Capacité vectorielle du type sauvage
et du mutant salmon
de Glossina morsitans morsitans
Westwood, 1850 (Diptera : Glossinidae)
' dans la transmission

de Trypanosoma brucei
Plimmer et Bradford, 1899

A. M. Magumvavirr @, W. DisteLmans @) @),
Y. Craps @, B, D’Hagsereer @),
D. Le Ray @ et R. H. Gooping @

Résumé

Les capacités vectorielles respectives du phénotype salmon et du phénotype sauvage de Glossina morsitans
morsitans vis-d-¢is de Trypanosoma brucei brucei ont été comparées. Les taux les plus élevés d’infestation
intestinale (proventricule et intestin moyen) furent rencontrés chez les femelles salmon (74,6 %) et les mdles
salmon (64,4 %, ). Par contre, le taux d'infestation des glandes salivaires parut étre influencé principalement
par le sexe de la glossine, les mdles présentant les taux d’infestation les plus élevés (33,9 %, des mdles salmon
et 16,7 %, des mdles sauvages). Chez les mouches ayant une infestation intestinale, 52,6 & 60 %, des mdles déve-
loppérent une infestation métacyclique alors que celle-ci ne fut observée que chex 14,9 a 17,9 %, des femelles.
Il apparait donc que la colonisation de Utntestin est favorisée par I'alléle salmon tandis que ! acquisition de Uinfes-
tation salivaire est sous Uinfluence du sexe de la glossine.

Mots-clés : Glossina morsitans morsitans — Trypanosoma brucei brucei — Capacité vectorielle — Génétique.

Summary

VECTORIAL CAPACITY OF TIE WILD AND salmon 1YPEs oF Glossina morsitans morsitans IN THE TRANS-
misstoN ofF Trypanosoma brucei brucei. The ability of salmon and wild types of Glossina morsitans morsi-
tans fo transmit Trypanosoma brucei brucei was determined. The highest rates of midgut infection were found
in the salmon females (74.6 %,) and salmon males (64.4 %,). However, the rate of salivary gland infection
was strongly influenced by sex of the fly, males having the highest infection rates (33.9 9/, among salmon males
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and 16.7 % among wild type males). Among the flies having a midgut infection, 52.6 to 60.0 %, of the males

developed a metacyclic infection while only 14.9 to 17.9 ©
is favoured by the allele salmon and acquisition of salivary gland infection is influenced by sex.

o of the females did so. Thus colonization of midgut

Key words : (rlossina morsitans morsitans — Trypanosoma brucel brucei — Vectorial capacity — Geneties.

Introduction

La capacité de la mouche tsétsé 2 transmettre
les irypanosomes est sous l'influence de facteurs
scologiques et physiologiques (revues de Lam-
breeht, 1980 : Molyneux, 1980 ; Makumyaviri et al.,
en préparation). Nombreux sont les aspects des
relations vecteur-parasite qui restent obscurs. Les
méthodes utilisables pour ce genre d’études com-
prennent notamment Pusage des marqueurs géné-
tiques {Gooding, 1984). Dans ce travail nous avons
examiné l'influence de lalléle salmon de Glossina
morsitans morsitans sur la capacité de cette espéce
a transmettre Trypanosoma brucei brucei. Le mu-
tant salmon fut cholisi & cause de son métabolisme
réduit du tryptophane (Davis et Gooding, 1983 ;
Gooding et Rolseth, 1984), un acide aminé essen-
tie]l métabolisé par plusieurs espéces de trypano-
somes, dont T, brucer (Hall er al., 1981},

Matériel et méthodes
(GLOSSINES

La souche de G. m. morsitans utilisée dans ce
travail est originaire de Kariba, Zimbabwe. Elle a
été colonisée au Langford Laboratory, Bristol (Jor-
dan et al., 1977) et secondairement 2 Edmonton,
on fut identifié et isolé le mutant salmon (Gooding,
1979). Pupes et imagos furent maintenues en cages
Geigy ou en cages PVC (Van der Vleedt, 1981) a
24 4 10oC et 65 4- 5 %) h.r. avec une alternance
lumiére-obscurité de 12 h. A I'éclosion, les mouches
ténérales furent récoltées quotidiennement et pri-
rent un repas infestant dans les 32 h suivantes.

Les pupes (n = 422) résultaient de I'accouple-
ment de fenuelles hétérozygotes (4 /sal) avec des
males hémizygotes (sal/Y). Elles furent transpor-
tées par avion et train par I'un de nous (R. H. G.)
et arrivérent & Anvers agées de 16 & 31 jours. Les
adultes émergeant de ces pupes présentérent les
phénotypes suivants : femelles hétérozygotes a il
de type sauvage (-/sal), femelles & ceil saumon
(salfsal), males & ceil de type sauvage (+/Y) et
méles & ceil saumon (sal/Y).

TrRYPANOSOMES

Le stock de T. b. brucet MAVUBWE/G6/
EATRO/1125 a été isolé en Uganda en 1966 &4
partic d’un guib harnaché Tragelaphus scripius
(Pallas). Ce stock s’est montré non-infectant pour
I’homme. Il exprime le répertoire d’antigénes varia-
bles AnTAR 1 caractérisé par diverses études séro-
logiques et géniques (Le Ray, 1975; Van Meir-
venne et al., 1975 : Barry et al., 1979 ; Pays et al.,
1981).

Dans ce travail, une population clonée, trans-
wise eycliquement et ayant subi trois sub-inocula-
tions & la seringue avant d’étre conservée & —196°C,
a servi a initier I'infection de souris NMRIT femelles
(KUL, Leuven) dgées de six 4 dix semaines. Les
souris ont re¢u par voie intrapéritonéale 5 « 107
trypanosomes. Afin d’inhiber la réponse immune,
100 mg/kg de eyclophosphamide (Endoxan®, Cilag,
Herentals) ont été administrés tous les quatre jours.
L’évolution de la parasitémie a été contrdlée quo-
tidiennement au microscope & contraste de phase
par examen de sang frais et quantification de la
parasitémie selon la technique de la « matching
method » proposée par Herbert et Lumsden (1976).
Les sub-inoculations ultérieures ont été effectuées
comme décrit ci-dessus.

REPAS INFESTANT

Les repas infestants ont eu lieu du cinquiéme
au huitiéme passage méeanique des trypanosomes,
entre le jour 3 et le jour 7 de 'infection, alors que
les souris présentaient un plateau parasitémique
pléomorphe de T'ordre de 2 X 108 trypanosomes
par ml de sang. Des mouches ténérales agées de 8
4 32 h et encagées par groupes de 10 & 20 individus
furent placées pendant 30 mn & U'obscurité sur des
souris parasitées. Celles-ci avaient été préalable-
ment anesthésiées par inoculation intrapéritonéale
d’une association de kétamine (25 mg/kg, Imalgéne®,
Iffa-Mérieux) et de xylazine (2 mg/kg, Rompun®,
Baver).

MAINTENANCE

Aprés le repas infestant, les mouches gorgées
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furent séparées par sexes, regroupées en cages de
dix individus de méme sexe et laissées 4 jefin pen-
dant 48 h. Du jour 3 au jour 23, les mouches furent
nourries quotidiennement sur oreille de lapin Full
Lop (Ranch Rabbits, Crawley Down, UK). Les
lapins requrent «d [ltbitum eau et granulés sans
coccidiostatiques. Ces lapins, aux environs du jour
19, manifestérent de la fiévre et développérent une
tumétaction {chancre) des oreilles. L’examen du
sang pratiqué quotidiennement démontra une para-

a

sitémie patente & partiv du jour 23.
INFESTATIONS PROCYCLIQUE ET METACYCLIQUE

Les performances vectorielles furent évaluées
en distinguant d’une part la colonisation du tube
digestif au niveau de l'intestin moyen et du pro-
ventricule par des trypanosomes (infestation pro-
eyclique) et d'autre part la présence de ces flagellés
dans les glandes salivaires (infestation mature ou
métacyelique).

Par mesure de sécurité, avant tout transfert,
les mouches furent anesthésiées sous atmosphére
’azote pendant 135 & 150 s. Au jour 23, les mouches
furent transférées en tubes individuels (conteneur
universel 30 ml, Sterilin), identifiées selon le sexe
et le phénotype, et laissées & jelin pendant deux
jours. Au jour 25, les mouches furent disséquées
par la méthode rapide de Penchenier et Ttard (1981)
en sérum de veau foetal (Boehringer) dans la cupule
d’une lame & cavité (VEL, Leuven). Le tube diges-
tif et les glandes salivaires furent séparés et exa-
minés au microscope a contraste de phase (oc.

10x, obj. 16, 25 et 40x).

Les glandes salivaires positives furent conser-
vées sur glace en sérum de veau foetal dans un
tube de broyeur (Duall 20, Kontes Glass Co.). A la
fin de la séance de dissection, les glandes furent
homogénéisées & I'aide d'un piston en téflon. Les
trypanosomes métacycliques furent comptés a la
cellule de Burker. La suspension fut ensuite conge-
lée & —196°C en présence de diméthylsulfoxyde
(Le Ray, 1975).

Avant dissection, 26 mouches, dont 5 du phé-
notype sauvage et 20 du phénotype salmon furent
soumises & 'épreuve de salivation provoquée sur
lame (Burtt, 1946).

Les trypanosomes métacycliques fournis par le-

phénotype sauvage ({/sal et 4-/Y) et par le phé-
notype salmon (salfsal et sal/Y) firent ’objet d’une
épreuve comparative de titration d’infectivité selon
la méthode de Lumsden et al. (1973).

ANALYSE STATISTIQUE

L’analyse statistique a été pratiquée par cal-
cul du G-stat, avee correction de Williams, & partir
d’un tableau de contingence 2 < 2 (Sokal et Rohlf,
1981).

Résultats

Les performances physiologiques et vectorielles
des mouches & ceil saumon (salfsal et sal/Y) ont
été comparées a celles du phénotype sauvage (+/sal

et +/Y).
PERF()RMANCES PHYSIOLOGIQUES

Des 422 pupes mises en expérience, 414 (98 %)
ont éclos. Un total de 323 glossines (78 9, 145 fe-
melles et 178 méles) se gorgérent entre 8 et 32 h
suivant 'émergence. Au cours des 25 jours de
Pexpérience, 13 mouches (4 9,) moururent, soit
sept femelles (4,8 %)) et six males (3,4 %). La mor-
talité respective des mdles et des femelles ne fut
pas significativement différente (G = 0,387 ; 1
d.d.l.; p > 0,05).

INFLUENCE DU PHENOTYPE salmon

L’infestation proeyelique fut significativement
plus fréquente chez les femelles salmon (salfsal) que
chez les femelles hétérozygotes (-/sal) (tabl. I et II).
Cependant ces différences ne se traduisirent pas par
un taux plus élevé d'infestation métacyclique

(tabl. T et II).

TapLeav [

Infestation de Glossina morsitans morsitans par Trypano-

soma brucet brucei (F = femelle, M = male ; (il (pig-
mentation) : sau = saumon, ts = type sauvage (brun
foncé) ; P = mouches avec trypanosomes procycliques

dans le tube digestif ; M = mouches avec trypanosomes
métacycliques dans les glandes salivaires; R = rapport

M/P).
No. No, Infestées
Sexe Oeil Génotype Exam. P (%) M (%) R
F sau sal/sal 63 47(74,6) 7(11, 1) 0,149
F ts +/sal 67 28{41,8) 5(7,5} 0,179
M sau  sal/Y 59 38(64,4) 20(33,9) 0,526
M ts +/Y 108 30(27,8) 18(16,7) 0,600
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Tasrrav I1

Comparaison statistique des infestations de Glossina morsi-
tans morsituns par Trypanosoma brucei brucei (les chiffres
sont des G-stats (avec correction de Williams, Sokal et
Rohlf, 1981} ; les nombres au-dessus de la diagonale
des zéros se rapportent aux infections métacycliques,
ceux au-dessous se rapportent aux infections procyeli-
ques ; les valeurs significatives pour 1 d.d.1. sont : 2,706,
p = 0,10; 3,841, p = 0,05; 5,024, p = 0,025 ; 6,635,
p = 0,01; 7,879, p = 0,005 ; 10,828, p = 0,001, Rohlf

et Sokal, 1981}

sal/sal  +/sal  gal/Y +/Y

sal/sal 0,000 0,496 9,271 0,996
+/sal 14,490 0,000 14,115 3,215
sal/Y 1,479 6,420 0,000 6,141
/Y 35,992 3,587 21,055 0,000

D’autre part, un nombre significativement plus
élevé de males salmon (salfY) (que de méiles sau-
vages (4-/Y) permit le développement d'infesta-
tions tant proeyelique que métacyclique (tabl. 1
et [1).Six males salmon, dont les glandes salivaires
se montrérent positives 4 la dissection, furent sou-
mis A I'épreuve de salivation provoquée. Trois
d’entre eux salivérent, chacun émettant de nom-
breux irypanosomes métacyeliques. Neuf glossines
de phénotype sanvage et neuf glossines de phéno-
type salmon hébergeant une infestation mature
furent disséquées, leurs glandes salivaires furent
homogénéisées et les trypanosomes métacyeliques
furent dénombrés. Lies mouches salmon hébergeaient
une population métacyelique de densité (2,4 x 10s
métacycliques par glande) comparable & celle
(1,3 - 108 métacycliques par glande) trouvée
chez les mouches sauvages. Les trypanosomes méta-
eyeliques provenant des glossines sauvages et sal-
mon firent I'objet d'une titration comparée de leur
infectivité. La dose infectieuse minimale pour la
souris fut la méme pour les deux phénotypes
(IDg 3 = 1028203 tpypanosomes métacyeligues).

INFLUENCE DU SEXE

A une exception prés, males et femelles de la
méme couleur d’eil ne différérent ni par la préva-
lence de Dinfestation proeyclique ni par celle de
I'infestation métacyelique (tabl. I et II). L’excep-
tion fut celle des males salmon (sal/Y)} chez qui
fut observé un taux d’infestation métacyclique
significativernent plus élevé que chez les femelles
salmon {salfsal) (tabl. [1).

LA BARRIERE DU TUBE DIGESTIF

Le rapport R du nombre de mouches ayant
une infestation métacyelique a celul des mouches
hébergeant une population proceyelique (M/P = R,
tabl. 1) peut étre considéré comme une mesure de
la probabilité de voir les trypanosomes du tube
digestif poursuivre leur évolution jusqu’aux glandes
salivaires. La valeur R (tabl. 1) est donc inverse-
ment proportionnelle & Peflicacité de la barriére
intestinale.

Les valeurs de R se répartissent en deux
groupes. Chez les femelles cette valeur est infé-
rieure & (1,2 alors que chez les miles R est supé-
rieur & 05, 1l semble done que lefficacité de la
barriére intestinale soit lide au sexe de la tsétsé
(G = 12,5375 ; 1 d.d.l.; p <2 0,001). L’alléle sal-
mon semble augmenter soit la réceptivité du tube
digestif aux formes procyeliques soit Uellicacité de
la barriére intestinale, mais cet effet n'est pas sta-
tistiquement significatif.

Discussion

L’expression de Palléle salmon augmente signi-
ficativerment la probabhilité de voir sétablir les
trypanosomes au niveau du tube digestif des tsé-
tsés tant méles que femelles, ceci toutefois sans (ue
soit modifiée la probabhilité de voir Iévolution des
trypanosomes se poursuivre jusqu’au stade méta-
eyelique (tabl. I et II). L’évolution ultérieure des
trypanosomes procycliques vers I'infection mature
parait étre influencée principalement par le sexe de
la mouche. Il s'ensuit une capacité vectorielle plus
élevée de la part des glossines males que des mou-
ches femelles, comme nous avons signalé précé-
demment (Makumyaviri et al., en préparation). De
plus le taux d'infestation des mouches sauvages
d’Edmonton fut comparable & celui des mouches
sauvages de Bristol (Makumyaviri et al., en prépa-
ation). D'autre part, la fonction vectorielle du
mutant salmon apparait au moins comparable a
celle du phénotype sauvage du point de vue de la
salivation de trypanosormes métacycliques, de leur
densité dans les glandes salivaires et de leur infec-
tivité pour le mammifére Ces résultats ne militent
pas en faveur de 'utilisation de la mouche salmon
comme agent de controle génétique (Gooding, 1982).

La probabilité acerue, chez les . m. morsitans
males qu'une infection & T. b. brucei évolue jus-
qu'au stade métacyclique peut étre due soit aux
différences physiologiques et biochimiques lides au
sexe, soit & des loci spéeifiques portés par le chro-
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mosome X. Dans ce dernier cas, dans I’hypothése
d’un seul locus du chromosome X on peut envisager
que le caractére de résistance ou le caractére de
sensibilité soient produits par un alléle soit domi-
nant soit récessif. Nos résultats ne sont compa-
tibles avec aucune de ces possibilités. Un modele
plus complexe pourrait éire envisagé pour rendre
compte des données actuelles, mais nous ne dispo-
sons pas pour l'instant de résultats de croisement
permettant de tester ce modele.

L’alléle salmon provoque une diminution du
métabolisme du tryptophane, avec pour consé-
quence une réduction de Uommochrome présent
dans les yeux composés (Davis et Gooding, 1983 ;
Gooding et Rolseth, 1984) ainsi qu’unc excrétion
fécale imporiante de tryptophane par les mouches
4 cell saumon (Gooding et Rolseth, 1984). Le tryp-
tophane est un acide aminé essentiel qui est méta-
bolisé intensivement par plusieurs espéces de
trypanosomes, dont 7. brucei (Hall et al., 1981).
Le taux élevé de tryptophane dans le tube digestif
des mouches & ceil saumon pourrait favoriser I'éta-
blissement des trypanosomes dans 'intestin de ces
glossines. Le fait que la sensibilité & T. congolense
(un trypanosome dont le cycle intéresse aussi le

tube digestif de la tsétsé) est maximale chez les
mouches & cell saumon (Distelmans et al., en pré-
paration) vient & Uappui de cette hypothése.

Bien qu’une influence maternelle ait été démon-
trée sur linfestation de G. m. morsitans par des
formes procycliques de T. congolense ingérées lors
de repas sur membrane (Maudlin, 1982), nos résul-
tats démontrent que le patrimoine génétique de la
mouche tsétsé peut influencer sa sensihilité a I'in-
festation par T. brucei. La sensibilité de la glossine
4 l'infestation intestinale et le développement de
I'infestation mature paraissent étre contrdlés par
des facteurs distinets.
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