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A tofal of 182 Glossina tachinoides were infected with

. Trypanosoma congolense savannah type. Infection rales were
determined according to microscopical examination of dissected
lies and PCR on proboscis. Different techniques of rypanosomes
detection in the saliva of live tseise flies were compared.

| Results show a high percentage of immaiure infection rates. PCR

+ amplification of trypanosomes in tsetse flies proboscis confirm
parasitological observations. The sdlivation technique showed
luciuations of the number of frypancsomes deposited with saliva.
Variability between individual flies was observed in the mean
number of parasites ejected, the rate of positive salivates detected
by PCR and the rate of infected mice. PCR technique was as
efficient as parasitological technique to defect irypancsomes in the
sclivates. The infectivity on mice was the less efficient method.
These results improve our knowledge on G. iachinoides vecorial
competence in the laboratory, and precise the role of this tseise

+ species in the epidemiology of this disease.

KEY WORDS : Glossina tachinoides, Trypanosoma congolense, vectorial
competence, vectorial capacily, salivation, PCR, epidemiology.

INTRODUCTION

es trypanosomoses humaines et animales restent
de nos jours un probléme majeur en Afrique
e subsaharienne ol sévissent les mouches tsé-tsé
ou glossines, vecteurs cycliques de cette maladie. Des
relations complexes associent le trypanosome, proto-
zoaire flagellé responsable des pathologies, et la glos-
sine ou s'effectue le cycle de développement du para-
site comprenant différents stades de multiplication et
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Résumé :

Cent quaire vingtdeux Glossina tachinoides oni éié infeciées avec
Trypanosoma congolense fype « savane ». Les taux d'infection ont
été évalués par examen microscopique et par PCR. L'émission des
hrypanosomes par salivation provoquée a été éludiée selon
dlifférentes techniques de délection des parasites qui ont é1é
comparées. les résultals des dissections ont révélé un fort
pourcentage d'infections immalures. la technique PCR appliquée
sur les proboscis a confirmé les résulials parasitologiques. les
expériences de salivalion ont monié une grande variabilité, inler
et inkra-individuelle, dans 'émission des hypanosomes lors des
sondages. la lechnique PCR a éié équivalente ¢ I'examen

|| microscopique pour détecter les trypanosomes dans les salivats. la
méthode de xénodiagnostic inverse s'est révélée la moins
performante des trois pour détecter les glossines infeciantes.
L’ensemble de ces résultals a permis de préciser la capacité
veclorielle de G. tachinoides visdvis de T. congolense fype

« savane » au laboraioire, et de donner des élémenis
supplémentaires de compréhension au rdle de celte glossine dans
I'épidémiologie de la maladie.

MOTS CLES : Glossina tachinoides, Trypanosoma congolense, compélence
veclorielle, capacité veciorielle, salivation, PCR, épidémiologie.

de maturation. Lefficacité de la transmission dépend
i la fois de mécanismes intrinseéques, liant le parasite
et le vecteur, et de facteurs extrinséques, essentielle-
ment environnementaux. On distingue ainsi, d'une
part la compétence vectorielle qui est ensemble des
composantes permettant l'installation, la multiplication
et la maturation des trypanosomes, rendant une glos-
sine apte 4 disséminer la maladie, et d’autre part la
capacité vectorielle qui est le nombre de nouvelles
transmissions par situation et par jour, assurant la
pérennité de la maladie dans un site donné (Reisen,
1989).

Les glossines appartenant au groupe morsitans sont
réputées pour étre d’excellents vecteurs des trypano-
somes appartenant au sous-genre Nannomonas. De
nombreux travaux font état de limportance de leur
compétence et de leur capacité vectorielles sur le ter-
rain (Harley & Wilson, 1968 Robert & Gray, 1972;
Diallo, 1985) et au laboratoire (Lyndhurst, 1936 ; Moloo
& Kutuza, 1988 ; Moloo et al, 1994). Comparativement,
les glossines appartenant au groupe palpalis sont
considérées, de maniere générale, comme des vecteurs
peu efficaces de Trypanosoma congolense (Willett et
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al., 1964) et T. simiae (Agu, 1984; Moloo ef al., 1994).
Ces différences de réceptivité seraient dues en partie
aux mécanismes complexes d'action des symbiontes
intestinaux, les RLO (Rickettsia-Like Organisms) (Wel-
burn et Maudlin, 1989; Maudlin & Welburn, 1994), et
également aux préférences trophiques des glossines.

Glossina tachinoides, Westwood 1850, bien qu’appat-
tenant au groupe palpalis, est considérée comme un
vecteur redoutable des trypanosomoses animales
(Gruvel, 1974). Cette glossine riveraine, particuliére-
ment agressive, se distingue par un opportunisme ali-
mentaire lui permettant de s’adapter facilement 4 son
environnement. Ainsi, cette espéce se nourrit fré-
quemment sur les reptiles si la disponibilité en hotes
mammiféres est restreinte, ne serait-ce que la durée
d'une saison (Boreham & Gill, 1973; Laveissiére et
Boreham, 1976; Laveissiére, 1986; Kiipper et al.,, 1990).
L'analyse sérologique des repas de sang confirme sou-
vent les préférences trophiques de cette glossine pour
les varans et les serpents. De plus, les forts taux
d'infection dans l'intestin observés sur le terrain (Robert
& Gray, 1972) sont souvent attribuables aux trypa-
nosomes a cycle de développement postérograde
tels T. grayi ou T. varani-like (Minter-Goebdloed et al.,
1993; Mihok et al. 1992), parasites de reptiles réputés
non-pathogénes. Dans ['état actuel des connaissances,
peu d'outils permettent d’identifier ces trypanosomes
dans les organes de la glossine. La mise en culture des
formes procycliques et 'étude de leur cycle de déve-
loppement chez la glossine aprés leur ingestion 7 vitro
permet de distinguer les trypanosomes pathogeénes 4
cycle de développement antérograde des parasites
non-pathogénes a cycle de développement postéro-
grade (McNamara & Snow, 1991). Néanmoins, cette
méthode est longue et astreignante, inconcevable pour
des études de grande ampleur. Une sonde nucléique
spécifique de T. grayi est en cours de production
(McNamara et Snow, 1991), mais dans I'état actuel des
connaissances aucun marqueur moléculaire n'autorise
une identification précise de ces parasites.

Le role exact de G. tachinoides dans I'épidémiologie
des trypanosomoses est relativement méconnu. Les
taux d'infections matures de type Nannomonas (pré-
sence de parasites dans l'intestin et le proboscis) chez
cette espéce sont souvent faibles alors que les préva-
lences chez le bétail sont importantes. En revanche,
certains travaux font état de nombreuses infections du
type Duttonella (présence de trypanosomes dans le
proboscis uniquement) (Baldry, 1964; Leak, 1996),
conférant & G, tachinoides dans certaines situations un
role important dans la transmission cyclique de
T. vivax. La transmission mécanique par les glossines
est une réalité démontrée au laboratoire (Bouet & Rou-
baut, 1912; Wells, 1972; Krinsky, 1976; Moloo, 1982;
Robert et al., 1989) mais délicate 4 révéler sur le ter-

rain. G. tachinoides, par son comportement singulié-
rement agressif, pourrait constituer un vecteur méca-
nique potentiel en plus de son rdle de vecteur cyclique
bien reconnu.

Nous nous sommes donc intéressés, au laboratoire, au
comportement de G. tachinoides infectée expérimen-
talement par une souche de T. comgolense. Deux
objectifs ont guidé notre travail, d’'une part, éclaircir
la réceptivité de cette glossine 4 ce trypanosome,
d'autre part, suivre I'émission parasitaire au moment
de la salivation, grice 4 différentes techniques de
détection des trypanosomes sur l'insecte vivant qui
seront ainsi évaluées et comparées.

MATERIEL ET METHODES

(GLOSSINE ET TRYPANOSOME

77N ette étude porte sur Glossina tachinoides West-
wood 1850, originaire du Burkina Faso, pro-
% venant de P'élevage commun CIRAD/ORSTOM.
La souche de trypanosome utilisée est Trypanosoma
(Nanmnomonas) congolense E325 (Uilenberg et al.,
1973), clone appartenant au type moléculaire «savane »,
trés bien adapté aux rongeurs de laboratoire.
Les trypanosomes émis par une glossine infectée sont
de deux formes selon leur stade de maturation. Les
épimastigotes, formes non-infectantes qui se multi-
plient dans le labre, présentent une forme allongée et
un flagelle libre. Les métatrypanosomes, formes infec-
tantes localisées dans I'hypopharynx, sont plus trapus
avec un flagelle trés court ou inexistant.

PCR

Le protocole de la technique PCR, récemment adapté
a une étude de terrain (Solano er al., 1995), est décrit
par Masiga et al., 1992. Les proboscis sont récupérés
dans un tube Eppendorf contenant 50 pl d’eau distillée
stérile. La solution est agitée énergiquement afin de
libérer les trypanosomes dans le liquide. Les échan-
tillons peuvent étre conservés 4 — 20 °C avant d'étre
analysés. Une fraction de 3 pl de la suspension
obtenue est ajoutée au mélange réactionnel pour
I'amplification.

INFECTION DES GLOSSINES

Un cryostabilat de T. congolense E325 est inoculé par
voie intraveineuse 4 un lapin. Lorsque la parasitémie
atteint 0,5.10¢ 4 2,109 trypanosomes par millilitre (Her-
bert & Lumsden, 1976), les glossines ténérales pren-
nent leur premier repas sanguin sur I'héte infectant.
Les individus non gorgés sont éliminés; 182 G. tachi-
noides gorgées sont ainsi retenues dans cette étude.
Elles sont entretenues sur un autre lapin nourricier sain
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dont la parasitémie éventuelle est régulieérement
contrdlée par observation directe d’'une goutte de sang
a I'état frais au microscope 4 contraste de phase. Dés
P'apparition des trypanosomes, 'animal est remplacé,
traité par un trypanocide (acéturate de diminazéne,
Bérénil®) et placé au repos durant au minimum
15 jours, période pendant laquelle un nouveau lapin
est utilisé comme hdte nourricier.

Aprés une période minimale de 15 jours, durée pen-
dant laquelle le cycle évolutif de T. congolense est censé
étre achevé, trois lots de glossines sont constitués :

e Un lot de 132 individus (36 miles et 96 femelles)
disséqués selon la méthode classique (Itard, 1981;
Penchenier et Itard, 1981). Lintestin moyen et le pro-
boscis sont examinés au microscope afin de localiser
et répertorier les infections. 40 proboscis aléatoirement
choisis parmi les 132 sont retenus pour étre soumis a
la technique PCR.

e Un lot de 10 femelles, trouvées infectées grice a la
méthode de salivation provoquée sur lame chauffée a
38 °C+/-1 (Burtt, 1946; Youdeowei, 1975) réhabilitée
récemment (Gidudu et al., 1995). Notre méthode
consiste 4 faire sonder chaque individu 10 fois consé-
cutivement dans trois gouttes de PSG (tampon Phos-
phate Salin Glucosé) chauffées, soit au total 30 son-
dages par femelle. Chaque goutte est examinée au
microscope et les individus ayant émis des trypano-
somes au cours de ces 30 sondages sont retenus.
Chaque femelle ainsi sélectionnée est soumise, aprés
un jelne de 72 heures, 4 trois tests successifs selon la
chronologie suivante :

— une premiére série de 10 sondages successifs dans
une premiére goutte de PSG chauffée, dont 'examen
microscopique révéle le nombre et la morphologie des
parasites émis,

— une deuxi€éme série de 10 sondages successifs, aus-
sitdt aprés la premiére, dans une seconde goutte de
PSG. Celle-ci est récupérée grice 4 une micropipette
pour étre analysée par PCR,

— un repas sur souriceau 4gé de 10 a 15 jours, per-
mettant d’étudier I'évolution de l'infectivité de chaque
mouche par « xénodiagnostic inverse » (Nitcheman &

~ Jacquiet, 1990).

La durée du suivi varie selon la longévité de I'individu
(de 28 4 70 jours).

Afin de faciliter la discussion, nous définissons un essai
comme l'ensemble des trois tests utilisés pour mettre
en évidence les parasites 4 un moment donné.

e Un lot de 40 femelles trouvées non-infectées selon
le méme protocole de salivation sur lame. Chacune est
nourrie, 4 raison de trois repas successifs espacés de
72 heures, sur un méme souriceau. Au terme du der-
nier repas, chaque glossine est sacrifiée et disséquée.
L’intestin moyen et le proboscis sont examinés au
microscope. Le proboscis est récupéré dans un tube
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Eppendorf contenant 50 pl d’eau distillée stérile pour
étre analysé par PCR.

Le choix des femelles dans nos expériences de sali-
vation se justifie par leur plus grande longévité com-
patible avec une plus grande durée d’'observation (60
a 90 jours).

La parasitémie des souriceaux est réguliérement
contrdlée par examen parasitologique sanguin (état
frais). Tout souriceau qui demeure négatif un mois
aprés le dernier repas de la glossine est considéré
comme non-infecté.

RESULTATS

DISSECTIONS (fig. D

) armi les 132 individus disséqués (36 males et

i~ 96 femelles), 90 (68,2 %) présentent des para-
4L sites dans l'intestin, dont 18 chez les mdles
(50 %) et 72 chez les femelles (75 %). Cette différence
est significative (y? = 7,54; SY). Six males (16,6 %) et
21 femelles (21,9 %) sont infectés au niveau du labre,
parmi lesquels trois males (8,3 %) et sept femelles
(7,3 %) présentent aussi des métatrypanosomes dans
Phypopharynx. Ces différences entre sexes ne sont pas
significatives.

Omles
@ femelles

pourcentages d'infections

104 vy
oL | 7
intestin moyen iabre hypopharynx
Fig. 1. — Pourcentages d’infection dans les différents organes de

G. tachinoides miles et femelles infectés par T. congolense E325.

La compétence vectorielle (CVD) a été estimée selon
la formule de Le Ray, 1989. La valeur de cet indice est
supérieure chez les femelles (CVI = 0,218) par rapport
aux males (CVI = 0,166). Tous sexes confondus, elle
est de 0,204 pour un 4ge moyen de 45,5 jours (49,4
pour les miles et 41,6 pour les femelles).

Les résultats de la PCR appliquée sur les proboscis sont
conformes 4 ceux obtenus 4 'examen parasitologique.
Sur les 40 échantillons testés, les quatre cas positifs
révélés a 'examen parasitologique ont été confirmés
par PCR. Aucun proboscis négatif 4 'examen micro-
scopique n’est apparu positif avec la technique PCR.

1. significatif.

269



270

N G2 G3 G4 G6 G7 G8
glossine
Nb 17
essais

G9 Gl1 Gl13

b
o

13 15 13 26 22 25 19

Total 139 118 192 121 98 466 119 200 166
f.c.
moy. 8,17 536 14,76 8,06 7,53 19,41 566 833 883

fc. (et=14,4) (ex=5,2) (et=i2,7) (e.t=85) (et=60) {e.t.=323) (e1=5,8) (e.t=9,9) (e=15,0%

Total 21 16 85 8 9 59 49 33 5
fl.
moy. 233 0,72 6,53 0,553 0,69 245 233 137 0,26

fl. (et=i8 fet=13 (e4=09) (€1=10) (e.L=07) (er=28) (et=34) (c.t=3,3) (e.4=06)

f.c. : formes courtes, f.l. : formes longues, moy. : nombre moyen
de parasites par glossine et par essai, e.t. : écart type.

Tableau I. — Nombres total et moyen de trypanosomes observés
dans les salivats de G. tachinoides infectées par 7. congolense au
cours de I'expérience.

SALIVATION SUR LAME CHAUDE

Observation microscopique des salivats des glossines
infectantes (tableau D

Une femelle sur les 10 infectantes désignées est morte
en début d’expérience.

Pendant toute la durée de Pexpérimentation (39 jours),
I'observation microscopique réveéle une trés grande
variabilitt du nombre de trypanosomes émis, allant
toutes formes confondues de 0 i 153 par test. Le
nombre de formes courtes (148 au maximum) est tou-
jours supérieur au nombre de formes longues (36 au
maximum). Les proportions respectives sont trés fluc-
tuantes dans le temps (fig. 2).

Le nombre moyen de formes courtes émis par glos-
sine varie de 5,36 (nombre d’essais : 22, e.t.> = 5,2)
chez l'individu G3 a 19,41 (nombre d'essais : 26,
e.t. = 32,3) chez l'individu G8. Le nombre moyen de
formes longues varie de 0,26 (nombre d’essais : 19,
e.t. = 0,6) chez l'individu G13 4 6,53 (nombre d'essais :
13, e.t. = 9,9) chez lindividu G4.

Analyse par PCR des salivats des glossines infectantes

Les pourcentages de salivats détectés positifs par PCR
varient entre un minimum de 75 % pour l'individu G2
34 un maximum de 100 % pour les individus G4 et G13
(tableau 1D.

XENODIAGNOSTIC INVERSE SUR SOURICEAUX

Evaluation de l'infectivité sur souriceaux des glossines
infectantes

Les pourcentages de souriceaux infectés varient entre
un minimum de 22 % pour l'individu G9 4 100 % pour
les individus G4 et G13 (tableau ID).

2. écart type.

Etude des glossines trouvées non infectées par la
technique de salivation (tableau IID

Sur les 40 glossines considérées comme non infectées
lors de leur sélection par la technique de salivation,
la dissection révéle en fait 10 individus (25 %) pré-
sentant des trypanosomes dans le proboscis. Sur ces
10 mouches, sept sont infectées 4 la fois dans le labre
et I'hypopharynx (statut infectant) et trois uniquement
dans le labre (statut non infectant). L'dge de ces
mouches varie de 52 4 90 jours.

La PCR appliquée sur les pieces buccales confirme les
résultats parasitologiques. Les 10 proboscis dans les-
quels ont été observés des parasites donnent un signal
positif. Les 30 proboscis restants, négatifs 4 'examen
microscopique, sont aussi négatifs par PCR.

:—O—formes courtes —{1—formes longues

pourcentages de trypanosomes

essais

Fig. 2. — Evolution du pourcentage de formes courtes et longues
(toute glossine confondue) de T. congolense émises par G. tachi-
noides femelles au cours de 13 essais espacés de 72 h (durée du
suivi : 39 .

Ne glossine G2 G3 G4 G6 G7 G8 G9 Gl1 Gl13
Nb essais 16 22 12 15 14 25 19 25 19

PCR+ 12 19 12 14 11 20 16 21 19
% PCR+ 75 8 100 93 78 80 84 84 100
Nb essais 15 34 11 14 13 31 31 33 18
Souriceaux+ 11 27 11 12 10 20 7 30 18

% Souriceaux+ 73 79 100 85 76 64 22 90 100

PCR+/%PCR+ : nombre/pourcentages de salivats répondant positi-
vement 4 la PCR, souriceaux+/% souriceaux+ : nombre/pourcentages
de souriceaux infectés. '

Tableau II. — Proportions de PCR positives et de souriceaux posi-
tifs observés pendant l'expérience pour chaque G. tachinoides
infectée par T. congolense.

Parasite, 1996, 3, 267-276




oGz |

Effectifs Dissections Interprétation PCR/proboscis Souriceaux
11/40 IM-L~-H- négatives 11— 11—
(27,5 %)

19/40 IM+L-H—~ non infectantes 19— 19—~
(47,5 %)

3/40 IM+L+H— non infectantes 3+ 3-
7.5 %

7/40 IM+L+H+ infectantes 7+ 5+
17,5 %)

IM : intestin moyen, L : labre, H : hypopharynx.

Tableau HI. — Glossines trouvées non infectées par la méthode de
salivation sur lame chauffée : résultats des dissections, de I'analyse
des proboscis par PCR et des tests d’infectivité sur souriceaux.

Microscope PCR Souriceaux
Présence! 153 144 146
Absence? 17 23 54
Total® 170 167 200
% de cas positifs 90 86,2 73,3

1. Nombre d’observations ot la présence de 7. congolense a été
détectée.

2. Nombre d’observations ol aucun 7. congolense n'a été détecté.
3. Nombre total d'observations.

Tableau IV. — Proporttions de glossines reconnues infectées par les
trois techniques : observation microscopique des salivats, PCR sur
les salivats, et xénodiagnostic inverse sur souriceaux.

Le suivi de la parasitémie des. souriceaux montre que

parmi les sept glossines infectantes, deux n’ont pas
transmis la maladie au rongeur nourricier, ceci malgré

les trois repas consécutifs sur le méme animal. Les trois

mouches infectées au niveau du labre mais pour les-
quelles aucune forme métacyclique n’avait été
constatée dans I'hypopharynx n'ont pas infecté leur
animal nourricier.

COMPARAISON DES TECHNIQUES DE DETECTION
DES TRYPANOSOMES CHEZ LES GLOSSINES
TROUVEES INFECTEES PAR LA TECHNIQUE

DE SALIVATION (tableau IV)

Dans la grande majorité des essais, les trypanosomes
sont détectés par une ou plusieurs des trois techniques
(examen microscopique et/ou PCR et/ou xénodia-
gnostic inverse). Néanmoins, dans 2,9 % des obser-
vations (cing essais sur un total de 171), aucun para-
site n’a été détecté par au moins l'une des trois
techniques au cours du méme essai.

3. degrés de liberté.
4. hautement significatif.
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Lefficacité de ces trois méthodes de mise en évidence
de glossines infectantes est comparée (test du y? de
Pearson). Le seuil de signification est fixé a 0,05.

La technique microscopique apparait plus performante
que la technique de xénodiagnostic inverse (x? = 17,12,
ddB = 1, HS. La technique PCR est aussi plus effi-
cace que le test d'infectivité sur souriceaux (x2 = 9,60,
ddl = 1, HS). Mais le pourcentage de cas positifs
détectés au microscope (90 %) est non significative-
ment différent (%2 = 1,14, ddl = 1, NS%) du pourcen-
tage de salivats positifs par PCR (86,2 %).

DISCUSSION

.

e but de cette expérience était de mieux définir
le comportement vecteur de G. tachinoides
id infectée par une souche de trypanosome appar-
tenant 4 l'espéce T. comgolense. Ce modele expéri-
mental nous a également permis d'évaluer différentes
techniques de détection des parasites chez linsecte
vivant et chez l'insecte mort. Les résultats des tests de
salivations provoquées sur lame chauffée montrent
que les techniques microscopique et PCR appliquées
sur les salivats sont sensiblement équivalentes pour
détecter les glossines infectantes. En revanche, la
méthode dite de xénodiagnostic inverse sur souriceau
s’est révélée la moins performante. Cette constatation
pourrait résulter des contraintes imposées aux glossines
au cours des différentes manipulations. Une émission
massive des parasites lors des premiers sondages est
envisageable, les quantités éjectées diminuant si la
glossine est stimulée de maniére trop intensive

(Roberts, 1981). Cette hypothése pourrait expliquer que

la transmission de la maladie aux souriceaux échoue
parfois aprés deux séries préalables de 10 sondages
successifs dans une goutte de PSG.

Cette étude expérimentale révele une grande varjabi-
lité individuelle dans la capacité de G. tachinoides i
émettre des trypanosomes infectants au cours de la
salivation. Dans notre modeéle expérimental, les quan-
tités émises se rapprochent des moyennes observées
antérieurement chez G. m. morsitans infectée par
drautres souches de T. congolense (Mawuena et al.,
1984). Des observations similaires ont été décrites au
laboratoire avec G. m. morsitans infectée par la méme
souche de trypanosome (Gidudu ez al., 1995). Cepen-
dant, comparativement & G. m. morsitans, les quan-
tités émises par G. tachinoides sont moins impor-
tantes, confirmant les différences indéniables de
capacité vectorielle entre les glossines du groupe #or-
sitans et les glossines du groupe palpalis pour
T. congolense type «savane» (Gidudu et al, sous

5. non significatif.




presse). Ici, certaines femelles se révélent des vecteurs
plus efficaces que d'autres, tels les individus G4 et G13
qui ont transmis la maladie aux souriceaux dans 100 %
des cas et pour lesquels la technique PCR a révélé
100 % de salivats positifs.

Les glossines infectées ont été suivies a partir du
moment ou elles ont été reconnues aptes a €émettre
des trypanosomes pendant la salivation. Nous consta-
tons que pour ces individus, le pourcentage de formes
courtes, bien que fluctuant, est toujours supérieur au
pourcentage de formes longues. Ceci est 4 rapprocher
d’'observations récentes montrant 4 des stades plus pré-
coces de linfection une augmentation progressive du
nombre de formes courtes métacycliques, par rapport
aux formes longues qui dominaient en début d'infec-
tion (Gidudu et al., 1995).

Au cours de l'expérience, cing cas se sont présentés
ou, au cours du méme essai, aucune des trois tech-
niques n'a révélé la présence des trypanosomes, alors
que les individus apparaissaient infectés au moment
de leur sélection. Le solide ancrage des trypanosomes
sur la paroi de I'hypopharynx pourrait expliquer qu'ils
restent parfois fixés malgré le flux salivaire. De plus,
deux glossines sur les sept montrant des métatrypa-
nosomes dans le canal salivaire lors de la dissection
n'ont pas transmis la maladie au souriceau nourricier,
malgré les trois repas consécutifs. Peut-étre est-ce
aussi la conséquence d'une discontinuité de matura-
tion et de passage des formes métacycliques non
infectantes du labre vers les formes métacycliques
infectantes de I'hypopharynx. Ce phénoméne d'inter-
ruption de I'émission des trypanosomes par une glos-
sine infectante est probablement accentué par les
conditions artificielles perturbatrices pour les insectes.

Les métatrypanosomes dans le proboscis sont facile-
ment visualisables au microscope. Des doutes subsis-
taient cependant sur l'exactitude de cette méthode
pour détecter un trés faible nombre de parasites. Les
faibles taux d’infection matures rencontrés chez G.
tachinoides sur le terrain résulteraient alors des limites
de sensibilité de la méthode d’observation.

Dans cette expérience, la technique PCR appliquée sur
les proboscis confirme dans tous les cas les résultats
parasitologiques. Elle n’apporte pas d'information sup-
plémentaire permettant d’étayer I'hypothése du
manque de fiabilité de 'examen microscopique pour
détecter I'absence ou la présence de trés peu de para-
sites dans la trompe. L'intérét de cette technique repose
sur Iidentification rapide et précise du ou des trypa-
nosomes présents dans le proboscis des glossines sau-
vages (Solano et al.,, 1995).

En revanche, les circonvolutions intestinales peuvent
masquer la présence de formes procycliques, a fortiori
si elles sont peu nombreuses. Une étude expérimen-
tale récente a montré que la technique PCR peut

dévoiler dans le tractus digestif de tres faibles infec-
tions indécelables 24 l'examen microscopique (Pen-
chenier et al., sous presse). Il n’est donc pas exclu que
dans cette expérience, le nombre d’intestins positifs
observé au microscope soit inférieur a la réalité.

Les pourcentages d'infection obtenus dans le cadre de
cette expérience confirme la faible affinité reconnue
entre les glossines du groupe palpalis et cette souche
de T. congolense. Le couple G. tachinoides/ T. congo-
lense révéle une bonne réceptivité intestinale chez la
glossine (installation des procycliques), mais une mise
en ceuvre difficile des processus de migration et de
maturation de 7. congolense jusquau proboscis. A
titre de comparaison, la CVI de G. m. morsitans vis-
d-vis dautres souches de 7' congolense au laboratoire
varie de 0,5 2 0,957 (Kazadi et al., soumis). Elle est
nulle pour G. palpalis palpalis et G. p. gambiensis. G.
tachinoides se singularise par sa position intermé-
diaire entre G. morsitanss.). et G. palpalis s.]. non seu-
lement pour les zones biogéographiques qu’elle
occupe, mais aussi pour sa compétence vectorielle vis-
3-vis de T. congolense. Ces faibles taux de maturation
corroborent ceux obtenus au laboratoire avec d'autres
souches (Moloo & Kutuza, 1988; Robert et al., 1972)
et récemment observés dans certaines zones d’Afrique
de I'Ouest (résultats non publiés).

Les mécanismes intimes de maturation des formes
procycliques intestinales en formes métacycliques
infectantes sont fort complexes. Des lectines intesti-
nales (Maudlin & Welburn, 1988; Welburn & Maudlin,
1989; Welburn & Maudlin, 1990) interviennent dans
ces mécanismes sans que l'on connaisse leur mode
d’'action précis. D'autres facteurs physiologiques
méconnus ont vraisemblablement une action syner-
gique 2 celle des différentes lectines engagées (Moloo
et al., 1994). Notamment, les trans-sialidases, enzymes
intervenant dans le catabolisme de l'acide sialique,
montrent une activité accrue pendant les stades pro-
cycliques des trypanosomes africains (Engstler &
Schaver, 1993; Frasch, 1994). Leur action au niveau
proventriculaire est actuellement 4 I'étude (Coose-
mans, com. pers.). Ces enzymes, qui facilitent J'inva-
sion de T. cruzi dans les cellules de I'hdte mammi-
fere, interviennent aussi pour ce parasite dans la
différenciation des épimastigotes en trypomastigotes
métacycliques in vitro (Schenkman & Eichinger, 1993;
Frasch, 1994).

Divers travaux ont évalué la célérité du processus de
maturation des formes procycliques vers les formes
métacycliques infectantes. Elle a été estimée 2 trois 4
sept jours chez G. m. morsitans infectée par T. congo-
lense (Welburn & Maudlin, 1989) et 4 12 jours en
movyenne avec différents stocks de T brucei (Maudlin
et Welburn, 1994). Nos observations tendent 4 mon-
trer que ces mécanismes de maturation, s'ils sont en
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général] précoces, peuvent aussi s’engager parfois tar-
divement. En effet, I'achévement différé du cycle pour-
rait expliquer que 25 % des glossines trouvées non-
infectées sur lame chauffée, toutes dgées de plus de
30 jours, présentent apreés dissection des métatrypa-
nosomes dans le proboscis.

Toutes ces observations ne relévent que de faits de
laboratoire. D’une part nos glossines d’élevage sont
adaptées depuis de nombreuses années aux conditions
artificielles de l'insectarium, d’autre part la souche clo-
nale de parasite est un reflet hautement simplifié de
I'hétérogénéité génétique rencontrée sur le terrain. Les
glossines sont infectées et entretenues sur des lapins
qui ne sont pas leurs hétes nourriciers habituels, et il
a été établi que lorigine du repas de sang pouvait
avoir une influence sur les pourcentages d’infection
(Moloo, 1981), de méme que la nature de I'’héte au
cours des repas de sang ultérieurs (Geigy et al., 1971).
Sur le terrain, le comportement d'une glossine infectée
est influencé par des réactions de défense de I'héte.
Son pouvoir infectant dépend de la quantité de try-
panosomes inoculée et de la réponse immunitaire de
la victime. Des études portant sur linfectivité de glos-
sines infectées par T. brucei rbodesiense (Fairbairn &
Burtt, 1946; Harley et al, 1966) et T. congolense
(Harley & Wilson, 1968) ont montré que trés peu de
parasites suffisaient pour infecter 'héte. Dans la nature,
les populations de vecteurs, y compris les vecteurs
mécaniques potentiels, tels les tabanides et les sto-
moxes, peuvent pulluler en certaines saisons. La dose
minimale infectante peut se trouver répartie en de mul-
tiples piqlres occasionnant les prévalences parfois
déconcertantes observées sur le bétail. Le caractére
éventuellement discontinu de '’émission des parasites
a chaque piqlre et les décharges parasitaires parfois
faibles sont probablement contrebalancés par I'abon-
dance des vecteurs en présence et de leurs piqiires
interrompues mais répétées.

CONCLUSION

ym ette approche expérimentale a permis d'appro-
fondir nos connaissances sur la capacité et la
e cOmpétence vectorielle de G. tachinoides vis-
a-vis de T. congolense. Cette espéce de glossine se dis-
tingue dans notre expérience par le paradoxe entre une
bonne réceptivité intestinale et une trés faible capacité
4 permettre la maturation, l'infection ne progressant pas
au-dela de lintestin moyen dans la majorité des cas.
Ces observations de laboratoire sont en accord avec
celles des situations en conditions naturelles, et I'éva-
luation des techniques plus sensibles de biologie molé-
culaire renforce la fiabilité des techniques parasitolo-
giques classiques pour réveler les glossines infectantes.
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Outre leur sensibilité, I'intérét de ces biotechnologies
en conditions naturelles repose surtout dans I'identifi-
cation précise des trypanosomes chez le vecteur et
I'hdte mammiféere (Majiwa et al., 1994 ; McNamara er
al., 1995; Solano et al., 1995; Reifenberg et al., soumis).
L’étude de I'émission provoquée des trypanosomes par
G. tachinoides montre que, si I'expulsion des parasites
au moment de la salivation et de la piqlire n'est pas
un phénomeéne continu, linterruption du processus
semble relativement rare. De plus, une grande varia-
bilité intra et inter-individuelle est constatée dans
I'émission parasitaire, vraisemblablement accentuée
par les conditions artificielles de expérience.

Malgré sa faible aptitude 4 acquérir l'infection au labo-
ratoire, la forte capacité vectorielle de G. tachinoides
a transmettre T. congolense sur le terrain résulte pro-
bablement davantage de son comportement bien par-
ticulier. En effet, cette espéce péridomestique est en
contact étroit et souvent permanent avec ses hétes
(Baldry, 1969; Jordan, 1986), si bien qu'un petit
nombre d’individus infectants peut assurer 'apparition
et le maintien de foyers de la maladie, dont I'amplifi-
cation et 'extension dépend d'autres vecteurs cycliques
et mécaniques (d’Amico et al., 1996; Solano & Amsler-
Delafosse, 1995) présents dans les mémes sites.
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