeures »
minimales, une amélioration des techniques ne et « mineures » est loin. d’étre évidente. D’autre
pouvant que les majorer (voir les résultats infé- part, ce terme est générateur de confusions, un
rieurs ue nous avions obtenus dans un précédent « déme » désignant en génétique des populations
travail : Tibayrenc et al., 1981 a). Ces valeurs sont une population panmictique, ce qui implique une
trés supérieures a celles qu’on observe entre Try- reproduction sexuée, or, cette reproduction sexuée
panosoma brucei brucei et T. brucei gambiense semble absente chez T. cruzi. )
(Tait et Le Ray, communication personnellej, et — La valeur taxonomique des différents loci enzy-
comparables & celles qui existent enlre « espéees » matiques n’est pas univoque. Ainsi, deux loci sont
différentes de Leishmania (Lanotte et al., 1981). apparus constamment monomorphes pour les 45
Ceci est un argument pour considérer les deux isolats étudiés : ce sont MDII2 et (6D, ceci confir-
groupes majeurs observés en Bolivie comme des mant d’autres résultats (Tibayrenc et Miles, 1082,
entités taxonomiques naturelles, des « agamospe- et résultats non encore [\)ublié‘s). Ces loct semblent
ctes ». Un autre élément est donné par la constance constituer de bons « loci-diagnostic » pour le taxon
de certains variants sur des aires géographiques T. crusi par rapport & d’autres parasites proches :
trés étendues @ la souche soenzymatique 1 de Boli- T. crusi marenkellei et T. rangeli (vésultats non
vie est biochimiquement trés proche du « zymo- encore publiés). D’autres loct permettent de dis-
déme » 1 du Brésil (Tibayrene et Miles, 1952), des tinguer les deux grands groupes : le groupe 1 est
isolats collectés en Guvane francaise, et de Ta souche car:’nctérisé par l’(i\l. lCl)H, LAP et MDIIL, qui sont
de laboratoire Tehuentepee, qui vient du Mexique chez lui lll()ll()lll()l‘])h(.‘S (fig. 2). Le gl‘()llﬂﬂ 2 peut
(résultats non encore publics). La souche 2a de étre déterminé par les mémes enzymes, saul PGM
Bolivie, tres apparentée & la souche 2 {n'en diffé- qui présente chez lur une variubilité. On note
rant que par un allele), a été retrouvée dans le sud Faspeet hétérozygote des loci PGL et GPG pour les
des Litats-Unis, au Brésil et au Chili irésultats non zymosouches 2, 2a et 2h, et du locus PGM pour 2
encore publiés). et 2a. L..’lS[l(.‘L’vl hétérozyeote de ICD, que nous
— L’adoption d’une terminologie  définitive  est avions Ol’ff"’:""’ en gel d’amidon “-'1“'7'”" Zymo-
cependant rendue trés diflicile par Uexistence d'une souche 2 ‘/I'l“",‘"""": et Miles, J”“\Z;‘ na pas ete
certaine hétérogéndité au sein des groupes que nous retrouve en acélate de cellulose. En ;!tllcx!(lunt des
observons St cerbains varimts semblont minenrs études compuratives, nous avons considéré ce locus
(ne différant entre cux que par un allele;, d'autres comme homozygote pour le groupe 2. Les autres
sont beancoup micux diflérencids @ distance géné-
tique de 04 entre 2 et 2¢ par exemple. Ce variant GROUPE 1 GROUPE 2
2¢ semble ¢étre apparenté an « zvmodéme » 2 du
Brésil, sans lui étre semblable {Tibayrenc et al.,
paraitre). Le cas le plus diflicile & classer est ullu
du variant 1h {distance génétique de 1L,0OL par rap- ICD o
port & la souche 2, de 0,57 par rapport i la souche —
1). Cect v'apparait pas clairement sur le dendro- =
gramme. [’hétérogénéité mtragroupe ne saurait
done étre négligée, et son mmportance épidémiolo-
gique et taxonomique doit absolument étre éclair-
cie. Ceci ne pourra se {aire que par une étude
extensive portant sur toute Paire de répartition du LAP =
parasite. IXn attendant, nous ne pouvons que nous p—
en tenir & une terminologie d’attente : chaque
variant recoit le nom de « zvymosouche » (ou « zvmos-
train » en Anglais, abréviation : « 7S »), sans pré-
juger de son importance médicale ou taxonomique.
Le terme qui prévaut actucllement, « zymodéme », MDH 1
doit & notre sens étre rejeté, au moins en ce qui -
concerne T'. cruzi. D’une part, il désigne actuclle- -
ment les zymosouches « majeures » de 7. cruzt Fic. ‘2. — Zymogrammes des loci ICD, LAP ¢t MDII
(Miles et tll., 1981 a), or, comme nous venons de le pouvant caractériser les groupes de zymosouches 1 et 2
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loci présentent une forte variabilité (photo 1). On
note que, seule au milieu du groupe 1, la zymo-
souche 1b présente le « pattern » ME du groupe 2.
Ce fait insolite ne suflit pas a faire invoquer une
sexualité classique (recombinaisnn de tout le
génome) chez T. crusi. Par contre, il est compa-
tible avec 'hypothése de phénomeénes de para-
sexualité (échange entre souches d’une petite por-
tion du génome), qui apparaitraicnt alors comme
trés exceptionnels. Pour terminer avec cette ques-
tion de la valeur diagnostique des loct, on note que
8 des 9 zymosouches auraient pu étre détectées
avee les 5 enzymes que nous employons de facon

routiniere : PGM, PGI, 6PG, ME et ICD.

PG I

1

Puorto 1. — Zymogramme de Uenzyme PGI pour diffé-
rentes zyvmosouches; 4 alléles visibles, numérotés de
1 a 4, du plus rupide au plus lent. Echantillons 1, 3,

5 et 8 : Zymosouche 1 (génotype homozygote 4/4)
échantillons 2 et 4 : Zymosouche 2¢ (homozygote 2/2)
échantillon 6 : zymosouche 2a (hétérozygote 2/3);
échantillon 7 zvimosouche 2 (hétérozygote 1,3}

Fenzyme ayant une structure dimérique, les hétérozy-
gotes montrent un zymogramme a 3 bandes, la bande
médiane étant plus intense que les 2 extrémes.

— Valeur immunologique des i1soenzymes : si cer-
taines enzymes présentent une activité antigénique,
le fait de connaitre la nature biochimique d’un

o
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antigéne devrait grandement faciliter sa purifica-
tion pour toutes études appliquées (Tibayrenc,
1982). Les meilleurs candidats sont les enzymes a
trés forte activité. Chez T. cruzi, c’est le cas pour
GD (photo 2). ME présente chez un parasite appa-
renté (7. rangeli) une activité également remarqua
ble. Si la ML de ce trypanosome présente des pro-
priétés antigéniques croisées avec T'. cruzi, ceci peut
étre un biais pour obtenir la purification en grande
quantité de cet antigéne {on utiliserait comme source
le T. rangeli). Si au contraire, cette enzyme a des
propriétés antigéniques spécifiques de T. rangeli,
ceci peut permettre d’obtenir un diagnostic immu-
nologique spécifique des infections a T. rangeli.

v

2

L . i

Puoro 2. — Zymogramme de 'enzyme GD. Toutes les
baudes sont au méme niveau, quelle que soit la zymo-
souche : enzyvme monomorphe. Remarquer la forte
intensité des bandes (10 minutes de révélation)

— La répartition des zyvmosouches en Bolivie
(fig. 3) peut se décrirc provisoirement comme suit :
les deux zymosouches apparemment les plus [ré-
quentes (ZS1 et ZS2) semblent ubiquistes, au moins
en cycle urbain, et ont été retrouvées dans des
endroits trés divers (Tibayrenc et Desjeux, 1982),
Tibayrenc et al., & paraitre). La zymosouche 2c¢
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o’
{apparentée au zymodéme 2 du Brésil) n’a été — Pour terminer, il nous faut souligner certaines
retrouvée qu'a Tupiza, & T'extréme-sud du pays, limites de la classification biochimique. Certains
dans une zone ou les échanges de travailleurs auteurs ont cherché & mettre en évidence des rela-
migrants avec I’Argentine sont intenses. La zymo- tions entre les données isocnzymatiques ct d’autres
souche 2a (irés proche de ZS2; n’en différant que propriétés du parasite. Ainsi, Miles et al. (1981 h)
par 1 allele), semble épidémiologiquement impor- ont souligné une relation statistique en un méme
tante, car elle se retrouve aux USA, au Chili, au lieu entre fréquence des zymodémes et formes cli-
Brésil et dans les Guyanes. En Bolivie, elle n’a été niques de la maladie de Chagas. Dvorak et al. (1980)
observée que dans le sud (Tupiza, Tarija). La zymo- ont montré une relation entre cinétique de culture
souche 2b, constituée par 1 seul isolat, n’a été et zymodeéme. Gareia et Dvorak (1982) ont remar-
trouvée qu’d Tarija. La zymosouche 1b (1 seul qué une infectivité différente du triatome par cha-
isolat), trés spéciale d’un point de vue taxonomi- que zvmodéme. Cependant, 1l faut souligner que
que, n’a été trouvée que dans la ville de Sucre. de telles concordances ne sont pas obligatoires a
priori, et doivent faire Pobjet de soigneuses vérifi-
cations statistiques. En effet, la classification par
distances génétiques refliéte I'évolution protéique, la-
quelle apparait pour une grande part neutre face i la
sélection naturelle (Wilson et al., 1977). Au con-
traire, les caractéres épidémiologiques ou pathogé-
niques  sont  probablement adaptatils, et leurs
rythmes évolutifs peuvent done étre tres diflé-
rents de ceux de I'évolution protéique. Un cas illus-
tratif est fourni par la résistance aux drogues :
celle-ci pourrait étre an moins dans certains cas sous
la dépendance de génes régulateurs, comme les
résistances observées daus certains cas chez les
bactéries {(Ninio, 1979). It de méme qu’on observe
au sein d’une mém taxon bactérien des mutants
résistants, pourtant semblables taxonomiquement
a leurs congénéres, de méme peut-on imaginer au
sein d’une méme zyvmosouche de T eruzi des iso-
lats plus ou oins résistants aux drogues. Les
résultats d'une étude in eitro réalisée a I'IBBA
{Barnabé et Tibayrene) montrent que si la résis-
tance aux drogues semble suivre la classification
en zymosouches, elle n'est pas proportionnelle aux
distances génétiques, et que la variabilité d’un iso-
lat a4 'autre au sein d’une méme zymosouche est
assez forte.
Fig. 3. — Carte de Bolivie montrant la provenance des
différentes zymosouches (voir aussi tabl. [1) 1 1 == La
Paz ; 2 = Chiwisivi; 3 = Yungas; 4 == Alto Beni;
5 = Sucre; 6 == Santa Cruz; 7 = Tupiza ; 8 = Tarija Conclusion
— Les données boliviennes ne montrent pas la La classification des souches isoenzymatiques
spécificité vectorielle qui a ét¢ soupconnée au Bré- (zymosouches) de Trypanosoma cruzi par distances
sil pour les zymodémes (Miles et al.,, 1931 a). génétiques constitue une approche rationnelle pour
Toutes les zvmosouches semblent en Bolivie trans- hiérarchiser les subdivisions de ce taxon (taxono-
mises massivement et sympatriquement {Tibayrenc mie phylétique). Elle devrait absolument étre prise
et al., soumis pour publication) par le méme vec- en compte pour toute étude (immunologique, épi-
teur T'riatoma infestans, au moins en cycle urbain. démiologique, pharmacologique, génétique...) con-
La seule spécificité épidémiologique semble rési- cernant ce parasite, méme si les corrélations entre
der pour Uinstant dans les différences de fréquences les données isoenzymatiques et les autres proprié-
géographiques des zymosouches. tés du parasite ne sont pas obligatoires a priori.
Cah. O.R.S8.T.0.M., sér. Ent. méd. et Parasitol., vol. XXI, n® 1, 1983 : 35-45 43



L’insuflisance de nos connaissances sur la
variabilité isoenzymatique totale de 7'. cruzt oblige
cependant & s’en tenir & une terminologic d’attente,
chaque variant isoenzymatique recevant le nom de
« zymosouche » quelle que soit son importance
taxonomique ou médicale.

La répartition des zymosouches en Bolivie
montre en cycele urbain une absence totale de spé-
cificité vectorielle, toutes les zymosouches étant
transmises par T'riatoma infestans. Ces zvmosouches

M. Tibayrenc, L. Echalar, F. Le Pont, P. Desjeux

sont étroitement sympatriques, avec cependant des
fréquences trés différentes selon les localités,

L’étude se poursuit en Bolivie et dans d’autres
pays d’endémie pour donner un tableau définitif
de la variabilité isocnzymatique de T. cruzi, et de
ses relations avec les donnédes médicales et épidé-
miologiques.

Manuscrit recu au Service des Editions dz U'O.1.S.T.0.M.
le 4 mars 1953.
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ANNEXE
Les quantités indiquées donnent 100 ml de solution de révélation == 10 doses si 'on utilise des plaques d'acétate de cellulose

pour 12 échantitlons (Helena n® 30241 ou 20 doses si 'on se sert de plaques a 8 échantillons (Helena n® 3000).
Toutes les migrations se font a 200 volts pendant 30 minutes.

Tampons de migration : Tampons de révélation :
1 = n® 3 Lanham et al., 1981 A = C Lanham et al., 1981
2 == n® 1T Shaw et Prasad, 1970 B == E Lanham et al., 1931
3 = n° 4 Lanham el al., 1981 C = B Lanham et al.,, 1951
4 == HR Helena dilué a 750 ml -+ D = 1 Miles et al., 1980
1M MeCl2 12 == Tris maleate PH 6,0 (Shaw et
5 == n® Il Shaw et Prasad, 1970 Prasad, 1970)
Tous tampons additionnés de 20 9, de F o= Treis 0,00M Glutamic acid 0,1M
sucrose., ajusté a phl 7,0,

Les plaques dacétate sont imbibées dans

le tampon de migration pendant 20 mn

avant le depot des éehontillons. Pour .
GPI et 6GP, on emploie pour cela le

tampon de migration dilué au 1/14.

(1} Pour 1 dose : NBT (10 mg/ml) : 500 pl: PMS (10 mg/ml) @ 360 pl (plaques a 12 échantillons ; pour plaques a 8 échan-
tillons, diminuer de moitié). Ajouter juste avant cmploi.

(2) Pour 1 dose (plaques & 12 dchantitlons) @ 2 mg dans 75 1l éthanol. Ajouter juste avant emploi.

(3) Pour I dose (plaques & 12 échantillons) @ 5 mg. Ajouter juste avant emploi.

(4) Quantité pour 1 dose iplaques & 12 échantillonsi. Ajouter juste avant emploi.

l(nh reactifs obtenus de Sigma Ltd, N© «ln catalogue : NADP NO755: NAD N7004; G6PD G8878 ; I, Aminoacid oxidase
A9253 : Peroxidase P8125 1 Glucose 1P l ¢ DL Isocitrie acid 112525 Fructose 61 F3627 5 6 Phosphogluconic acid P7877
D Glucose 6P G7379; Leaceyl leueyl leucine I (N; 9: L Leueyl 3 Napthybunide L0376 1 L Glutamic acid G1626 1 DL Malic acid
MO875; NBT N6876; PMS P9625 1 3 Amino 9 Ethylearbazole A575%4 ; Fast black K salt FF7253.

Pour la révélation, on méle 10 ml de solution de révélation {plaques a 12 places) a 10 ml agarose 1,2 95 & 60°, ¢t on coule
en boites de Pétri en plastique.
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