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COMPORTEMENT D’UNE LIGNEE DE P. BERGHEI
APRES PRESERVATION A BASSE TEMPERATURE
PENDANT PLUS DE DIX ANS

par

J. JADIN, G. TIMPERMAN & F. DE RUYSSER

Résumé — Les auteurs ont étudié le comportement d’une souche de Plasmodium berghei
résistante & la pyriméthamine et conservée dans le froid depuis onze années. Cette souche a
gardé sa virulence Iinitiale, mais a perdu sa résistance & la pyriméthamine. La gamétogonie
a augmenté et la transmission cyclique a été possible pour la premiére fois.

En outre, les parasites ont franchi la barriére hémato-encéphalique et ont entrainé la for-
mation de thrombus parasitaires tout comme on peut I'observer dans le paludisme a P. fal-
ciparum. Cette souche pourrait ainsi servir a I'étude de la malaria cérébrale.

KEYWORDS : Malaria, Experimental; Plasmodium berghei; Cryobiology; Pyrimethamine Resis-
tance.

introduction

A de nombreuses reprises les chercheurs ont étudi¢ l'influence du
froid sur le comportement des protozoaires sans, pour autant, observer
des changements dans les caractéres physiologiques. A de rares occasions
certains auteurs ont signalé des variations survenues aprés séjour a des
températures trés basses. Ainsi, Resseler et al. (1965) observaient une
modification de la virulence chez Borrelia hispanica. Vincke et al. (1965)
montraient que fa souche de Plasmodium berghei SP 11 conservée a
— 70°C, récupérait la propriété de produire des gamétocytes et que le
nombre des extraflagellations augmentait sensiblement aprés séjour dans
le froid. En 1965 dans ce méme laboratoire, on a observé la réapparition
de I'extraflagellation avec la souche P. vinckei Mukata, souche originale,
vieille de 13 ans a cette époque, et cela aprés un séjour d’un an en neige
carbonique.

Tout récemment Yoeli et Hargreaves (1974) ont observé une augmen-
tation considérable de la virulence de la souche de P. berghei yoelii 17.
Cette souche qui, lors de son isolement provoquait une parasitémie faible
et une évolution lente entraine, aprés conservation prolongée dans le
deep-freezer, une infection fatale chez les souris 6 a 7 jours aprés I'ino-
culation intrapéritonéale d'un million de parasites.
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La parasitémie augmente rapidement pour atteindre 71 & 85 p.cent a
la phase terminale de l'infection. La lignée virulente a pu étre retransmise
cycliqguement a dix reprises, mais ce qui est extraordinaire, c'est que cette
souche transformée par le froid franchit la barriére hémato-encéphalique
et provoque l'invasion des capillaires cérébraux entrainant la formation de
thrombus parasitaires tout comme on peut 'observer dans la malaria céreé-
brale humaine par P. falciparum.

Ces observations nous ont amené a étudier la souche P. berghei
SP 11-RR rendue résistante a la pyriméthamine par doses subcuratives lors
des rechutes, en 1961 par le regretté |. Vincke.

Matériel et méthodes

1. Souche de Plasmodium berghei berghei

La souche utilisée dans ce travail provient du Katanga ou elle ful
isolée par le Docteur Dewaersegger en 1961 et entretenue sur souris au
département de Protozoologie pendant plusieurs années. Une des lignées
dérivée de ceite souche SP 11 a été maintenue sur neige carbonique pen-
dant trois ans et demi et transférée dans I'azote liquide depuis juin 1967
jusqu’au 10 octobre 1974. Au tableau 1 figure I'histoire de cette lignée. Elle
fut donc maintenue prés de onze années dans le froid. Le milieu de conser-
vation était des plus simples. Il comportait 1 g de glucose pour 4 ml d’eau
physiologique. A 0,2 ml de cette solution, on avait ajouté un centimétre cube
de sang parasité et 0,01 ml de Liquemine Roche.

2. Animaux de laboratoire et moustiques
Des groupes de souris blanches de la race Orléans TB, agées d'un

mois ont été employées pour cette expérience. Pour les transmissions
cycliques des A. siephensi provenant de notre élevage ont été utilisés.

3. Inoculation des parasites
Le sang infecté était obtenu par ponction cardiaque et 10° de globules
rouges parasités ont été inoculés par voie intrapéritonéale.
4. Administration des médicaments
Une suspension en eau distiliée de pyriméthamine en poudre (Goodwin,
1952) a été administrée par voie orale. La qualité de la suspension a été
controlée en administrant les mémes doses & des souris infectées d'une

souche P. berghei non résistante.
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TABLEAU 1
Histoire de la lignée P. berghei SP 11 RR
Amp. Cryo 6.12.1963 (sorti le 3.10.1974)
. 4021 P21/22 3.10.1974
. 4049 P22/23 10.10.1974

. 4081 P23/24 16.10.1974

. 4186 P25/26 30.10.1974

S
S
S
S. %152 P24/25 24.10.1974
S
S. 4258 P26/27 7.11.1974
S

. 4312 et
4313 P27/28 14.11.1974

S. 4331 et 8. 4334 P28/29 21.12.1974 Passage cyclique cage 3085
Passage cyclique cage 3089 S. 4440 cy O 6.12.1974
S. 4471 4 S. 4476 cy 0 13.12.1974
Résultats

Afin de comparer le comportement de ia lignée avant et aprés le séjour
dans le froid, nous avons comparé les paramétres suivants : période sub-
patente, la crise initiale, la survie moyenne, les guérisons spontanées éven-

tuelles, la résistance a la pyriméthamine et la gamétogenese.

1. Evolution de la parasitémie

Si nous examinons les résultats recueillis en 1962 et 1963 et ceux
obtenus en 1974 aprés le long séjour dans le froid, nous n’observons
aucune différence en ce qui concerne le cycle schizogonique : période
subpatente de quatre jours, crise initiale trés forte et une survie trés
comparable ainsi qu’'on peut le constater dans le tableau 2, qui montre
le comportement de la lignée SP 11-RR en 1263, en 1965 et en 1974.

TABLEAU 2

Survie en jours des souris inoculées avec la souche SP 11 RR.
Moyenne avec extrémes entre parenthéses

Contrdle de 50 fiches de 1963
souris d'origines diverses 11,08 (6-22) Aucune guérison

Données publiées de cette lignée
portant sur 175 souris NMRI 13965 11,02 (6-22) Aucune guérison

Moyenne aprés cryo - 1974
(passages mécaniques d'octobre
et novembre 1974 - souris TB) 12,00 (7-27) Aucune guérison
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2. Reésistance a la pyriméthamine

La résistance de la lignée SP 11-RR vis-a-vis de la pyriméthamine fut
constatée en 1963 par l'inactivité du médicament comme moyen théra-
peutique dés que ['apparition de la parasitémie était bien établie soit plus
de 0,5 p.cent des globules rouges parasités (jour 6 au jour 9 aprés
I'inoculation infectante). En 1974, I'injection de 20 mg/kg au jour 0,1 et 2
empéche I'apparition des parasites chez les souris qui recoivent un
million de parasites dans la cavité péritonéale, exactement comme chez
le groupe de souris qui a été inoculé avec la souche de P. berghei non
résistante.

Pour compléter cette recherche, nous avons utilisé la méthode dite
thérapeutique (Peters, 1970). Celle-ci consiste & injecter la pyriméthamine
lorsque le parasitisme est bien établi, soit aux jours 6, 7, 8 et 9.

Cet essai confirme le premier résultat : la résistance de la souche
conservée dans le froid a disparu ou du moins est trés fortement diminuée.

3. Gamétogenése

En 1962-1963, la souche SP 11 présentait des micro- et macrogaméto-
cytes dans le sang périphérique et des extraflagellations furent observées,
mais tout essai de transmission cyclique avait échoué (Michiels, 1963).

Bien que plusieurs années plus tard la transmission ait réussi avec la
lignée RLL, il n’y avait plus eu d’essais avec la lignée RR.

En novembre 1974, aprés quelques passages mécaniques, nous avons
essayé d’accomplir le cycle sporogonique avec la lignée SP 11 RR, con-
servée prés de onze années dans le froid. Les essais furent aussitét
couronnés de succes ainsi qu’on peut le constater dans le tableau 3.

TABLEAU 3
Dissections
estomacs gl. saliv. Infection d’animaux
Moustiques Température pos./ex. pos./ex. pos./infect.
A. stephensi 21 °C 8/8 2/2 11
A. stephensi 21 oC 9/9 3/3 6/6

Les souris ont servi de repas sanguin au jour 4 de l'infection. La pre-
miére cage a été infectée avec une souris Orléans TB. La deuxiéme cage
a été infectée avec deux souris nues. |l s'agissait du 6° et 7° passage
mécanique apres le prélévement de I'ampoule de sang conservée dans
I'azote liquide.

4. Présence de Plasmodium dans les capillaires cérébraux

En nous basant sur le fait que la lignée SP 11-RR présente depuis 1962
une évolution foudroyante et étant donné son long séjour a4 des iempé-
ratures de — 70 °C et de — 196 °C, nous avons recherché si son comporte-
ment dans les capillaires cérébraux était comparable a celui que Yoeli et
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Hargreaves (1974) avaient mis en évidence pour P.b. yoelii. Nous avons
pu constater qu’effectivement, chez notre lignée de P. berghei SP 11-RR,
les capillaires renferment des érythrocytes parasités a divers stades de
leur schizogonie. Des capillaires plus importants sont obstrués par des
agglomérats de globules rouges parasités. Il s’agit, & notre connaissance,
de la premiére observation de malaria cérébrale chez P. berghei berghei.

Discussion

A la suite de ces recherches, il nous parait indispensable d'attirer
I'attention sur le fait que le séjour dans le froid de P. berghei SP 11-RR
a entrainé certains changements dans les caractéres de ce plasmodium :
il semble y avoir une régénérescence de la gamétogenése, les parasites
ont apparemment franchi la barriére hémato-encéphalique et la résistance
vis-a-vis de la pyriméthamine a disparu. La premiére observation confirme
celle de Vincke en 1966, la deuxiéme celle de Yoeli (1974). Quant 3 la
disparition de la résistance nous ne connaissons pas d’observation ana-
logue ni une explication.

Dans son livre « Chemotherapy and Drug Resistance in Malaria »,
Peters (1970) donne un apergu trés complet des arguments, souvent spé-
culatifs, concernant la nature exacte des différentes sortes de résistance
vis-a-vis de produits antimalariens. [l en résulte qu’il est extrémement
difficile & préciser, dans un cas déterminé de résistance acquise, dans
quelle situation on se trouve.

Les observations faites nous donnent toutefois quelques indications.
La résistance a été obtenue par des doses subcuratives, poursuivies lors
des rechutes, c’est la méthode d’adaptation lente ou « Dauermodification »
et qui peut finir par donner une résistance stable.

Cette stabilité semblait bien nette pour la lignée de P. berghei Sp 11-RR
puisque un séjour de neuf mois, de cette lignée sur rat (2968) en période
métacritique n'a nullement influencé la résistance (Vincke, 1966).

Nous n’avons pas d’observations sur d’éventuelles modifications de
structure, ni de changements métaboliques accompagnant la résistance,
mais il y a une différence de virulence : en effet cette lignée a été appelée
RR, c'est-a-dire : résistance rapide, parce que la moyenne de survie est
nettement différente de celle des autres lignées de cetie méme souche
(SP 11-RLL et SP 11 pur).

Il N’y a toutefois aucune indication d’un rapport direct entre cette viru-
lence et la résistance et de toute facon, la disparition de la résistance
n'a pas, jusqu’'a présent, entrainé un changement dans la virulence.

La lignée P. berghei SP 11-RLL, résistante lente (Vincke et al., 1966)
conservée de maniére intermittente sur animaux et dans le froid a — 70°C
pendant prés de onze années est demeurée résistante a la pyriméthamine.
Nous poursuivons actuellement nos recherches avec cette lignée, spéciale-
ment dans un but de comparaison.

Nous voudrions attirer P'attention sur le fait que le changement possible
de certains caractéres des plasmodium aprés stockage prolongé dans le
froid, incite a la prudence, spécialement lors de I'utilisation des souches
de Plasmodium humain conservées pour impaludation chez I'homme.
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Conclusions

La conservation de la lignée de P. berghei SP 11-RR a des tempéra-
tures basses pendant prés de onze années

1° ne modifie pas la crise initiale qui est forie dés le 6° jour et la
moyenne de survie reste inchangée;

20 |a resistance a la pyriméthamine a disparu;

3° la gamétogenése est augmentée et la transmission cyclique possible;

4° les capillaires cérébraux renferment des érythrocytes parasités comme
dans les infections humaines a P. falciparum.
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Samenvatting — Gedrag van een P. berghei berghei stam na 11 jaar bewaring op lage
temperaturen.

De auteurs hebben het gedrag bestudeerd van een stam van P. berghei berghei weer-
standig aan pyrimethamine en bewaard op zeer lage temperatuur gedurende elf jaar.

De stam heeft zijn oorspronkelijke virulentie behouden maar heeft zijn weerstand verloren
ten overstaan van pyrimethamine. De gametogenese is verhoogd en de cyclische transmis-
sie slaagde voor het eerst. Bovendien hebben de parasieten blijkbaar de bloed-hersenbarriere
doorbroken, zoals men kan waarnemen bij P. falciparum. Deze lijn zou bijgevolg kunnen
dienen voor de studie van hersenmalaria,

Summary — Behavior of a strain of P. berghei berghei atter 11 years preservation at low
temperature.

The authors describe the behaviour of a strain of P. berghei berghei resistant to pyri-
methamine and preserved at very low temperature for a period of eleven years.

The line has maintained its original virulence but lost its resistance to pyrimethamine.
The gametocytogenesis increased and for the first time, cyclical transmission was successful.
Furthermore, parasites crossed the blood-brain barrier as occurs in malignant tertian malaria
due to P. falciparum. Consequently, this line could serve as a laboratory model for the
study of cerebral malaria.

Département de Paludologie, Institut de Médecine tropi-
cale Prince Léopold, Nationalestraat 155 — B-2000 Antwer-
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