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Summary 

THE PRESENCE IN BOLIVU OF 7 NEW ISCIENZYMTC VARIANTS OF TRYPANOSOMA CRUZ~. TAXONOMIC AND 
EPIDEMIOLOGICAL REFLEXIONS. DISCUSSION ABOUT THE POTENTIAL ANTIGENIC VALUE OF SoME ISOEN- 
ZPMIES. The authors describe the genetic uaria,biliQ observed on 46 Bobivian stocks of Trypanosoma cruzi bg 
means of 12 enqmic loti. They show the presence of two main groups, with nevertheless a great intragroup 
vuria.bility. The geograSphical repa,rtition and medica.1 importance of these wriunts (a!ywostrczins) we discussed. 
The antigenic value of some isoeruyrnes (GD, ME) is considered. 
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M. Tibayranc, L. Eclmlnr, F. Le Pont, P. Desjeux: 

Introduction Matériel et méthodes 

L’existence de souches isoenzymatiques diffé- 
rentes de Tr~gpawson~rr crrtzi A eté démontrée pre- 
rniérernent. par Miles ef. (11. (1977) sur la base d’une 
int.rrprétation intuitive des zymograrnmes. L’inter- 
prbtation gtnétique des zymogrammes (Tihayrenc 
et cri., 1981 a et. l)j nous a amenes récemment a 
rrcc~nsitlk~r lc prol.Jeme. fin kavail antérieur 
(Tihnyrenc et Desjeux 1982) 110~s avait permis de 
distingurr eu Bolivie 2 souches isoenzymatiques 
de T. crrtzi, sympatriques, mais présentant des fré- 
quences gbographiques différent.es. L’extension de 
nos zones d’étude et. l’emploi d’autres loti isoenzy- 
matiques MILIS rn«nt.rent. maintenant l’existence de 
it variants, dont la signifkat.ion taxonomique et 
médicale rst. disciitf+ ivi. 

Nous avons jusqu’à présent étudié 250 isolats 
de T. crztzi à l’aide d’une batterie limitée d’enzy- 
mes : 109 isolats (Tibayrenc et. Desjeux, 1!?32) ont 
bté examinés à l’aide des systèmes enzymatiques 
suivants : ~hOS~JhO~~LlCO~Ll~~S~ (E.C.2.7.5.1., 
PGM), Malate déshydrogénase Nadp+ ou enzyme 
maliquc (E.C.I.I.I..4U., ME), Glucose phosphate 
isomérase (E.C.5.3.1.9., PGI), et. Ci phosphogluco- 
nate déshydrogénnse (E.C.1.2.1.44., GPGD). 141 
isolats (Tibayrenc et rrl., à paraitre) ont eté étudiés 
avec les mèmes 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 très 
variées (r), et. nous les avons examinés avec une 

Gmditious cle &vt?latiorr des enzymes (le mattrie rt les techniques utilisés sont dormés en arrnexe) 

Enzyme Tampon de Tampon de Activateur Coenzyme Enzyme liante Substrat EaLl 
migration révSlation 

SystPme de 
révélation 

PGEI 

GPI 

1 A. aO/ml rwi’ i .om NADP 5Wmg GGPD 200 1-11 Glucose IP 17/ml rm-Pr5 (il 
2, S/ml 24Wmg 

2 El. 64/ml ” II I> Fructose 6P 14/ml II 

95/mg 

6PG n 
6 phosphogluconic acid 
SO/mg 

ZO/ml !, 

ICO 3 ” 67/ml II <> DL isocitric acid Il/ml 3’ 
47/mg 

ME C. 76iml u I> Malate l,O/M pH 7.0 
Wml 

14/ml ” 

PIOH 4 A. 4Wml - NA0 50/mg n 5l/ml ‘3 
9/ml 

$8 
k 

G6P 8. 62/ml MgC12 1 ,O/N NAOP 5O/mg D Glucose 6P 14/ml 9, 
2, E!/m1 60/mg 

GO 3, F. lOO/ml - II L Glutamic acid II 

PEP $8 0. 7,6/ml M”C12 O,l/M - L Aminoacid oxida- Laucyl leucyl leucine 42/ml 3 Amino 9 Ethyl-. 
760 ~1 se 0.5hg (41 26/mg carbazole (21 

Peroxidase 
0,25/mg [4l 

LAP 5 t?. 50/ml - L Leucyl i3 naphtyl amide 50/ml Fast Black K 
2Wmg Salt (31 

(1) (&iwisivi : altitude 2 600 m; 60 km de SE La Paz ; climat tempe& sec. Sucre : altitude 2 600 m; 250 km de SE La Paz ; climat 
tpmpért sec. Sauta Cruz : altit,ude 400 m ; 400 km de E La Paz ; climat subt.ropical. Yungas : altitude 1 600 m; 100 km E de La Paz; 
climat subtropical. Alto Beui : altitude 1 000 m ; 200 km NE de La Paz ; climat subt.ropical. Tupiza : altitude 2 600 m ; 1 000 km S 
de La Paz ; climat tvmpére 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 déjà citées, et : Glu- 
cose 6 phosphate déshydrogénasc (E.C.1.1.1.49., 
G6PD), Glutamate déshydrogénase Nadp+ (E.C.1. 
4.2.1., CD), Malate déshydrogénase Nad+ (E.C.1.1. 
1.37., MDH), Aminopcptidase (E.C.3.4.11.1., PEP) 
et Lcucine aminopeptidase (E.C.3.4.11., LAP). Ces 
10 enzymes permett.ent d’étudier 3.2 loti, ME et 
MDH présentant. chacune 2 loci. 

Les conditions d’klectrophorèse et de révéla- 
tion sont consignees dans le tableau 1. Elles sont 
proches de celles données par Lanham et 1~1. (99Sl), 
avec certaines modifications. 

Tous les isolats, sauf ceux fournis par le labo- 
ratoire du CENETROP de Santa Cruz, ont été 
obtenus à partir du tube digestif de l’insecte rec- 
teur selon lme méthode déj& décrit.e (Tibayrenc af: 
ab., 19S2). Les parasites ont. ét.é cultivés en rnilieu 
GLSH, sans qu’il soit besoin de cultures massives : 
la quantité fournie par un seul t.uhe est suf’ftsante 
pour les études isoenzymatiques. Les cultures ont 
ét,é centrifugées U 2 500 RPM pendant 10 minutes, 
les culots ont été stockEs sans lavage à -7OOC 
jusqu’à utilisation. Au moment de l’électrophorèse, 
les culots ont éte lysés en leur ajout,ant. une quantité 
sensiblement égale de stahilisatew d’enzyme hypo- 
tonique (Dithiotreitol, Acide E-aminocaproïque, 
EDTA 5% 2mM), et. en les laissant dans un bain 
de glace pendant 20 minutes. La lyse des parasites 

a été parachevée par triple congélation-décongéla- 
tion (eau à 37OC, alcool & --7OOC). L’exploit,ation 
des données isoenzymatiques s’est faite par le cal- 
cul de la distance génétique standard de Nei (l972) 
dont nous avions propos’ l’utilisation pour la sys- 
tématique des Flagellés (Tihayrenc, 1980). Ces cal- 
culs ont été fait.s en se basant SLIP les hypothèses 
génétiques formulées auparavant pour T. çru.zi : 
absence de sexualité actuelle et donc évolut,ion par 
clones indépendants (,Tibayrenc et al., 1984. b), et 
diploidie (Tihayrenc et nl.. 19Sl a). Cette dernière 
hypot,hèse a également. & formulée par Lanar et 
tub. (1951) sur la base d’une étude de I’ADN dl1 para- 
site. Elle semble pouvoir $tre étendue à toutes les 
souches isoenzyrnatiques du parasite (Lemesre et 
Tibayrenc). 

Résultats et discussion 

Ils sont. consignk dans les tableaux II (prci- 
venance des diffbrcnts variants isoenzymat,iques), 
1 tI (fréquences allklicpws, interprétation génétique) 
et IV (matrice dos distances génétiques), ainsi que 
dans le dendrogramme (fig. 1). Dans ce dernier, 
seules les valeurs les plus proches les unes des autres 
sont exactes (par exemple distance génétique entre 
I et, la). Les Iwancliements ult.érieurs se font en 

Pro\~nan~e des zymosouches, avec effectifs respectifs des isolats tous obt,enns de Z’kforr~cz irzft~fn~rs, sauf Ic de Santa 
Cruz (Trintoma sordidn) ; Ib de Sucre (homme) ; la de l’Alto Rcni (Rhod~~ius picttpq) 

Zymosouchc: ~., 1 la tb lc ltl 2 Za Zb ;Ic 

I'rovcnonce: 

i 
Ch iwisivi fl 0 0 0 0 1 0 0 0 

:;nnta Cruz 0 0 0 1 1 5 0 0 0 
--. 

s11cre 1 0 1 0 0 1 0 0 0 

YUlKpS 3 0 0 0 0 1 0 0 0 

Alto r3en.t l-l 1 0 0 0 0 0 0 0 

Tupiza 6 0 0 0 0 1 2 0 2 

Tari j il 1 0 0 0 n 3 1 1 0 

TOTAL: 20 1 I 1 l 15 3 1 2 

&nh. O.K.S.T.O.M., .st+. ht. méd. et Para.sitol., vol. XXI, no 1, 1983 : 35-45 37 



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

TABLEAU III 

Interprétat.ion genetique des zymogrammes ; fréquences allP,liques 
--- 

Z~nlosouchPs : i la ‘lb IC ld 2 2a 2b 2c 
-~~- 

GGPD ‘1 0 0 0 0 0 0 0 0 ‘1 
% 0 
3 0 0 

0 0 0 1 1 
1 

A 
0 0 0 i 

0 
0 

4 1 1 0 1 0 0 0 0 

ICD 1 0,5 Of5 0,5 0,5 095 0 0 0 0 
2 0,5 0,5 0,5 0,5 075 0 0 0 0 
3 0 0 0 0 0 1 ,l 1 ‘1 

hIE1 1 0 0 1 0 0 1 1 ‘1 
2 1 1 0 1 1 0 0 0 0 

----- 

RIE2 ‘1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 
2 0 0 1 0 ‘1 .i 1 1 1 

hIDH1 1 0 0 0 0 0 ‘1 1 1 
2 1 1 1 1 1 0 0 0 0 

--. 

hIDH2 1 1 1 1 1 1 l 1 1 1 
- -- 

LAI-’ 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 
3 0 0 0 1 1 ,1 ‘1 

-- 
C~D 1 1 1 1 1 1 1 1 l 1 

Whl : Fhosphc)glucomutasP ; PG1 : Fhosphoglucose Isomérase ; 
dasr ; G6PD : Glucose 6 phosphate déshydrogbnase ; 

6PGD : 6 phosphogluconate déshydrogénase ; PEP : Pepti- 
ICD : Isocitrate deshydrogénase ; ME 

RIDH : Malate dtshydrogénase Nad+ ; LAP : Leucine aminopeptidase ; GD : 
: malate deshydrogénase Nadp+ ; 

Glutamate déshydrogénase Nadpf. 
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Sept nouuea~uz c~ariccnts isoE1l,z!jnaa.tiqli.es de T. cruzi en Bolivie 

TABLEAU IV 

Matrice des distances génétiques entre les zymosouches 

1 13. lh 1C Id 2 2a 2b 2c 

1 Il 

la Q,Q9 0 

lb 0.57 0,57 0 

lc 0,30 0,30 0,19 0 1 

Id 0,30 Il,30 0.43 0,13 0 

2 1,71 1,71 1.01 1,71 1,71 0 

2a 1,71 1,71 1 ,cll 1,71 1,?1 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 

1 

la 

lb 

Ic 

Id 

1,6 1,4 1,2 1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0 

FIG. 1. - Dendrogramme des distances génétiques 
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calculant. 16 distances génktiques moyennes selon 
la mbthode indiquée par Nei (1975). Ce dendro- 
gramme IIP constitue qu’une visualisation des don- 
nées de la mat.rice et, ne peut êt,re considérb sans 
rbsrrves comme un vfXt.able arbre évolutif. 

On peut en tirer les conclusions phylogéniques 
suivantes : 
- J,a T-ariabilité n’est. pas chez T. cruzi extrême- 
mrnt forte : sur les 45 isola&, on n’observe que 0 
wriants isornzyrnaticlues. Encore, 88 y, des 
Tariants peuvent-ils étre rapportés aux souches 
isoerlz‘-rriat.icjues 1 et. 2, ou aux souches très proches 
(n’en tdi-fférant que par un seul allèlej. 
--- Le t:lrr~dr~~)gra~r~I~le cibtenu montre clairement 
1m~ tliscontinuit6 majeure : existence de deux 
groupes ph‘;lPtiques très nettement différenciés. 
(Jr, dans le cas il’ime évolution purement asexuée 
% partir d’un m&nr organismr ancestral, on devrait 
prkoir un conti~~uw (Génermont, 1976). L’aspe.ct 
obsrrvb peut, s’rspliquer de deux facons : ou I’éro- 

Intion s’est. bien faite uniquement, par mitose, et, 
dms cc cas la &parat.ion en deux groupes majeurs 
nr prut s’expliquer que par un effet fondateur 
drastique (cc bot.tle-ncck ef7ec.t D) ; ou bien l’absence 
actuelle de sexualité n’est. qu’un phénomtne 
secondaire de dégradat.ion parasitaire, et. dans ce 
c-as les deux groupes principaux pourraient. Gtre le 
rfkultnt d’une sp6ciation vraie. Certains arguments 
viwnent ?t l’appui de cette hypothèse : la persis- 
tance d’une sexua1it.F: chez les trypanosomes afri- 
csains (Tait.. 2980), l’exi t s rncr d’un état diploïde 
chez ‘Y’. cruzi (Tibayrenc et rtl., 1981 a ; Lanar et nl, 
l!:%l), insolite chez un organisme qui serait primitive- 
ment asexu6. D’aut.re part, thioriyuement, la multi- 
plication asexuée chez un organisme diploïde devrait 
aboutir è\ Ilne hbt.Crozygotics généralisée (Génermont, 
19SOj. Ce n’est. 1.~1s le cas chez T. cruzi. La perte 
de sexualité pourrait. donc étre un phénomène rela- 
tivcnwnt. rbcent. L¶inféodation des triatomes vec- 
teurs & I’ho~nr~~e, qui A augmenté considérablement 
la niche écologique du parasite (par la pullulation 
des triatomes), pourrait. être une explicat.ion de 
cette perte de sexualité. Quelle que soit l’hypo- 
thèse invoquée, demeure le fait. indéniable de la 
présence en Bolivie de deux subdivisions majeures 
du tason 7’. crrrzi. On comparera utilement ce 
rksult.at. ;i CAUX obtenus par d’autres auteurs. Cer- 
t.ains de ces t.rnvaux ont fait appel & la systéma- 
tique numérique seule, sans interprét.ation géné- 
tique (Rrndy et Miles, 1980 ; Gibson et czl., 1980). 
Cependant., les caractères étudiés (bandes isoenzy- 
matiques) 6tant les mémes que dans les calculs de 
clist.anccs gb,nttiques, on peut s’attendre à ce que 

M. Tihyrene, L. Echahr, F. Le Pon.t, P. Desjeles 

les dendrogrammes obtenus soient plus ou moins 
comparables. C’est ce qui se produit quand les deux 
méthodes sont utilisées conjointement. (Lanotte et 
nl., 19Sl). Les rés1.dtat.s obtenus par Ready et 
Miles (4.980) chez T. cruzi montrent la prknce au 
Brésil de 3 groupw principaux ((1 zymodi-mes ))), 
mais avec une variabilité: intragroupr qui semble 
inférieure à celle que nous avons ret.rouvée en 
Bolivie. Les données fournies par Lanotte et al. 
(1X41) montrent que le (( pattern 11 obtenu pour des 
« espèces 11 difTérent.es de Leishrrwnia est. t.rès com- 
parable à celui que montrent, nos souches isoenzy- 
matiqucs de T. cruzi. Nous avons formulé l’hypo- 
th&se que les Leishmcmia sont diploïdes (Tibayrenc 
et al., 1981 a). Cette opinion a été également ‘émise 
par Maazoiin et al. (1981). Ainsi, bien que I’épiclé- 
miologie des Leishrmniu soit différente de celle de 
T. crzczi (plus forte spécificité vectorielle pour les 
Leishmaniu), l’évolution biochimique pourrait. révé- 
ler des similitudes : l’hypot.hèse que nous présen- 
t.ons pour T. cruzi dans ce travail (perte plus ou 
moins r6cent.e dc la sexualité, certaines souches 
isoenzy.mat.irjues pouvant èt.re le résult~at d’une 
spkcintion vraie) est peut.-ètre applicable aux 
Leid~mawh. Cependant, ne disposant pas de don- 
nées personnelles! nous n’kmettons cett,e opinion 
qu’avec réserves. La situation que montrent, les 
t~rypanosomes africains est. différente, le dendro- 
gramme obtenu par systématique numérique (Gib- 
son et a.l., 1980) bt.ant. très buissonnant. Ceci est 
peut4tre à mcttrr en relat,ion avec l’hypoth&se 
d’une sexualité classique que Tait (1980) a proposée. 
pur Trypanosonln bruwi. Si l’on suit cet,t.e hypo- 
thèse, certains 1~ z)--rxlodèmes » mineurs de T. hrrtcei 
pourraient ne refléter qu’une variabilité (( inclivi- 
duelle 1) (chaque clone étant l’équivalent géné- 
tique d’un K indi+.lu 1)) sans signification taxono- 
mique. 

- La comparaison avec des organismes apparentés 
nous amène à parler des valeurs absolues de dis- 
tances génétiques que nous avons relevées. Il est 
hasardeux d’établir des relations strictes entre 
\-alcurs de distances gtnétiques et. niveaux taxono- 
miques. Cependant., certains auteurs notent une 
correspondance au moins relative entre ces deux 
types de donnt;es (AYala, 1982 ; Cronin et. al., %981). 
Les comparaisons mterorganismes sont a priori 
davantage justifikes dans le cas d’organismes appa- 
rentés (Leishrnan~n et Trjgpanosoma). Les valeurs 
que nous relevons entre les deux « phylurns )) boli- 
viens de T. cruzi sont très fortes (supérieures à 1, 
atteignant 1,77), ce qui confirme les donnkes d’un 
précédent travail (Tibayrenc et Miles, 1982). Elles 
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sont considérées comme des distances génétiques 
minimales, une améliorat,ion des techniques ne 
pouvant que les majorer (voir les résultats infé- 
rieurs que nous avions obtenus dans un précédent 
travail : Tihayrenc et al., 2981 a). Ces valeurs sont 
très supérieures à celles qu’on observe entre Try- 
panosoma~ brucei bru& et T. brucei ga.mbiense 
(Tait et. Le Ray, communication personnelle), et. 
comparables B celles qui existent entre « espèces 1) 
différentes de Leishmcrnia~ (Lanotte et al., 1981). 
Ceci est un argument: pour considérer les deux 
groupes majeurs observés en Bolivie comme des 
ent.ités taxonomiques naturelles, des « agccmospe- 
cies 1). Un autre blément est donné par la constance 
de certains variar1t.s sur des aires géographiques 
t.rès ét.endues : la souche isoenzymatique 1 de Boli- 
vie est biochirniquement t,rès proche du « zymo- 
dkme 1) 1 du Brésil (Tihayrenc et Miles, l982), des 
isolats collect.és en Guyane franlaise, et de la souc.he 
de laboratoire Tehuentepec, qui vient du Mexique 
(résult,ats non encore publiés). La souche 2a de 
Bolivie, très apparentée à la souche 2 (n’en diffé- 
rant. que par un allèle), a été retrouvée dans le sud 
des Etats-Unis, au Brésil et au Chili (résultats non 
encore publiés). 

- L’adoption d’une terminologie définitive est 
cependant rendue très diflicile par l’existence d’une 
certaine hétkrogénéité au sein des groupes que nous 
observons. Si certains variants semblent mineurs 
(ne différant entre eux que par un allèle), d’autres 
sont beaucoup mieux difl’érenciés : distance géné- 
tique de 0,4 entre 2 et 2c par exemple. Ce variant 
2c semble êt,re apparenté au N zymodème )) 2 du 
Brésil, sans lui être semblable (Tibayrcnc et ab., à 
pnraît.re). Le cas le plus difficile à classer est celui 
du variant lb (distance génétique de 1,01 par rap- 
port à la soucl~e 2, de 0,57 par rapport à la souche 
1). Ceci n’apparalt TJaS clairement sur le dendro- 
gramme. L’hétérogénéité int.ragroupe ne saurait 
donc étre négligée, et son importance épidémiolo- 
giyue ct taxonomique doit absolument ètre éclair- 
c1e. Ceci ne pourra se faire que par une ét,ude 
extensive portant sur toute l’aire de répart,ition du 
parasite. En attendant,, nous ne pouvons que nous 
en t.enir à une terminologie d’at.tente : chaque 
variant regoit le nom de K ~ymosouche » (ou N zymos- 
train )j en Anglais, abréviation : « ZS »), sans pré- 
juger de son importance médicale ou taxonomique. 
Le terme qui prévaut actuellement,, (( zymodème », 
doit. & notre sens ètre rejeté, au moins en ce qui 
concerne T. cruzi. D’une part., il désigne actuelle- 
ment les zymosouches K majeures N de T. cru& 
(Miles et ab., 1981 a), or, comme nous venons de le 

Sept tLouveaux variants isoenzylnatiqll,es de T. cruzi en Bolivie 

montrer, la distinction entre souches « majeures N 
et K mineures » est. loin d’ètre évidente. D’autre 
part, ce terme est générateur de confusions, un 
(( dème N désignant. en génétique des populations 
une population panmictique, ce qui implique une 
reproduction sexuée, or, cette reproduction sexuée 
semble absente chez 7’. crrtzi. 
- La valeur taxonomique des différents loti enzy- 
matiques n’est. pas univoque. Ainsi, deux loti sont 
apparus constamment monomorphes pour les 45 
iso1at.s étudiés : ce sont MDHâ et GD, ceci confir- 
mant d’autres résultats (Tihayrenc et Miles, 1982, 
et résultats non encore publiés). Ces loti semblent 
constituer de bons (c loci-diagnostic 11 pour le taxon 
T. cruzi par rapport. à d’autres parasites proches : 
T. crrrzi marenkellei et. T. rangebi (résultats non 
encore publiés). D’autres loti permettent de dis- 
tinguer les deux grands groupes : le groupe 1 est 
caractérisé par PGiM, ICD, LAP et MDH.1, qui sont 
chez lui monomorphes (fig. 2). Le groupe 2 peut 
étre déterminé par les mêmes enzymes, sauf PGRI 
qui présente chez lui une variabi1it.é. On note 
l’aspect hétérozygote des loti PG1 et. 6PG pour les 
zymosouches 2, 2a et 21:1, et du locus PGM pour 2 
et 2a. L’aspect hkérozygote de ICD, que nous 
avions observé en gel d’arnidon chez la zymo- 
souche 2 (Tibayrenc et Miles, 1982) n’a pas été 
retrouvé en acétate de cellulose. En at.tendant des 
études comparat.ives, nous avons considéré ce locus 

comme homozygote pour le groupe 2. Les autres 

GROUPE 1 GROUPE 2 

LAP 

MDHl I 
- 

FIG. 2. - Zymogrammcs des loti ICD, LBP et MDHl 
pouvant caractériser 1~s groupes de zymosouches 1 et 2 
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I»ci prkentrnt lmc forte variabilité (photo 1). On 
note que, seule aIl milieu du groupe 1, la zymo- 
souohe fh présente le N pattern )) ME du groupe 2. 
Ce fait insolite rie sufit. pas à faire invoquer une 
srxua1it.k classique (recombinaison de tout le 
génome) chez T. crzzzi. Par contre, il est. compa- 
tible avec I’hypot.hése de phénomènes de para- 
sesualitb (6change entre souches d’une petite por- 
tion du gkome), qui apparaitraient alors comme 
très exceptionnels. Pour terminer avec cette ques- 
tion de la valeur diagnostique des loti, on note que 
8 des 9 zymosouches auraient. pu être détectées 
a\-~ les 5 enzymes que nous employons de façon 
routiniPrr : PGM~ rw, BPC;, ME et ICD. 

L ..,-& w <, k- 

/ 

F’HIOXYJ 1. - Zymogramme de l’enzyme PG1 Pour diff& 
rent.es q mosouches ; 4 allèlcs vlsiblrs, numbrotbs de 
1 à 4, du plus rapide au plus lent. Echant.illons 1, 3, 
5 et. 8 : Zgnlosonche 1 (g’not.‘ipe 110m0zyg0te 4/4) ; 
kchantillnns 2 rt 4 : Zymosouche ac (homozygote 2/2) ; 
bchar~tillon 6 : z~mosouchc 2a (h&,érozygote 2/3) ; 
&~hautillon 7 : zymnsouche 2 (hétérozygote 1/3) ; 
I’tmzymr ayant. une st.ructure dimériqua, les hétkrozy- 
gotes montrent un xgmogramme à 3 bandes, la bande 
mtdianr btant plus int.ense que les 2 axtrkies. 

- Valeur immunologique des isoenzymes : si cer- 
t.aines enzymes prbsentent une activit’é antigénique, 
le fait. de connaître la nature biochimique d’un 

AI. Tibayrenc, L. Echalnr, F. Le Pont, P. DesJ’ezcz 

antigène devrait grandement faciliter sa purifica- 
t.ion pour toutes études appliqutes (Tibayrenc, 
1982). Les meilleurs candidats sont les enzymes à 
très forte activité. Chez T. crzzzi, c’est le cas pour 
GD (photo 2). MI-, présentc chez un parasite appa- 
renté (T. ra.ngedi) une activité également remarqua 
ble. Si la ME de ce trypanosome présente des pro- 
priétés antigéniques croisées avec T. crz[..zi, ceci peut 
ètre un biais pour obtenir la purificatk~n en grande 
quantité de cet antigène (on utiliserait comme source 
le T. ralzgebi). Si au contraire, cette enzyme a des 
propriétés antigéniques spécifiques de T. rangeli, 
ceci peut. permet.tre d’obtenir un diagnostic immu- 
nologique spécifique des infections à T. rnngeli. 

-- -., 

“. / 

I _ I 

PHOTO 2. - Zymogramme de l’enzyme C;D. Toutes les 
bandes sont au même niveau, quelle que soit. la zymo- 
souche : enzyme monomorphe. Remarquer la forte 
int.ensitb des bandes (II) minutes de révklat.ion) 

- La répartition des zymosouches en Bolivie 
(fig. 3) peut se décrire pro;isoirement comme suit : 
les deux zymosouches apparemment les plus fré- 
quentes (ZS1 et ZS2) semblent uhiquistes, au moins 
en cycle urbain, et ont été retrouvées dans des 
endroits très divers (Tibayrenc et Desjeux, 1982), 
Tibayrenc et al., à paraitre). La zymosouche 2c 
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*(apparentée au zymodème 2 du Brésil) n’a été 
retrouvée qu’à Tupiza, à l’extrême-sud du pays, 
,dans une zone où les échanges de travailleurs 
migrants avec l’Argentine sont intenses. La zymo- 
souche 2a (très proche de ZS2, n’en différant que 
par 1 allèle), semble épidémiologiquement impor- 
tante, car elle se retrouve aux USA, au Chili, au 
Brésil et dans les Guyanes. En Bolivie, elle n’a été 
observée que dans le sud (Tupiza, Tarija). La zymo- 
,souche 2b, constituée par 1 seul isola& n’a été 
trouvée qu’à Tarija. La zymosouche fb (1 seul 
isolat), très spéciale d’un point de vue taxonomi- 
que, n’a été trouvée que dans la ville de Sucre. 

Sept nouveazcz wriants isoenzyrnatiques de T. cruzi en Bolivie 

- Pour terminer, il nous faut souligner certaines 
limites de la classification biochimique. Certains 
auteurs ont cherché & mettre en évidence des rela- 
tions entre les données isoenzymatiques et d’autres 
propriétés du parasite. Ainsi, Miles ef. ab. (1981 b) 
ont souligné une relation statistique en un même 
lieu entre fréquence des zymodèmes et formes cli- 
niques de la maladie de Chagas. Dvorak et cd. (1980) 
ont montré une relation entre cinétique de culture 
et zymodème. Garcia et Dvorak (1982) ont remar- 
qué une infectivité différente du t,riatome par cha- 
que zymodème. Cependant, il faut souligner que 
de telles concordances ne sont pas obligatoires a 
priori, et. doivent faire l’objet de soigneuses vérifi- 
cat.ions statistiques. En effet, la classification par 
distances génétiques reflète l’évolution protéique, la- 
quelle apparaît pour une grande part neutre face à la 
sélection naturelle (Wilson et u,l., 1977). Au con- 
traire, les caracttres épidémiologiques ou pathogé- 
niques sont probablement. adaptat,ifs, et leurs 
rythmes évolutifs peuvent donc être trè.s diffé- 
rents de ceux de l’évolution protéique. Un cas illus- 
tratif est fourni par la résistance aux drogues : 
celle-ci pourrait être au moins dans certains cas sous 
la dépendawe de gènes régulateurs, comme les 
résistances observées dans certains cas chez les 
bactéries (Ninio, 1979). Et de même qu’on observe 
au sein d’une mèm t.axon bactérien des mutants 

60 
résistants, pourtant. semblables taxonomiquement 
à leurs congénères, de, mème peut-on imaginer au 
sein d’une même zymosouche de 7’. cruzi des iso- 
lats plus ou moins résistants aux drogues. Les 
résultats d’une étude in rvkra réalisée à 1’IBBA 
(Barnabé et, Tibayrenc) 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 à l’autre au sein d’une même zymosouche est 
assez fort,e. 

FIG. 3. - Carte de Bolivie montrant la provenance des 
différentes zymosouches (voir aussi t.abî. II) : 1 = La 

’ Paz ; 2 = Chiwisivi ; 3 = Yungas ; 4 = Alto Beni ; 
5 = Sucre ; 0 = Sant.a Cruz ; 7 = Tupiza ; 8 = Tarija Conclusion 

- Les données boliviennes ne montrent pas la La classification des souches isoenzymatiques 
spécificité vectorielle qui a été soupçonnée au Bré- (zymosouches) de Trypcmosoma crrrzi par distances 
sil nour les zvmodèmes Miles et al.. 1981 a). 
Toutes les zym&ouches semblent en Bolivie trani- 

génétiques constitue une approche rationnelle pour 
hiérarchiser les subdivisions de ce taxon (taxono- 

mises massivement et svmnatricruement (Tibavrenc 
II I 

et al., soumis pour publication{ par le même: vec- 
mie phylétique). Elle devrait absolument être prise 
en compte pour toute étude (immunologique, épi- 

teur Triatoma infestnns? au moins en cycle urbain. 
La seule spécificité épidémiologique semble rési- 
,der pour l’instant dans les différences de fréquences 
géographiques des zymosouches. 

démiologique, pharmacologique, génétique...) con- 
cernant ce parasite, même si les corrélations entre 
les données isoenzymatiques et les autres proprié- 
tés du parasite ne sont ‘pas obligatoires a priori. 
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L’insufiisance de nos connaissances sur la 
vnriahi1it.C isoenzymatique totale de T. cru.& oblige 
cependant k s’en t.enir ii une terminologie d’attente, 
chaque variant. isnenzymatiyur, recevant le nom de 
« zymosouche » c.~uellr que soit. son importance 
taxonomique ou médicale. 

La rbpartit.ion drs zymosouches en Bolivie 
montre en cycle urbain une absence totale de spé- 
cificit6 veçt oriellr. tout.es les zymosouches étant 
t.ransrnises par Tritrtomcr iafestnns. Ces zymosouches 

sont ét.roitement sympatriques, avec cependant. des 
fréquences très différentes selon les localités. 

L’ktude se poursuit en Bolivie et dans d’autres 
pays d’endémie pour donner un tableau définitif 
de la variabi1it.é isoenzymatique de T. cruzi, et de 
ses relations avec les données médicales et épidé- 
miologiques. 
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ANNEXE 

Les quant,it& indiqutes donnent 100 ml de solution de révtlation = 10 doses si l’on utilise des plaques d’acét,ate de cellulose 
pour 12 échantillons (Helena no 3024) ou 20 doses si l’on se sert de plaques à 8 échantillons (Helena no 3000). 

Toutes les migrations se font à 200 volts pendant 30 minutes. 

Tampons de migrafion : 

1 = no 3 Lanham et al., 1981 
2 = no III Shaw et Prasad, 1970 
3 = no 4 Lanham et al., 1981 
4 = HR Helena dilué à 750 ml + 

1mM hlgC1” 
5 = no II Shaw et Prasad, 1970 
Tous tampons additionnfs de 20 yo de 
sucrose. 
Los plaques d’acétate sont imbibé.es dans 
le tampon de migration pendant 20 mn 
avant le dépot des échantillons. Pour 
GPI et GGP, on emploie pour cela le 

tampon de migration dilu8 au 1/14. 

Tampons de réuélatio?x : 

A = C Lanliam et al., 1981 
B = E Lanllam et a[., 1981 
C = B Lanham et al., 1981 
D = 1 Rlilcs et al., ‘1980 
E = Tris ma1eat.e PH 6,0 (Shaw et 
Prasad, 1970) 
F = Tris 0,05M Glutamic acid O,fhI 
ajuste à pH 7,0. 

(1) Pour 1 dose : NBT (10 mg/ml) : 500 ~1; PiUS (10 mg/ml) : 360 ~1 (pl a q ues à 12 &hantillons ; pour plaques à 8 échan- 
tillons, diminuer de moit.ié). Ajouter just,e avant emploi. 

(2) Pour 1 dose (plaques à 22 échant,illons) : 2 mg dans 75 ~1 ét.hanoI. Ajouter juste avant. emploi. 
(3) Pour 1 dose (plaques à 12 échantillons) : 5 mg. Ajouter juste avant emploi. 
(4) Quantité pour 1 dose (plaques à 12 echantillons). Ajouter juste avant emploi. 
Tous rtact.ifs obtenus de Sigma Ltd. NO de catalogue : NADP N5755 ; NAD N7004 ; GtiPD G8878 ; L Aminoacid oxidase 

A9253 ; Peroxidase PS135 ; Glucose 1P G1259 ; DL Isocitric acid 11252 ; Fructose 6P F3627 ; 6 Phospbogluconic acid P7877 ; 
D Glucose 6P G7879 ; Leucyl leucyl leucine LOS79 ; L Leucyl p Napthylamide L0376 ; L Glutamic acid Gl626 ; DL Malic acid 
MO875 ; NBT N6876 ; PiVIS P9625 ; 3 Amino 9 Ethylcarbazole A5754 ; Fast black K sait F72.53. 

Pour la rév&lation, on mêle 10 ml de solution de rtvélation (plaques à 12 places) à 10 ml agaroso l,2 y; à 600, et on coule 
.en boîtes de Pétzi en plastique. 
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