Séance du 28 mai 1996
(Extrait du procés-verbal)

La séance est ouverte & 14 h 30 par M. 1. Beghin, Directeur, assisté de
Mme Y. Verhasselt, Secrétaire perpétuelle.

Sont en outre présents : MM. J. Alexandre, E. Bernard, E. De Langhe,
J. D'Hoore, R. Dudal, L. Eyckmans, A. Fain, C. Fieremans, P. Gigase,
P. G. Janssens, F. Malaisse, H. Maraite, J.-C. Micha, J. Mortelmans,
G. Stoops, J.-J. Symoens, P. Van der Veken, E. Van Ranst, membres titulaires ;
MM. J. Bolyn, P. Goyens, J.-M. Jadin, S. Pattyn, J. Rammeloo, R. Swennen,
J. Vercruysse, membres associés.

Ont fait part de leur regret de ne pouvoir assister a la séance: MM.
M. De Dapper, F. De Meuter, A. de Scoville, S. Geerts, J. Jadin, A. Lawalrée,
D. Le Ray, H. Nicolai, Mme F. Portaels, MM. M. Reynders, E. Robbrecht,
J. Semal, C. Sys, E. Tollens, H. Vis, M. Wéry.

Le Directeur accueille M. R. Swennen, membre associé, qui assiste pour
la premiére fois & nos séances.

Déces de MM. Jozef Cap et Antoine Saintraint

Le Directeur annonce le décés de M. J. Cap, membre titulaire honoraire,
survenu a Sint-Niklaas le 22 avril 1996. M. Cap a exprimé le désir que 1’an-
nonce de son déces soit limitée a cette simple mention.

Le Directeur annonce ensuite le décés de M. A. Saintraint, membre associé
honoraire, survenu a Anderlecht le 5 mai 1996.
11 retrace brievement la carriére du Confrére disparu.

La Classe se recueille a la mémoire des deux Confréres.

M. J. Mortelmans accepte la rédaction de 1'€loge de M. Saintraint.

«Cryopreservatie van bananen (Musa spp.) genenplasma»

M. B. Panis, lauréat du concours 1995, présente le résumé de son travail
couronné, destiné 4 étre publié dans le Bulletin des Séances (pp. 521-535).

MM. H. Maraite, P. Van der Veken, S. Pattyn, J. Rammeloo, E. De Langhe,
L. Eyckmans et R. Swennen interviennent dans la discussion.
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»La trypanosomiase en Angola a I'aube du 20¢ siécle.
Réflexions sur les épidémies des bassins du Cuanza et du Congo
(Notes historiques)”

M. P. G. Janssens stelt een mededeling voor getiteld als hierboven.

De HH. J.-M. Jadin, J. Mortelmans, A. Fain en P. Gigase nemen aan
de bespreking deel.

De Klasse beslist deze studie in de Mededelingen der Zittingen te publiceren
(pp. 537-569).

Wedstrijd 1996

Eén werk werd ingediend in antwoord op de derde vraag van de jaarlijkse
wedstrijd 1996 ,Er wordt een experimentele studie gevraagd in verband met
de parasieten van mens en/of dieren in de tropen”, namelijk :

Prasman, N. : Etude des fonctions effectrice et inductrice des macrophages
parasités par Trypanosoma cruzi.

De HH. FE. De Meuter, J. Vercruysse en D. Le Ray worden als verslaggever
aangeduid.

Eén werk werd ingediend in antwoord op de vierde vraag van de jaarlijkse
wedstrijd 1996 ,.Er wordt een studie gevraagd over de genese en de karak-
terisering van recente en subrecente zoutafzettingen in de warm-aride en semi-
aride gebieden”, namelijk :

Meeks, F. : Petrological studies of perennial saline lake deposits and ground-
water deposits of a dry lake basin.

De HH. E. Van Ranst, D. Demaiffe en M. Deliens worden als verlaggever
aangeduid.

Jean-Jacques en Berthe Symoens Prijs voor Tropische Limnologie

Conform artikel 9 van het reglement, heeft de Selectiecommissie van de Prijs
haar verslag aan de Klasse voor Natuur- en Geneeskundige Wetenschappen
overgemaakt.

Twee werken werden ingediend :

Kizito, Y. 1995. Studies of the Zooplankton of two Western Uganda
Crater Lakes, Nkuruba and Nyahirya, with Special Emphasis on
the Bionomics and Productivity of the Cyclopoids. — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades an der Naturwissenschaftlichen,
Fakultit der Universitét Salzburg, 144 pp.
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La trypanosomiase en Angola a I'aube du 20¢ siécle.
Réflexions sur les épidémies des bassins du Cuanza et du Congo
(Notes historiques)

M. P. G. Janssens présente une communication intitulée comme ci-dessus.

MM. J.-M. Jadin, J. Mortelmans, A. Fain et P. Gigase interviennent dans
la discussion.

La Classe décide de publier cette étude dans le Bulletin des Séances (pp. 537-
569).

Concours 1996

Un travail a été introduit en réponse a la troisiéme question du concours
annuel 1996 intitulée : «On demande une étude expérimentale sur les parasites
de I’homme et/ou des animaux en milieu tropicaly, a savoir :

Prasman, N. :Etude des fonctions effectrice et inductrice des macrophages
parasités par Trypanosoma cruzi.

MM. E De Meuter, J. Vercruysse et D. Le Ray sont désignés en qualité
de rapporteurs.

Un travail a été introduit en réponse 4 la quatriéme question du concours
annuel 1996 intitulée : «On demande une étude sur la genése et la caractérisation
de dépdts salins récents et subrécents dans les régions arides chaudes et semi-
arides» a savoir :

MeEs, F. : Petrological studies of perennial saline lake deposits and ground-
water deposits of a dry lake basin.

MM. E. Van Ranst, D. Demaiffe et M. Deliens sont désignés en qualité
de rapporteurs.

Prix Jean-Jacques et Berthe Symoens de Limnologie tropicale 1996

Conformément a l'article 9 du réglement, la Commission de Sélection du
Prix a communiqué son rapport a la Classe des Sciences naturelles et médi-
cales.

Deux travaux ont été introduits :

Kizito, Y. 1995. Studies of the Zooplankton of two Western Uganda
Crater Lakes, Nkuruba and Nyahirya, with Special Emphasis on
the Bionomics and Productivity of the Cyclopoids. — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades an der Naturwissenschaftlichen,
Fakultidt der Universitdt Salzburg, 144 pp.
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LeoNARD, V. 1995. Les plantes aquatiques, et notamment Azolla, sources
d’aliments valables pour les poissons? — /n: Symoens, J.-J. &
MicHa, J.-C. 1995. L'aménagement des écosystémes agro-piscicoles
d’eau douce en milieu tropical (Bruxelles, 16-19 mai 1994). Centre
Technique de Coopération Agricole et Rurale et Académie Royale
des Sciences d’Outre-Mer, pp. 553-572.

De Klasse beslist eenparig de prijs toe te kennen aan M. Y. Kizito.

De prijs ter waarde van 100 000 BF zal hem overhandigd worden tijdens
de academische openingszitting van 23 oktober 1996. De auteur zal de titel
dragen van ,lLaureaat van de Jean-Jacques en Berthe Symoens Prijs voor
Tropische Limnologie”.

De zitting wordt om 16 u. 55 geheven.
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LEONARD, V. 1995. Les plantes aquatiques, et notamment Azolla, sources
d’aliments valables pour les poissons? — In: SyMoEns, J.-J. &
Micha, J.-C. 1995. L'aménagement des écosystémes agro-piscicoles
d’eau douce en milieu tropical (Bruxelles, 16-19 mai 1994). Centre
Technique de Coopération Agricole et Rurale et Académie Royale
des Sciences d’Outre-Mer, pp. 553-572.

La Classe décide a 'unanimité d’attribuer le prix a M. Y. Kizito.

Le prix de 100 000 FB lui sera remis lors de la séance académique d’ouver-
ture du 23 octobre. L'auteur prendra le titre de «Lauréat du Prix Jean-Jacques
et Berthe Symoens de Limnologie tropicale».

La séance est levée a 16 h 55.
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Cryopreservatie van bananen (Musa spp.) genenplasma *

door

B. PANIs **

TrREFWOORDEN. — Banaan ; Cryopreservatie, Genenbank ; In vitro cultuur ; Musa spp.

SAMENVATTING. — De cultuur van bananen wordt wereldwijd bedreigd door ver-
schillende ziekten en plagen. Het is daarom belangrijk nieuwe, resistente variéteiten
te ontwikkelen maar ook het bestaande genenplasma op een veilige manier te bewaren.
Momenteel wordt in het INIBAP transit centre (Laboratorium voor Tropische Planten-
teelt, K.U.-Leuven) de grootste bananencollectie bewaard als in vitro prolifererende
meristemen bij trage groeicondities (gereduceerd licht en lage temperatuur). Alhoewel
deze methode geschikt is voor actieve collecties wordt cryopreservatie verkozen voor
basiscollecties van vegetatief vermeerderde gewassen, daar bij ultralage temperaturen
(- 196 °C) alle chemische en metabolische processen worden stilgelegd. Hierdoor wordt
het mogelijk materiaal gedurende een onbeperkte periode te bewaren. Embryogene
Musa-celsuspensies kunnen cryogeen bewaard worden na traag vriezen in aanwezigheid
van een cryoprotectante stof (dimethylsulfoxide). Aldus wordt het mogelijk deze sus-
pensies, die eveneens het uitgangsmateriaal zijn voor de genetische transformatie, op een
stabiele wijze te stockeren. Er werd eveneens een eenvoudige methode ontwikkeld voor
de cryopreservatie van in vitro prolifererende meristemen van banaan. Deze methode
maakt gebruik van een voorcultuur op media met hoge suikerconcentraties waarna
de behandelde meristemen snel worden ingevroren. Dit werd reeds succesvol toegepast
op twaalf variéteiten behorende tot verschillende genomische Musa-groepen.

Morts-cLes. — Bananier ; Banque génétique ; Cryoconservation ; Culture in vitro ;
Musa spp.

Resume. — Cryoconservation du matériel génétique du bananier (Musa spp.). -
La culture du bananier est menacée dans le monde entier par plusieurs maladies et
fléaux. 11 est donc nécessaire de développer des variétés plus résistantes et aussi de
conserver le matériel génétique existant sans risques. A I’heure actuelle, la plus grande
collection mondiale de Musa est conservée in vitro sous forme de méristémes proliférant
en état de croissance ralentie (lumiére réduite et basse température) au centre de transit
de 'INIBAP (Laboratoire des plantes tropicales, K.U.-Leuven). Malgré I'obtention
d’une collection active, une collection de base des plantes se multipliant végétativement

* Lezing gehouden tijdens de zitting van de Klasse voor Natuur- en Geneeskundige Weten-
schappen van 28 mei 1996, Tekst ontvangen op 1 juli 1996,

** Laboratorium Tropische Plantenteelt, Faculteit Landbouwkundige en Toegepaste Biologische
Wetenschappen, Katholicke Universiteit Leuven, Kardinaal Mercierlaan 92, B-3001 Heverlee
(Belgi€).
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cryoconservées est préférable car, & une température ultrabasse (- 196 °C), toutes les
réactions chimiques et métaboliques sont arrétées. On peut ainsi conserver le matériel
pendant des périodes illimitées. Des suspensions cellulaires embryogéniques de Musa
peuvent étre conservées dans de 'azote liquide aprés une congélation lente en présence
d’une solution cryoprotectrice (diméthylsulphoxide). 11 est donc possible de stocker
sans risques ces suspensions, qui peuvent aussi servir de matériel de départ au génie
génétique. Nous avons également développé une méthode simple de cryoconservation
pour des méristémes proliférants de Musa. Cette méthode implique une phase de
préculture sur des milieux contenant des concentrations élevées en saccharose, suivie
d’une congélation rapide dans I'azote liquide. Ce protocole a été appliqué avec succes
sur douze variétés appartenant a des groupes distincts de Musa.

Keyworps, — Banana ; Cryopreservation ; Gene bank ; /n vitro cultivation ; Musa
spp.

SuMMARY. — Cryopreservation of banana (Musa spp.) germplasm.— Banana culti-
vation is worldwide threatened by many plagues and diseases. It is therefore important
to develop new, more resistant varieties and also to store the existing germplasm safely.
The world’s largest Musa germplasm collection is currently stored at the INIBAP
transit centre (Laboratory of Tropical Crop Improvement, K.U.-Leuven) as proliferating
in vitro meristems under slow growth conditions (reduced light and low temperature).
In addition to this active collection, a basic collection of a vegetatively multiplied
crop needs to be cryopreserved, since all chemical and metabolical processes cease
at ultra-low temperatures. As such, the material can be preserved for an unlimited
period. Embryogenic Musa cell suspensions can be stored in liquid nitrogen after slow
freezing in the presence of a cryoprotective solution (dimethyl sulphoxide). It is thus
possible to ensure a secure storage of these suspensions, which are also the starting
material for genetic engineering. We have also developed a simple cryopreservation
method for in vitro proliferating Musa meristems. It involves a precultivation period
on media containing high concentrations of sucrose followed by rapid freezing. This
protocol has already been successfully applied to twelve accessions belonging to distinct
Musa groups.

Inleiding

Bananen (Musa spp.) vormen een uiterst belangrijke voedselbron in tropi-
sche streken. Negentig percent van de totale wereldproductie is bestemd voor
de plaatselijke consumptie en bestaat vooral uit kookbananen, plantanen, bier-
bananen en lokale dessertbananen. Slechts 10 % van de totale wereldproductie
wordt geéxporteerd (INIBAP 1992). De productie van bananen wordt bedreigd
door verschillende plagen en ziekten veroorzaakt door schimmels, virussen,
bacterién, nematoden en insecten. Vooral de schimmelziekten Black Sigatoka
en de Panamaziekte, veroorzaakt door respectievelijk Mycosphaerella fijensis
en Fusarium oxisporium, zijn zeer verwoestend. Het was trouwens de Panama-
ziekte die er de oorzaak van was dat dessertbananen van het Gros Michel Type
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in het begin van de twintigste eeuw wereldwijd moesten vervangen worden
door de resistente bananen van het Cavendish type.

Hoe kan men nu het hoofd bieden aan deze ziekten zonder te veel, voor
de kleine boer te dure en ecologisch nadelige fytopharmaceutische producten
aan te wenden ? Men kan bestaande, meer resistente cultivars aanplanten of
men kan trachten via de klassieke veredeling (SweNNEN & VuyisTEKE 1993)
of de moderne biotechnologie (SAci et al. 1995) nieuwe resistente cultivars
te ontwikkelen. Voor elk van deze strategieén is het belangrijk een zo groot
mogelijke diversiteit van bananengenenplasma ter beschikking te hebben.

Verschillende methoden zijn beschikbaar om plantengenenplasma te bewaren.
Vooreerst heeft men de in situ bewaring. Dit omvat de bewaring van genen-
plasma in zijn natuurlijke omgeving. Voor de banaan betekent dit dat de
oorsprongsgebieden gaande van India tot Papua - Nieuw-Guinea en zelfs de
eilanden van de Grote Oceaan beschermd moeten worden, evenals de secun-
daire centra van diversiteit in West-, Centraal- en Oost-Afrika. Hier tegenover
staat ex situ bewaring. Het bewaren van plantengenenplasma door middel
van zaadgenenbanken wordt algemeen beschouwd als de meest praktische
methode. Bij banaan is dit echter alleen toepasbaar op wilde zaadproducerende
variéteiten, daar de gecultiveerde eetbare bananen geen zaad aanmaken. Veld-
genenbanken van banaan zijn daarentegen wel wijdverspreid. Er bestaan min-
stens tweeénveertig collecties verspreid over tweeéndertig landen (INIBAP
1990). Het onderhoud van veldgenenbanken is echter zeer arbeidsintensief en
daarenboven zijn ze onderhevig aan genetische erosie door plagen, ziekten
en extreme klimaatomstandigheden (droogte, overstroming, orkanen).

Als alternatief werden in vitro genenbanken ontwikkeld. Het genenplasma
wordt er bewaard onder de vorm van goed regeneerbaar materiaal in proef-
buizen (in het geval van Musa spp. worden meristemen of groeipunten be-
waard). De bewaring kan gebeuren onder normale of gereduceerde groei-
condities. Gereduceerde groeicondities hebben het voordeel dat het materiaal
trager groeit en aldus minder frequent overgeént moet worden op nieuw
cultuurmedium. De grootste bananen in vitro genenbank ter wereld bevindt
zich in het INIBAP’s (International Network for the Improvement of Banana
and Plantain) Musa germplasm Transit Centre op het labo voor Tropische
Plantenteelt aan de K.U.-Leuven. Dit maakt deel uit van een wereldomvattend
netwerk van plantencollecties onder auspicién van de wereldvoedselorganisatie,
FAOQO. Er worden meer dan 1 060 verschillende klonen bewaard bij lage tempe-
raturen (15 °C in plaats van 28 °C) en gereduceerde lichtomstandigheden
(2000 Lux in plaats van 5 000 Lux) om de groei te vertragen (BANERJEE &
De LANGHE 1985, DE SMET & VAN DEN Houwe 1991). Deze methode is
echter nog steeds vrij arbeidsintensief daar de meristemen gemiddeld één maal
per jaar gesubcultuurd moeten worden. Tijdens het subculturen is er tevens
het risico op verlies van variéteiten door contaminatie of menselijke fouten.
Daarenboven is dit materiaal onderhevig aan somaklonale variatie (mutaties
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gedurende de in vitro cultuur). Deze methode is echter zeer geschikt voor
het bewaren van materiaal op middellange termijn en voor uitwisseling van
genenplasma (= actieve genenbank). Voor een basiscollectie, waar het materiaal
voor lange termijn moet worden opgeslagen en dit op een zo veilig mogelijke
manier, is cryopreservatie de oplossing (WrtHers 1992).

Het gebruik van cryopreservatie of vriesbewaring bij ultralage temperaturen
met als doel de lange-termijnbewaring van cellen en weefsels is gebaseerd op
het stilleggen van al de metabolische activiteiten en de meeste fysische proces-
sen. Om praktische redenen wordt meestal de temperatuur van vloeibare stik-
stof (- 196 °C) als bewaringstemperatuur genomen.

Ten slotte kunnen we nog het bestaan van DNA-banken vermelden. Het
grootste nadeel van deze methode is dat hieruit geen regeneranten verkregen
kunnen worden, daar enkel delen geéxtraheerd DNA worden bewaard. Deze
DNA-banken kunnen echter in de toekomst een grote rol spelen, bijvoorbeeld
bij de isolatie van bruikbare genen voor genetische manipulatie (Apams &
AbpAams 1992).

Cryopreservatie bij planten

Algemeen wordt aangenomen dat de belangrijkste schadeoorzaak bij cryo-
preservatie de vorming van intracellulaire ijskristallen is. Deze ijskristallen
doorbreken de membraanstructuren waardoor hun functionaliteit, waaronder
de semipermeabiliteit, verloren gaat. Dit is de reden waarom de meeste cryo-
preservatietechnieken gericht zijn op het vermijden van intracellulaire ijs-
kristallen (SAkar 1993). Deze strategieén hebben meestal tot gevolg dat de
intracellulaire oplossing vitrificeert. Vitrificatie is een fysisch proces waardoor
een vloeistof kan overgaan van een vloeibare naar een vaste fase zonder de
vorming van ijskristallen. Om vitrificatie te verkrijgen moet er echter aan twee
voorwaarden worden voldaan. Ten eerste moet de vloeistof voldoende gecon-
centreerd zijn en ten tweede moet er snel genoeg gekoeld worden. Snel koelen
wordt bekomen door het materiaal onder te dompelen in vloeibare stikstof,
terwijl om de celoplossing te concentreren volgende vijf strategieén kunnen
worden aangewend :

— Vriesdehydratatie doet zich voor wanneer plantencellen traag (0,5-2 °C/
min.) worden ingevroren. Eerst worden ijskristallen gevormd in de extra-
cellulaire oplossing waardoor de overblijvende oplossing concentreert.
Doordat de intra- en extracellulaire vloeistof met elkaar in osmotisch even-
wicht staan, gaat water onttrokken worden aan de cel. Wanneer - 40 °C
bereikt is, is de celoplossing meestal voldoende geconcentreerd om te vitri-
ficeren bij onderdompeling in vloeibare stikstof.

— De meeste plantenweefsels hebben een chemische cryoprotectie nodig tegen
vriesschade. Er wordt onderscheid gemaakt tussen penetrerende cryo-
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protectantia zoals proline, glycerol en DMSO (dimethylsulfoxide) die de
celoplossing meer viskeus maken en niet-penetrerende cryoprotectantia
zoals suikers (sacharose, fructose en trehalose), suikeralcoholen (mannitol
en sorbitol) en polymeren met een hoog moleculair gewicht (dextran en
polyvinyl pyrolidone) die de cel dehydrateren door middel van osmose.
Beide resulteren in een concentratie van de celoplossing. Daarenboven
hebben sommige van deze stoffen, zoals suikers, de eigenschap om mem-
branen en proteinen te stabiliseren bij lage temperaturen (KENDALL er al.
1993).

— Acclimatisatie maakt gebruik van een natuurlijk metabolisch proces waar-
door de cel onder bepaalde omstandigheden (lagere temperatuur, geredu-
ceerde lichtintensiteit, kortere fotoperiode,...) zelf cryoprotectante stoffen,
zoals bijvoorbeeld proline of suikers, aanmaakt. Dit adaptieve metabolisme
is genetisch gedefinieerd. Sommige gewassen (vooral uit gematigde en koude
streken) reageren sterk, terwijl andere (tropische gewassen zoals banaan)
niet reageren.

— Plantvitrificatie-oplossingen zijn sterk geconcentreerde oplossingen die
gedeeltelijk in de cel dringen waardoor er zowel intra- als extracellulair
vitrificatie optreedt na ultrasnel koelen. Het verschil met normale cryo-
protectante oplossingen is dat ze zo sterk geconcentreerd zijn dat ze bij
snel koelen uit zichzelf vitrificeren. Zo bevat de meest gebruikte vitrificatie-
oplossing (PVS2) 30 % glycerol, 15 % etyleenglycol en 15 % DMSO (Sakai
et al. 1990). Deze concentraties blijken echter te toxisch voor veel planten-
weefsels.

— Drogen aan de lucht is de meest evidente en eenvoudige methode om de
intracellulaire celoplossing te concentreren. Voor de meeste niet-behandelde
plantenweefsels heeft het drogen echter nefaste gevolgen. Uitzonderingen
hierop zijn zygotische embryo’s die uit zichzelf reeds een hoge droogte-
tolerantie bezitten.

De overgrote meerderheid van de cryopreservatieprotocols ontwikkeld voor
plantenweefsels, zijn combinaties van twee of meerdere van deze strategieén.
Voor elke plantensoort en -weefsel moet er telkens een nieuw aangepast protocol
worden ontwikkeld.

Eén van de belangrijkste vereisten waaraan een plantenweefsel moet voldoen
om in aanmerking te komen voor cryopreservatie, is een hoge regeneratie-
capaciteit. Uit het bevroren materiaal moeten opnicuw normale planten ver-
kregen kunnen worden. Bij banaan voldoen zaad, zygotische embryo’s, rege-
nereerbare callus (ongedifferentieerde celmassa’s), somatische embryo’s, embryo-
gene celsuspensies en meristeemculturen aan deze voorwaarden. Cryopreservatie
van zaad en zygotische embryo’s is echter alleen toepasbaar op wilde zaad-
producerende bananen, terwijl regenereerbare callus en somatische embryo’s
het nadeel hebben dat ze zelden in voldoende hoeveelheden beschikbaar zijn.
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Wij concentreerden ons vooral op de cryopreservatie van embryogene cel-
suspensies en meristeemculturen.

Cryopreservatie van embryogene celsuspensies

Op het Laboratorium voor Tropische Plantenteelt werd een systeem ont-
wikkeld om regenereerbare embryogene celsuspensies te initiéren vanuit proli-
ferende meristeemculturen (DuED’A ef al. 1991). Deze cellen kunnen we via
somatische embryogenese regenereren tot nieuwe planten. Somatische embryo-
genese is een ontwikkelingsproces dat bijna identiek is aan zygotische embryo-
genese (ontwikkeling van bevruchte eicel tot een embryo en vervolgens tot
een plant) met dit grote verschil dat hier de ontwikkeling start vanuit een
somatische cel. We hebben bewezen dat deze suspensies het materiaal bij uitstek
zijn voor gebruik in de genetische manipulatie. Uit de suspensies worden
regenereerbare protoplasten geisoleerd (Panis et al. 1993) die getransformeerd
kunnen worden via electroporatie (SAGi et al. 1994). Directe transformatie van
deze suspensies door middel van partikelbombardement leidde tot ’s werelds
eerste transgene bananenplanten (SAci et al. 1995).

Het cryopreservatieprotocol dat we ontwikkelden voor embryogene Musa
celsuspensies omvat de volgende stappen (Panis et al. 1990) :

— Suspensies worden best bevroren twee weken na hun laatste subcultuur.
Dan bevindt de suspensie zich in een exponentiéle groeifase en is ze aldus
het meest actief.

— Uit de verschillende stoffen en mengsels met cryoprotectieve eigenschappen
getest, bleek DMSO (dimethylsulfoxide) bij een concentratie van 7,5 %
het meest effectief. De cellen worden blootgesteld aan dit penetrerend agens
gedurende één uur voor het invriezen start.

— Vervolgens wordt de behandelde suspensie getransfereerd naar een cryotube
en traag ingevroren met een snelheid van 1 °C/min. tot - 40 °C. Om een
optimale vriesdehydratatie te bekomen (zie boven) initieerde we gedurende
het traag vriesproces extracellulaire ijskristallen bij — 7,5 °C. Indien dit niet
gebeurt, kan de vloeistof onderkoelen tot - 20 °C waardoor het positieve
effect van de vriesdehydratie verloren gaat.

— Wanneer -40 °C bereikt is, worden de cryotubes met de suspensie
ondergedompeld in een vat vloeibare stikstof (- 196 °C) voor bewaring.

— Het dooien na bewaren gebeurt snel in een warm waterbad van 40 °C
om de vorming van letale ijskristallen te vermijden.

— De ontdooide suspensie wordt uitgeplaat op een vast cultuurmedium voor
regeneratie. Regeneratie in een vloeibaar cultuurmedium resulteerde steeds
in het volledig afsterven van de cellen.
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Na deze vries-dooicyclus wordt een chemische leefbaarheidstest met fluo-
resceinediacetaat (FDA) uitgevoerd. Deze test wees uit dat alleen de meest
embryogene cellen het vriesproces kunnen overleven. Typisch embryogene
cellen zijn klein (diameter van ca. 30 pum), isodiametrisch, hebben een relatief
grote celkern en bevatten een dens cytoplasma en vele kleine vacuolen. Grote
sterk gevacuoliseerde cellen en georganiseerde structuren (zoals globulaire
structuren en pro-embryo’s) overleven het vriesproces niet. Het vriezen resul-
teert aldus in een selectie naar de embryogene cellen. Het beste bewijs voor
de integriteit van ontdooide cellen is echter hun regeneratiecapaciteit (Fig. 1).
Via somatische embryogenese kunnen uit 1 ml bevroren celsuspensie honder-
den, zoniet duizenden planten verkregen worden.

Fig. 1. — Regeneratie van embryogene celsuspensies van banaan (cv. ,,Bluggoe™) na cryopreser-
vatie. Niet-bevroren (links) en bevroren (rechts) celsuspensie na vier weken op een regeneratie-
medium.

Het cryopreservatieprotocol werd initieel ontwikkeld voor embryogene cel-
suspensies van de cultivar ,,Bluggoe” behorende tot de ABB-groep. Recentere
experimenten wezen uit dat deze techniek eveneens toepasbaar is op andere
cultivars zoals Monthan (ABB-groep), Three Hand Planty en French Sombre
(AAB-plantanen), en Musa balbisiana (BB-groep).

Cryopreservatie van meristeemculturen
In tegenstelling tot de cryopreservatie van celsuspensies, waar traag vriezen

in aanwezigheid van een cryoprotectant agens zoals DMSO, een veelgebruikte
techniek is, is er geen standaardtechniek beschikbaar voor georganiseerde weef-
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sels zoals meristemen. Daarom waren we genoodzaakt verschillende protocols
voor cryopreservatie van meristemen, beschreven in de literatuur, uit te pro-
beren. Zoals voor de meeste in vitro technieken bij planten is cryopreservatie
dikwijls een kwestie van trial and error. Men kan zich wel enigszins baseren op
resultaten beschreven voor gelijkaardige weefsels van verwante plantenfamilies,
maar de moeilijkheid bij banaan is dat het type weefsel (prolifererende meriste-
men) vrij uniek is en dat cryopreservatie ervan nog niet beschreven is.

Naar analogie met de embryogene celsuspensies testten we de procedure
van traag vriezen in aanwezigheid van een cryoprotectante agentia. Verschil-
lende precultuurbehandelingen, vriessnelheden en cryoprotectantia werden
aangewend, echter steeds zonder succes.

De toepassing van sterk geconcentreerde vitrificatieoplossingen was evenmin
effectief. De meest gebruikte plantvitrificaticoplossing (PVS2) bevat 30 9%
glycerol, 15 % etyleenglycol en 15 % dimethylsulfoxide (Sakari et al. 1990). Deze
oplossing bleek echter toxisch voor banaanmeristemen. Dit in tegenstelling
tot meristemen van de meeste andere plantensoorten.

Encapsulatie-dehydratatie, voor het eerst beschreven door FABRE & DEREUD-
pRE (1990), is zoals vitrificatie een vrij recente cryopreservatietechniek, die
reeds succesvol werd toegepast op verschillende plantensoorten. Het uniek aan
deze techniek is dat ze gebruik maakt van artificiéle zaden. Het protocol toe-
gepast op banaanmeristemen omvat de volgende stappen (Panis e al. 1994) :

— Meristemen van ca. | mm worden geisoleerd en ingekapseld in alginaat-
parels met een diameter van 3-4 mm. Op deze manier verkrijgt men synthe-
tische zaden.

— Deze parels worden gedurende drie tot vier dagen blootgesteld aan vloei-
bare cultuurmedia met een sacharoseconcentratie van maximaal 0,75 M.
Hogere concentraties, zoals meestal gebruikt bij andere plantensoorten
(soms gaat men zelfs tot 1,5 M), bleken letaal voor de banaanmeristemen.

— De behandelde parels worden vervolgens gedroogd door middel van steriele
lucht, tot een watergehalte van 20 - 25 9. De combinatie van een hoge
sacharoseconcentratie en drogen zorgt ervoor dat de parel vitrificeert en
niet kristalliseert tijdens snel vriezen. Dit werd eveneens aangetoond door
middel van DSC (differenti€le scanning calorimetrie) analyse.

— De bewaring gebeurt in vloeibare stikstof.

— Na de bewaring wordt er snel ontdooid in een warm-waterbad van 40 °C.

— Vervolgens worden de parels op een vast cultuurmedium gebracht voor
regeneratie.

We observeerden dat in vergelijking met meristemen van andere planten-
soorten, banaanmeristemen erg gevoelig zijn voor zowel hoge sacharosecon-
centraties als voor drogen. Aldus werd een maximale overleving van slechts
7 % bekomen na cryopreservatie. Deze overlevende meristemen zijn echter
wel in staat uit te groeien tot normale planten. Door de lage overlevingsgraad
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en het feit dat de encapsulatie-dehydratatiemethode zeer arbeidsintensief is
(inkapselen van meristemen, behandeling met sacharose, dehydratatie) waren
we genoodzaakt alternatieve methodes uit te testen.

Dit resulteerde in een eenvoudige cryopreservatietechniek die gebruik maakt
van een voorcultuur op media met hoge sacharoseconcentraties. De volgende
stappen kunnen onderscheiden worden :

— Uitermate belangrijk voor het slagen van de cryopreservatie is het proli-
feratietype van het uitgangsmateriaal. De beste overleving wordt verkregen
met ,,bloemkoolachtige” structuren, d.w.z. groepjes van kleine, witte, proli-
fererende meristemen. Deze worden verkregen door scheutculturen bloot
te stellen aan hoge cytokinineconcentraties.

— Bloemkoolachtige structuren van ongeveer 5 mm diameter, die 5 tot
10 meristemen bevatten worden uitgesneden en geént op een proliferatie-
medium dat een hoge concentratie (0,3 - 0,5 M) aan sacharose bevat. Deze
culturen worden in de kweekkamer geplaatst gedurende twee tot vier
weken.

— Door de hoge sacharoseconcentratie aanwezig in het cultuurmedium zal de
groei van de meristemen sterk vertraagd worden. Een deel van de culturen
zal zelfs zwart worden en afsterven. Dit wordt mede bepaald door het geno-
type. Blokjes van 3-5 mm diameter van het overlevende meristematische
weefsel worden geisoleerd en overgebracht naar een cryotube.

— De cryotubes worden direct ondergedompeld in vloeibare stikstof waar
ze bewaard worden.

— Na bewaring worden de meristemen ontdooid in een warmwaterbad
(40 °C) en geplaatst op een vast regeneratiemedium.

Figuur 2 geeft de overleving weer van controle (niet bevroren) en bevroren
meristeemhoopjes van de cultivar ,,Bluggoe” (ABB-groep), samen met hun
vochtgehalte na voorcultuur op media met verschillende sacharoseconcentraties.
Controleweefsels ondergaan een voorcultuur op 0,5 M sacharose zonder een
belangrijk verlies in overleving. Vanaf 0,6 M neemt de overleving snel af. Een
precultuur op sacharose heeft duidelijk een positief effect op overleving na
vriezen. Vooral de concentraties 0.4 en 0,5 M zijn effectief, respectievelijk
resulterend in 25 en 42 % overleving na vriezen. Het watergehalte van meriste-
men daalt met stijgende sacharoseconcentratie. Bij 0,4 en 0,5 M werd een
watergehalte van 74 9% opgetekend. Dit is vergelijkbaar met behandelde imma-
ture embryo’s van mais, waar 77 % resulteerde in een optimale overleving
na vriezen (DELVALEE er al. 1989).

De regeneratie na vriezen start direct vanuit het oorspronkelijke meristeem
zonder een intermediaire callusfase (Fig. 3). Een ongeorganiseerde groei van
plantencellen (= callus) kan leiden tot een verhoogde frequentie van soma-
klonale variatie (= mutaties te wijten aan de in vitro kweek) (SCOWCROFT
1984). Indien we cryopreservatic willen aanwenden ter ontwikkeling van
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Fig. 2. — Regeneratic van banaanmeristemen (cv. ,,Bluggoe™) na precultuur op media met
verschillende sacharoseconcentraties voor en na vriezen en hun vochtgehalte.

Fig. 3. — Petriplaat met nict-bevroren (links) en bevroren (rechts) meristemen, acht weken
na cryopreservatie,
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genenbanken, moet de genetische integriteit van het plantenmateriaal intact
blijven, m.a.w. somaklonale variatie moet vermeden worden. Uit bevroren
meristemen kunnen normale bewortelde plantjes geregenereerd worden.

Zoals men kan opmerken, is de precultuur op media met hoge sacharose-
concentraties de meest essentiéle stap in ons protocol om meristeemculturen
vriestolerant te maken. Om na te gaan wat het effect van deze sacharose-
precultuur is op cellulair niveau werd een microscopische studie uitgevoerd.
Hieruit bleek dat in het parenchym (onderliggende niet-meristematische cellen)
sacharose wordt omgezet in zetmeelkorrels. In de meristematische zone daar-
entegen, die het vriezen overleeft, zien we dat het cytoplasma van deze cellen
denser wordt. Dit wordt waarschijnlijk veroorzaakt door een opname van
suikers en/of de aanmaak van proteinen.

Over de positieve invloed van sacharose op het verkrijgen van vriestolerante
cellen werden verschillende werkingsmechanismen gepostuleerd :

— Suikers zouden door middel van hun osmotische werking het vochtgehalte
van de cellen kunnen verlagen, om aldus de kans op vitrificatie te verhogen
(DeLvaLLEE et al. 1989). Inderdaad, zoals kon afgeleid worden uit figuur 2
daalt het vochtgehalte met een stijgende sacharoseconcentratie. Een ver-
laging van het vochtgehalte tot 74 % is echter geen voldoende voorwaarde
voor cryoprotectie. Dit werd bewezen door het toevoegen van eenzelfde
hoeveelheid mannitol, een niet-metaboliseerbaar suikeralcohol, in plaats
van sacharose in het precultuurmedium. Dit resulteerde in vergelijkbare
vochtgehaltes, maar nooit in overleving na vriezen.

— UracGawmi et al. (1990) bewezen dat gedurende de precultuur van asperge-
scheuttoppen op media met hoge sacharoseconcentraties, een belangrijke
hoeveelheid van dit suiker wordt opgenomen en gedissocieerd in glucose
en fructose. Door middel van microscopie werd de opname van suikers
eveneens aangetoond voor banaanmeristemen. Deze opgenomen suikers
kunnen de vitrificeerbaarheid van het cytoplasma verhogen.

— Opgeloste suikers kunnen de vloeibare kristallijne fase van membraan-
lipiden bewaren en proteinen stabiliseren (KENDALL er al. 1993). Aldus
kan membraanfusie, -fasetransitie, en -faseseparatie tijdens het vriezen
vermeden worden.

— Zoals bewezen door DELVALLEE et al. (1989), kunnen er als gevolg van
een milde osmotische stress proteinen, zoals proline, geaccumuleerd worden
in het cytoplasma die de cel beschermen tegen waterstress. Deze proteinen
beschikken eveneens meestal over cryoprotectieve eigenschappen.

Meer fundamentele studies over de cryoprotectieve werking van sacharose
zullen ons in staat stellen om het ontwikkelde cryopreservatieprotocol verder
en misschien efficiénter te optimaliseren en daarenboven in de toekomst even-
tueel toe te passen op meristemen van andere plantensoorten.
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Fig. 4. — Regeneratiefrequenties na cryopreservatic van verschillende cultivars behorende tot
verschillende genomische groepen.

Dit cryopreservatieprotocol werd initieel ontwikkeld en geoptimaliseerd,
gebruik makende van prolifererende meristemen van de cultivar ,,Bluggoe”.
Daar het uiteindelijk doel van cryopreservatie de ontwikkeling van een genen-
bank is, moeten we nagaan of de methode algemeen toepasbaar is op andere
Musa cultivars behorende tot verschillende genomische groepen. Prolifererende
meristeemhoopjes van vijftien cultivars behorende tot zeven verschillende geno-
mische Musa-groepen, werden gedurende drie weken opgekweekt op een proli-
feratiemedium dat 0,4 M sacharose bevat waarna ze bevroren worden, zoals
hoger beschreven. De resultaten worden weergegeven in figuur 4. De eerste
en meest belangrijke observatie is dat al de geteste cultivars positief reageren
op het protocol. De overlevingpercentages variéren sterk van groep tot groep.
Drieénveertig tot vierenzestig percent van de ABB-cultivars overleven het vries-
protocol terwijl de AAA-cultivars slechts 7 tot 19 % overleving vertonen.
Andere groepen zoals de AAB-plantanen en de AAB-groep vertonen daar-
entegen een grote variatie. Voor de ontwikkeling van genenbanken echter is
niet zozeer een hoge overlevingsgraad van belang dan wel de betrouwbaarheid
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van het cryopreservatieprotocol. Lagere overlevingspercentages kunnen opge-
vangen worden door een grotere hoeveelheid materiaal te bewaren in vloeibare
stikstof.

Besluit

Als besluit kunnen we stellen dat in het kader van dit onderzoek efficiénte
cryopreservatieprotocollen ontwikkeld zijn voor zowel embryogene celsuspen-
sies als in vitro-meristemen.

De techniek ontwikkeld voor de cryopreservatie van embryogene celsuspen-
sies is vooral belangrijk als hulpmiddel bij de genetische transformatie. Op het
Laboratorium voor Tropische Plantenteelt bleken deze suspensies het materiaal
bij uitstek voor de genetische transformatiec. Embryogene celsuspensies zijn
echter moeilijk te initiéren en eens geiniticerd onderhevig aan contaminaties,
somaklonale variatie en fysiologische veranderingen. Het is daarom dus uiter-
mate belangrijk dit waardevol materiaal op een zo stabiel mogelijke wijze
te bewaren.

Indien cryopreservatie zal worden aangewend ter bewaring van een Musa
basisgenenbanken is, gezien de nog steeds moeilijke initiatie van embryogene
celsuspensies, de cryopreservatic van meristeemculturen aangewezen. Daarnaast
is de cryopreservatietechniek ontwikkeld voor meristeemculturen algemeen
toepasbaar op de verschillende cultivars, snel en zeer eenvoudig.
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Morts-cLes. — Angola ; Congo ; Cuanza ; Maladie du sommeil.

Resume. — Le «Relatérion du Dr A. de Souza Leitdo, chargé d’une mission pour
évaluer I'importance de la maladie du sommeil comme cause de la déchéance des
plantations dans le Cuanza est un rapport peu connu, mais trés intéressant. Il établit
la situation dans les plantations des territoires de Golungo Alto et Cazengo, les villes
de Dondo, Massangano et Muxima, visitées de novembre 1900 a février 1901, Les
données fort précises établissent qu'elle correspond & la phase terminale d’une épidémie
en voie d'extinction. Leitdo fournit en plus une bonne description de la maladie, les
efforts pour définir I'étiologie de cette maladie qu’il estime infectieuse et probablement
bactérienne. Son origine préoccupe les médecins portugais, qui la situent dans le bassin
du Congo, quoique la célébre épidémie se soit développée trente ans plus tard. Ceci
donne & réfléchir sur I'importance que cette préfiguration de la catastrophe du début
du 20¢ siécle aurait pu avoir sur l'organisation de la lutte contre la trypanosomiase
par I'Etat Indépendant du Congo et du Congo belge (actuellement Zaire). La réponse
est négative et souligne le manque de valeur des critiques a posteriori.

TrREFWOORDEN. — Angola ; Congo ; Cuanza ; Slaapziekte.

SAMENVATTING. — De slaapziekie in Angola bij de aanvang van de 20ste eeuw.
Bedenkingen over de epidemieén van het Cuanza- en het Congobekken (historische
nota’s). — De  Relatério” van Dr. A. de Souza Leitdo, belast met een zending om
de rol van de slaapziekte in de achteruitgang van de plantages in de Cuanzavallei
in het hinterland van Luanda te beoordelen, is een weinig bekend doch boeiend verslag.
Het biedt een zeer omstandig beeld van de toestand van de plantages van de Golungo
Alto en Cazengo gebieden, alsook van de binnenlandgemeenten Dondo, Massangano
en Muxima. Deze werden bezocht tussen november 1900 en februari 1901. De zeer

* Communication présentée a la séance de la Classe des Sciences naturelles et médicales tenue
le 28 mai 1996. Texte regu le 28 mai 1996.

** Membre titulaire de I'Académie; «Sparrenkrans», Vogelsanck 12, 2970 ‘s Gravenwezel
(Belgique).
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zorgvuldig verzamelde gegevens duiden aan dat het gaat om de eindfase van een uit-
deinende epidemie. Leitdo vervolledigt zijn feitenmateriaal met een voortreffelijke
klinische uiteenzetting van de ziekte en van de geleverde inspanningen om de etiologie
te ontrafelen. Volgens zijn eigen opinie is slaapziekte een infectieuze overdraagbare
aandoening van bacteriologische oorsprong. Het zoeken door Portugese artsen naar
de mogelijke oorsprong van de rampspoedige epidemie leidt naar het Congo-bekken,
dit in weerwil van het feit dat de Cuanza-epidemie drie decennia vroeger plaatsgreep.
Dit noopt tevens tot nadenken betreffende de invloed die deze Angolese voorafbeel-
ding zou kunnen hebben gehad op het bepalen van de bestrijdingsstrategie ontwikkeld
door de verantwoordelijken van de Onafhankelijke Staat Congo en Belgisch Congo
(nu Zaire). Het antwoord is ontkennend en benadrukt tevens de beuzelarij van de
a posteriori kritieken.

Keyworps. — Angola ; Congo ; Cuanza ; Sleeping Sickness.

SumMARY. — Sleeping Sickness in Angola at the Turn of the 20th Century.
Reflections on the Epidemics in the Cuanza and the Congo Basins (Historical Notes). —
The “Relatério” produced by Dr A. de Souza Leitdo in the fulfilment of his mission
intended to document the responsibility of sleeping sickness for the decline of the
estates in the Cuanza Valley in the hinterland of Luanda is a little known but very
interesting report. It provides a circumstantial and reliable account of the sleeping
sickness situation in the estates in the Golungo Alto and Cazengo regions and also
in municipalities such as Dongo, Massangano, Muxima. The survey was carried out
from November 1900 until February 1901. The carefully collected data show that
this visit took place during the final stage of a disappearing epidemic. Leitdo completed
his report with a first-rate clinical description of the disease and underlined the many
attempts carried out to unravel its etiology. In his opinion sleeping sickness is an
infectious and communicable disease of bacterial origin. In the quest of its origin,
a number of Portuguese physicians relate the Angolese to the renowned Congolese
epidemic, notwithstanding the occurrence of the Cuanza disaster three decades earlier.
This led to think about a possible favourable influence of the knowledge acquired
in the Angolese warning of the Congolese catastrophe on the implementation of a more
appropriate S.S. control strategy in the Congo. The answer is negative, which underlines
the self-complacency of a posteriori criticisms.

Introduction

Le Relatorio d’Alberto de Souza Maia Leitdo de sa visite aux concelhos
a l'est de Luanda, fort affectés par la maladie du sommeil, est un document
rarement cité, mais particuliérement utile et intéressant. Il fournit les faits
tels qu’il les a observés a I'aube du 20¢ siécle, c'est-a-dire avant la découverte
de I’agent pathogéne (1903, Castellani) et de son mode de transmission (1905,
Brumpt ; 1908, Kleine). Il évoque les nombreuses hypothéses émises a ce sujet
et offre en plus un apercu des opinions courantes sur 1étiologie, la clinique
et 'histoire de la maladie.
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La maladie du sommeil, connue aussi sous le nom de «hypnose» ou «hyp-
nosie», est rapportée officiellement pour la premiére fois en Angola en 1870.
Son existence y était probablement bien antérieure a cette date. Ce probléme
sera discuté plus en détail.

Angola

Ce vaste territoire se compose historiquement de deux entités, le Royaume
du Kongo, un Etat souverain, et la colonie Angola. Les rapports lusitano-
kongolais étaient basés a partir de la fin du 15¢ sur des relations bilatérales qui
se voulaient constructives en respectant dans une certaine mesure I'indépen-
dance du Royaume du Kongo, mais qui n'en limitaient pas moins le pouvoir
portugais. Les autorités coloniales militaires de Luanda, fondé en 1576 par
Novais, s‘évertueront a brouiller cet accord au bénéfice de la colonie Angola.
Elles chercheront par tous les moyens 4 amenuiser cette autorité indépendante
en déplacant le centre politico-économique a Luanda. L’évéché du Kongo et
de I'’Angola, créé en 1596, a la demande réitérée des souverains du Kongo,
verra son siége déplacé de Sdo Salvador a Luanda. Aprés une période de
développement du Kongo richement documentée, soulignant des relations
rendues plus difficiles par suite de I'attitude des autorités de Sdo Tomé, relais
obligatoire du transport vers le Portugal ; aprés la victoire lusitanienne a
Ambuila en 1665 sur les armées du roi Antonio 1 Afonso, il n'y aura plus
guére d’occupation administrative ni de présence médicale. Le Kongo sera
virtuellement a I'abandon jusqu'a l'occupation militaire de Sdo Salvador en
1860, pour mieux garantir I'exploitation économique. Un regain d’intérét forcé
fera suite & la conférence de Berlin (1884-1885), qui imposait I'occupation
effective du territoire réclamé comme possession coloniale et a l'accord de
1885 conclu avec I'Etat Indépendant du Congo.

L’Angola a vécu sous un régime militaire régenté par une Capitainerie
Générale. Ce ne sera quen 1836 qu'il sera remplacé par un Gouvernement
Général civil et en 1924 par un Haut-Commissariat. Les garnisons fortifiées,
établies pour protéger les voies commerciales, sont anciennes : Muxima (1599),
Cambambe (1604), Ambaka (1614), Caconda (1683), Encoje (1759). Les
marchés Dondo, Beja, Massangano, Muxima, Lucambo étaient des centres
importants. En 1857, il y avait cinq districts : Luanda, Golungo-Alto, Ben-
guela, Mocamedes, Ambriz, auxquels le Kongo viendra s’ajouter en 1885-
1887. Ils comportaient sur un plan plus regional des concelhos (ex-subdivisions),
des municipalités, des centres urbains, des circonscriptions rurales indigénes.
Les changements fréquents des dénominations et des limites, communs & tous
les régimes coloniaux, compliquent la compréhension des données. Finalement
I’Angola comptera dix-sept provinces.
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L'occupation portugaise effective restera limitée a la cote, a Luanda, a
quelques villes portuaires, aux centres commerciaux, a un pole de dévelop-
pement agricole dans le Bas-Cuanza, aux mines de Bembo (1856), et a un
réseau de communications commerciales trés anciennes protégées par des
postes fortifiés. L'enclave agricole dans le hinterland de Luanda jouera un
role important dans la vie économique et dans I'histoire de la maladie du
sommeil. Son établissement fera suite & une convention qui autorisait la
redistribution des terres présumées vacantes en faveur des colons européens.
Des colons brésiliens viendront s’y installer en 1838 et y introduiront la culture
du café et de la canne a sucre (production d’eau de vie). Ces colons seront
responsables d'un abattage non sélectif de la forét, de I’élimination des animaux
de chasse, de drainages et d’irrigations des terres non programmés : ils
produiront un bouleversement complet de Iécologie de cette enclave.

L’Angola est caractérisé par une instabilité climatique et un contraste entre
la zone cotiére aride et des hautes terres bien arrosées et plus fertiles. Depuis
le 16¢ des sécheresses ont été enregistrées a des intervalles de 1-8 ans, engen-
drant des famines, encore aggravées par des invasions de sauterelles. Les fortes
pluies qui font suite & la sécheresse produisent des inondations et la perte
de paturages. Les famines grévent sérieusement 'état nutritionnel de la popu-
lation malgré I'introduction du manioc du Brésil. Cet état général défectueux
réduira la résistance aux épidémies de rougeole, de dysenteries, d'infections
respiratoires, de pian. Des épidémies de variole meurtriéres apparaissent a
intervalles de 5 a4 10 ans. A ces facteurs d’instabilité viendront se superposer
les bouleversements écologiques liés au développement des exploitations
agricoles : déforestation, chasse a grande échelle et extermination du gibier,
plantations ou les glossines trouveront un terrain propice & leur multiplication
et, de plus, introduction de populations neuves non prémunies contre les
risques locaux et porteuses potentielles de germes nouveaux. Il s'ensuit que
toutes les conditions étaient remplies pour déclencher des désastres épidémio-
logiques. Des flambées de maladies ne se feront pas attendre.

I’économie sera dominée jusqu’au milieu du 19¢ par la traite des esclaves.
Cette pratique trés rémunératrice sera reconnue finalement comme répréhen-
sible. La Grande-Bretagne sera le premier Etat a I'abolir légalement en 1807
et a faire pression sur le Portugal, son allié depuis 1703. La fuite au Brésil
de Jean VI et de sa famille en 1807 devant Napoléon retardera la décision.
Le Brésil devient un pays indépendant en 1822 et une république en 1891,
La France ou, dés le 18¢ les philosophes, et surtout Montesquieu, éléveront
leur voix pour réclamer I’abolition, verra la Convention la supprimer en I'an 11
(1793) pour la rétablir dans ses colonies en I'an X (1801). Le Congrés de
Vienne (1815) décrétera son abolition au nord de quateur. La Grande-
Bretagne mettra 800 000 esclaves en liberté en 1833 et autorisera en 1839
ses croiseurs a arraisonner, perquisitionner et saisir les navires négriers assimilés
a des pirates au nord de I'équateur. La France qui avait aboli la traite en
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1845, s’associe a ces mesures. Toutefois, une contrebande va s'organiser au
sud de I’¢quateur a partir d’une multitude de points d’embarquement le long
de la cote ou la barre est moins dangereuse et ou des marchés d’esclaves
avaient été établis. Le Portugal avait aboli la traite en 1835 et sera suivi par
I’Angola en 1836, mais le décret d’application en 1858 prévoyait un délai de
20 ans qui sera finalement réduit a 10 ans, soit une application en 1869. Les
esclaves deviennent des libertos, des travailleurs-salariés, en 1875 mais avec
obligation de servir encore 7 ans chez leurs maitres.

De plus, le recrutement forcé pour Sdo Tomé et Principe était maintenu.
La France trouvera une échappatoire similaire en créant pour sa contrebande
des engagements volontaires avec des contrats de travail (devenant fictifs apres
le débarquement aux Antilles). Ces Africains «émigrés volontairesy étaient
transportés dans les territoires frangais outre-Atlantique par des unités de la
marine frangaise ayant 4 bord des chirurgiens, qui rapporteront leurs expé-
riences portant également sur la présence de cas dhypnosie.

Une des conséquences de la traite est I'introduction en Amérique tropicale
de pathologies africaines, dont la maladie du sommeil. Celle-ci fut découverte
par des explorateurs en Afrique occidentale, qui ont précisé les symptdomes
apparents telles les adénopathies cervicales bien connues des négriers. Les études
cliniques et anatomo-pathologiques détaillées seront I'ceuvre des médecins
frangais pratiquant aux Antilles (Guerin 1869, réutilisées par L Roy pe
MEericourt 1871), au Gabon (Dancaix 1861, SANTELL1 1868) et en Sénégam-
bie (CuassanioL 1865, Corre 1876, 1877).

La Cbte dite congolaise, qui va du Gabon en Angola, deviendra la zone
stratégique de la traite a partir du moment o le sud de 'Equateur est laissé
hors de la région soumise au controle de I'abolition. Elle comporte des ports
tels Loango, Boma, Ambriz, Luanda, mais les embarquements se feront &
partir des barracons (entrepdts d’esclaves) établis aux points de la cote ou
I'embarquement est facilité par une plus faible activité de la barre ou aux
criques du fleuve Congo. C’est en plus la période ol la traite connait une
activité accrue suite a la demande croissante de denrées et produits tropicaux
et a la mutation de la navigation a voile vers celle a vapeur. Entre 1807
et 1847, on estime que plus de 4 millions d’esclaves sont transportés de cette
cote en Amérique, au Brésil, dans les possessions espagnoles et francaises
et aux Etats-Unis. De fait, I'apogée de la traite des Congolais se situe aprés
son abolition officielle.

La couverture médicale était minime. Son effectif dérisoire était concentré
a Luanda et dans quelques grandes communautés portugaises. Les diagnostics
étaient limités aux maladies qui, grice a leurs symptémes typiques, étaient
aisément reconnaissables par n’importe qui: variole (qui, au moins depuis
le 17¢ siécle, provoquait des épidémies a des intervalles de 5 & 10 ans), fiévres
paludéennes, fievre jaune (décimant des soldats portugais), rougeole, ulcéres,
lépre, ver oculaire (loase), puce djique. La maladie du sommeil ne trouve
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pas place dans ce cadre : fiévres sans caractéristique particuliére, adénopathies,
symptdmes nerveux et mentaux complexes qui, limités a des cas isolés, signi-
fiaient une mort dans le marasme. La chance que les rares praticiens ceuvrant
dans les villes se voient confrontés & ce probléme était minime. Pour attirer
Pattention il faut des epidémies.

Cet état de choses changera lorsque des épidémies meurtriéres, sans lien
avec les affections classiques, feront leur apparition et ce, dans les enclaves
fertiles exploitées par des colons portugais. Leur présence se multipliera a
partir de 1837 suite & une série de mesures, progressivement précisées, concer-
nant la concession de terres présumées incultes ou en friche, qui souligneront
la volonté de transformer une économie d’exploitation des richesses humaines
et commerciales en une terre de peuplement par des colons portugais. Leur
installation débutera dans I'hinterland de Luanda dans la vallée fertile du
Cuanza, les régions de Cazenza et Golungo Alto.

Cette réorientation compensera en outre les pertes consécutives a la sup-
pression de la traite des Noirs qui, depuis le 16¢ siécle, était la base de I'éco-
nomie. Décidée en 1838, la mise en exécution de cette abolition s’étalera sur
une période allant de 1858 a 1869.

Les planteurs seront surtout des Portugais brésiliens. Des relations par-
ticuliéres s'étaient établies entre Luanda et le Brésil depuis la reconquéte de
Luanda, en 1648, par des forces brésiliennes sur les envahisseurs hollandais.
Elles prendront fin lors de I'indépendance du Brésil en 1822. Certains colons
portugais du Brésil opteront pour une émigration vers une colonie portugaise.
La zone de développement agricole sera la vallée fertile du Bas-Cuanza dans
'arriére-pays de Luanda. Les planteurs orienteront leurs cultures vers les
produits qui leur étaient familiers : café, canne a sucre, mais, manioc et autres
plantes vivriéres. Ces plantations seront des réussites économiques : on parlera
bientdt des «barons du cafén. A coté des fermes individuelles, des firmes telles
que I'Association commerciale de '’Angola, une filiale de la Banque Nationale
Ultramarine, exploiteront des groupes de fazendas. Le nombre de colons
augmentera rapidement ; de 600 en 1878, ils seront 6 000 en 1898 dans les
territoires (concelhos) entre Luanda et Malange.

Cette expansion réclamera une main-d'ceuvre abondante, inexistante sur
place. Le recrutement de travailleurs salariés sous contrat remplagera les
esclaves transformés en libertos. 'importance numérique de cet effectif recruté
a distance atteindra le millier en 1867, 16 000 en 1887, mais retombera a
4 000 en 1900.

Ce développement agricole nécessitera une croissance paralléle de I'infra-
structure des voies de pénétration et de communications : voies navigables,
routes, chemin de fer, télégraphe, postes. La navigabilit¢ du Cuanza sera
améliorée et, dés 1866, la navigation a vapeur, avec ses postes de ravitaillement
en bois, fera son entrée. Le réseau de routes commerciales traditionnelles,
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protégé par des postes fortitifiés, permettra une intensification des caravanes.
Les opérations militaires vont se multiplier.

En 1857, autorisation est donnée par le gouvernement de la constitution
d’une compagnie pour la construction d'un chemin de fer devant relier
'intérieur & Luanda. Elle sera fondée en 1877 et le premier trongon de la
ligne Luanda-Ambaca partira de Funda en 1888, atteindra Lucala en 1899
et Malanje en 1909. Ces travaux emploieront une main-d’ceuvre importante
qu’il faudra recruter souvent a grande distance. A ces besoins, il faut ajouter
les 2000 & 3 000 travailleurs a fournir annuellement a2 Sdo Tomé et Principe.
A partir de 1867 viendront s’y ajouter les corvées pour la récolte de caoutchouc
brut et de cire naturelle pour I’exportation.

Le Relatério de Leitio

Des désastres épidémiologiques avec une morbidité et mortalité effrayantes
vont décimer les villages. Leur abandon va alerter les autorités. 1l faudra
toutefois attendre 1899 pour voir Alberto de Souza Maia Leitdo, médecin
facultatif de premiére classe du cadre de santé de I’Angola, assigné a Sao
Tomé et Principe, étre chargé d’une enquéte sur place. Le choix était heureux,
le Relatorio de sa mission est un document capital et captivant.

Son ordre de mission (30/09/ 1900) pour sa visite «sanitaire» est extrémement
précis. Il porte sur le bassin du Cuanza et des régions avoisinantes. 11 lui
est demandé en plus des informations sur le développement agricole et éco-
nomique. Les circonscriptions a visiter sont stipulées : Golungo Alto, Cazengo,
Massangano, Muxima, Calumbo. Il lui est enjoint de colliger toutes les
données indispensables a une prise de décision par le Conseil Provincial de
la Santé concernant les mesures prophylactiques urgentes & prendre pour
combattre la terrifiante épidémie qui s*é¢tend vers Dondo. Les informations
souhaitées comprennent entre autres les coordonnées géographiques, les condi-
tions atmosphériques, la constitution tellurique, I'environnement (relief, cours
d’eau, cultures, habitations, eau potable, nombre de bras). En outre, tous
les éléments sont susceptibles de fournir des orientations en matiére d’étiologie
parasitaire ou microbienne, de prévalence, de contagiosité, sur le ou les modes
de propagation. 1l est réclamé une description détaillée des symptomes, leur
évolution et leur stade final, ainsi que les moyens de diagnostic. Des rensei-
gnements sur la vaccination jennerienne sont souhaités. Ceux-ci se résumeront
a constater que le vaccin est difficile & obtenir.

Leitdo commence sa mission en novembre 1900. Son inspection a débuté
par le district de Golungo Alto, situé dans le hinterland de L.uanda et dans
le bassin du Cuanza. Cette visite trés détaillée a été effectuée en novembre
et décembre 1900 et janvier 1901, avec une courte interruption du 1¢f au
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7 décembre a la Villa de Colungo Alto et en fin d'année 4 Luanda, pour
se terminer a la mi-février.

I. GoLUNGO ALTO

Il se rend d’abord au territoire de Golungo Alto, qui est une unité du
district de Luanda, dont il est distant de 287 km par le chemin de fer de
Luanda 2 Ambaca. Ce territoire, qui comporte 8 divisions administratives,
compte, selon 'annuaire de 1898, 415 bourgades dont la ville Golungo Alto,
5 831 foyers (cases ou paillotes) et 15 238 ames, dont 98 européens. Golungo
Alto est divisé en 3 zones, la centrale est montagneuse, trés fertile et richement
arrosée par des cours d’eau tributaires du Zenze. Elle compte 22 plantations
dignes de ce nom employant 1 500 travailleurs sous contrat régulier et 15 000
auxiliaires divers, les forros vivant dans des hameaux satellites de la plantation
et des indigénes vivant dans les sanzalas, des villages sous juridiction indigéne,
qui prétent leurs services occasionnellement comme journaliers. La prospection
a porté sur 14 fazendas ou exploitations rurales, soit 12 grandes et 2 petites,
sur 3 postes militaires, sur 4 municipalités disposant de services administratifs
et d’établissements commerciaux et sur 8 villages indigénes.

Villa de Golungo Alto

La «Villa de Golungo Alto» est une petite agglomération, si¢ge du Conselho
(Conseil), constituée par une place centrale et 4 rues. Le conseil municipal
est composé d'un chef administratif, d’'un commandant militaire, d’'un médecin
en charge de I'ambulance et de la préparation des médicaments, de 'instituteur
et d'un secrétaire-greffier. Officiellement le poste compte 165 foyers, en réalité
il n'y a que 40 cases et une sanzala de 50 cases. Il y a 30 européens dont
une femme. Une route de 25 km la relie 4 Canhoca en passant par Cambondo.
Un decauville est projeté pour I'évacuation de la production vers la station
de Canhoca. C'est le seul endroit du rapport ou il est fait mention de la
mouche tsé-tsé cagaugau, qui est accusée de produire par ses pigires chez
les bétes bovines une gastro-entérite mortelle en 2 a 3 jours,

Les plantations

La visite des plantations se fait a pied, a cheval, en chaise a porteurs, par
bateau. Les bagages sont confiés & des porteurs. La plupart de ces fazendas
n'ont été établies que depuis 3 a 5 ans. Leur premier objectif, garantissant
un rendement rapide, est la culture de la canne a sucre servant a la distillation
d’eau de vie. Le programme des cultures est plus diversifié, encore que variable
de fazenda a fazenda : café, cacao, plantes vivriéres (manioc, féves, patates
douces, millet, légumes divers). Les fruits ne sont pas négligés : bananiers,
papayers, orangers, figuiers, manguiers, avocadiers, palmiers, ananas. De ci-
de-1a on plante aussi des eucalyptus.
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L’hygiéne est assez rudimentaire et les maladies ne manquent pas parmi
la population indigéne : bronchites et pneumonies, diarrhées et dysenteries,
pian, anémie par ancylostomes, ulcéres cutanés, puces djiques (pulex penetrans),
ainsi que la maladie du sommeil ou hypnose, connue sous un nom vernaculaire
en kimbundu hoxa. Cette maladie est considérée comme contagieuse et de
nature familiale. Elle sévit au moins depuis 1873, mais est en progression
inquiétante surtout depuis 1896-97. Les autorités sanitaires ne disposent pas
de statistiques et I'information est recueillie chez les résidents de longue date,
les planteurs, les commergants, les militaires, les personnalités indigénes, qui
basent leurs opinions sur des faits comme les décés par hypnose, les désertions
(les malades cherchant a rentrer dans leur famille) et la diminution fréquente
du nombre de cases (p. ex. 80 4 23; 20 a 6; I8 a 0), 'abandon de villages.
Sur base de tels souvenirs, des chiffres variant de 10, 20 4 30 cas de maladie
du sommeil au cours des 3 derniéres années sont avancés. Il va de soi que
I’hypnose n’est pas la seule cause de déces.

Il y a lieu de préciser que les malades, parfois en stade terminal, présentés
3 Leitdo, sont cliniquement évidents : chaine ganglionnaire cervicale et/ou
sous-mandibulaire, fiévres, céphalées, troubles nerveux, amaigrissement, défi-
cience générale, peau qui a perdu son lustre, somnolence, aphasie, coma.

Les observations les plus détaillées sont faites dans les plantations. Ceci est
compréhensible, vu la menace de la maladie du sommeil pour le développe-
ment économique agricole. Leur établissement de date récente (3 a4 5 ans)
est le facteur le plus restrictif. De plus, le nombre de travailleurs salariés sous
contrat était le plus souvent réduit au minimum. Les besoins pour les travaux
agricoles étaient couverts par des forros ou auxiliaires vivant dans des com-
munautés satellites de la fazenda et, en outre, par des sanzalos ou travailleurs
vivant dans des villages coutumiers. Il s’ensuit que les cas de maladie du
sommeil étaient limités & un ou quelques cas cliniques (maximum 4) ou a un
décés récent. 1l s’agissait au surplus souvent de cas importés (membres de
la famille). Il n’est nullement surprenant qu’il n’y avait aucun cas dans 6 de
ces plantations. L'information au sujet de la majorité de la main-d’ceuvre était
basée sur des données occasionnelles : disparition de familles entiéres, baisse
des effectifs dans les villages satellites (sur 170 forros, 60 déces et 15 désertions).

Dans les postes militaires, 'existence de la maladie du sommeil était connue
depuis 1873. Il en est de méme pour les vieux résidents des factoreries, qui
connaissent de longue date les symptomes trés caractéristiques et I’évolution
inexorable de la maladie. Au cours de son inspection, Leitio a rencontré
le village Camambe complétement abandonné.

2. CAZENGO

Ce territoire, voisin de celui de Golungo Alto, est exploré du 14/01 au
01/02/1901 avec la méme rigueur. Au total 16 fazendas, dont une propriété
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indigéne, une colonie agricole (pénale?), 4 postes militaires et 3 villages sont
Visités.

Les cas de maladie du sommeil y sont plus nombreux qu’a Golungo Alto.
La trés belle Fazenda Palmyra, avec une superficie de 100 km?2, est a cheval
sur les deux territoires et occupe un site déja colonisé antérieurement, car
on y trouve les ruines d’une église et un cimetiére pour Européens. L'effectif
du personnel, qui s%levait en 1897 a 165 unités, est réduit a 72, soit une
diminution de 2 x 93 bras. On lui présente une fillette de 10-12 ans atteinte
de maladie du sommeil en évolution. Les données au sujet d’une quinzaine
d’autres plantations, d’importance variée, confirment I'impression générale,
soit la présence d’'un a quelques malades et le souvenir de nombreux cas
ou décés. La Fazenda Montebello en est un bon prototype. La Fazenda Provi-
dencia est la plus atteinte avec un nouveau cas par mois. Certaines fazendas
pouvaient fournir des relevés annuels de leur personnel.

La fazenda da Vulla a gestion indigéne avait déploré de nombreux décés
par maladie du sommeil. Lors de I'inspection, il y avait un cas en évolution.

La Colonia de Sado Jodo, agricole et probablement pénale, était un
établissement ol les cas de maladie du sommeil étaient nombreux, et I'origine
présumée de divers cas apparus dans les fazendas. L.e nombre de résidents,
qui était de 319 en 1898, s’était abaissé a 262 en 1901. De 1899 a 1901, 23 décés
par maladie du sommeil avaient été enregistrés. Lors de la visite, il y avait
5 cas, agés de 4 a 15 ans, cliniquement évolutifs.

Au poste militaire de Camingua, siége de la 8¢ division du concelho de
Massangano, il y avait 2 cas, agés de 8 et 3 ans. Ce dernier est celui de la
fille d’un parent mort d’hypnose. Celui de Cambuca compte 3 malades. Au
poste de Caculo, jadis le siége du territoire, Leitdo trouve 3 cas dont un soldat.

A Adalatando, siége administratif actuel, qui compte une population de
400 indigénes et 93 européens et abrite une station météorologique, il observe
également 3 cas. A la gare du chemin de fer, au km 321, il y a également
3 cas.

Pour la municipalit¢ de Casuaballa, siége de la 12¢ division du concelho
de Massangano, un résident présent depuis 7 ans, signale qu'une sanzala d’une
centaine de cases n'en compte plus que 4 ; les autres ont disparu suite a la
maladie du sommeil et aux fuites qu'elle provoque. Le jour de la visite, il
y avait 2 cas.

Les villages, tel celui de Kindongo, dont la population a baissé de 20 %
en 5 ans (260 a 203), ou de Libello, cité a diverses reprises comme étant
4 l'origine de cas importés dans les plantations, sont des foyers actifs de maladie
du sommeil et souvent le point de départ de sa diffusion.

3. Donpo

Le service administratif recense la population. I'annuaire de 1897 reléve
pour le territoire 12 304 habitants, chiffre qui s’est réduit pour 1900 a 5 595,
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soit de plus de 50 %, chute qui semble due en bonne partie 4 une émigration
importante de la population vers I'ile de Sdo Tomé.

La ville de Dondo, fondée en 1625, est restée un marché et un centre
commercial important sur le Cuanza ou la navigation est bloquée par les
rapides de Cambambe. Son port assure I’exportation des produits agricoles
vers Luanda et la Métropole. Son urbanisation est de type colonial caracté-
ristique et agréable, mais insalubre et infestée de moustiques. Elle posséde
une infirmerie ou les malades, notamment ceux atteints de maladie du sommeil,
sont enregistrés. La Délégation pour la Santé signale 98 cas pour 1900 (39 de
sexe masculin, 59 de sexe féminin). Sept sont d’age inconnu, les autres se
répartissent comme suit : < 10 ans, 8, 8,2 % ; 10-20 ans, 21, 21,4 % ; 20-30 ans,
35, 35,7 % ; 30-60 ans, 25, 29,5 %. Pendant cette période, 487 décés ont été
notés, dont 20,1 % dus a la maladie du sommeil. Au mois de janvier 1901,
on a enregistré 38 décés, dont 14 par hypnose, en majorité des adultes, soit
36,8 %. Ces chiffres impressionnants justifient amplement l'inquiétude des
autorités,

Leitdo séjournera 4 jours a Dondo, ce qui lui permettra d’examiner en
détail 8 malades, dont 5 hospitalisés a 'infirmerie. 1l s’agit d’un soldat robuste
tombé malade en novembre et dont un frére est mort de maladie du sommeil ;
une ménagére originaire de Libello malade depuis 3 mois ; un garcon de 9 ans
habitant chez un commercant ; un homme de constitution solide originaire
de Kissama ; un «typoyeur» originaire de Malanje ; un malade trés évolutif ;
un domestique &gé de 15 ans; 2 jeunes gens de 16 ans, dont les parents
et un ami sont morts de maladie du sommeil. La symptomatologie est typique,
mais ce qui frappe c’est I'’évolution rapide de la maladie.

Le chef du concelho a recueilli par I’entremise des commandants des divi-
sions le nombre de cas de maladie du sommeil : 117 au total (68 hommes,
49 femmes). Leur distribution est inégale, forte dans les 3 premiéres divisions,
notamment 94, soit 80, 3 %, 15 dans la 4¢, 12,8 %, et 5 dans la 5¢, 4,3 %.
Quoique ces données aient été recueillies par des personnes sans formation
médicale, elles ne sont pas sans intérét ; en effet, les indigénes reconnaissent
parfaitement la maladie du sommeil.

4. MASSANGANO

Cette ville, située sur la rive droite du Cuanza et la rive gauche du Luculla,
est accessible en 2 heures par bateau a vapeur en descendant la riviére a
partir de Dondo. Elle fut le siége d’un gouvernorat subalterne, ce qui se voit
par la présence d’une église et d’une forteresse dont les murs extérieurs sont
préservés.

Elle ne compte plus que 129 foyers et 356 habitants, dont 2 européens,
et 2 factoreries. Le climat est chaud et humide, les moustiques abondent.
L’approvisionnement en eau se fait directement a la riviére.
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Un séjour de 2 jours lui permet d'observer 5 malades, dont 2 soldats,
notamment un sergent de 24 ans, ancien greffier du concelho, malade depuis
2 mois et dont un frére et une amie sont morts de maladie du sommeil ;
le deuxiéme, dgé de 25 ans et marqué par la variole, est malade depuis 2 ans ;
il y a, en outre, un garcon de 13 ans, malade depuis 2 ans, une jeune fille
de 18 ans, malade depuis 9 mois, dont une sceur est décédée de maladie
du sommeil et un portier lettré de 25 ans, malade depuis 8 mois, qui se plaint
d’impuissance sexuelle et alité parce qu’incapable de se tenir debout.

A la descente du Cuanza, au-dela de 'embouchure du Luculla, Leitdo
rencontre différents hameaux dont Engolome, appartenant déja 4 Muxima
et le village de Cambondo.

5. MuxiMA

Cette petite ville située sur la rive gauche du Cuanza est le siége du concelho
du méme nom. Elle posséde une forteresse et une grande église a laquelle
les habitants attribuent un pouvoir miraculeux, ne sétendant toutefois pas
a la maladie du sommeil. [’habitation du chef du territoire est I'unique
batiment parmi des cases et des paillotes. L'endroit est insalubre et I'eau est
puisée directement a la riviére,

En se rendant au siége de la 4¢ division, il repasse par le hameau de Cam-
bondo, ou il trouve le greffier 4gé de 24 ans alité, souffrant depuis 8 mois
de maladie du sommeil. Au siége de la division, il y a 2 malades atteints
de maladie du sommeil.

A Muxima, il voit 3 malades atteints de maladie du sommeil : une fillette
de 10 ans malade depuis 8 mois, présentant une excitation maniaque, dont
la mére est décédée de la maladie du sommeil ; une jeune fille de 15 ans,
malade depuis 7 mois, dont le pére est mort de maladie du sommeil et dont
le beau-frére déclare que la maladie est apparue dans la région en 1868 ; un
garcon de 16-17 ans, originaire de Calumba (7¢ division).

En se rendant par baleiniére a Cunha, il passe par Sagea, siége de la 1™ divi-
sion, ol les cas de maladie du sommeil sont nombreux et beaucoup d’habi-
tations d’Européens abandonnées. Aprés 6 heures de navigation, il arrive a
Cunha, ou il y a une station de chemin de fer sur la ligne Luanda-Ambaca.
Ici, on note a4 nouveau de nombreuses maisons abandonnées ou fermées. Un
résident, ayant 30 ans de présence, incrimine la forte réduction du négoce
aux nombreux transferts d’habitants vers Sdo Tomé et Principe, a la maladie
du sommeil et a d’autres maladies, dont la variole. Des malades au nombre
de 4 sont examinés : un gargon de 15 ans, dont la mére est décédée de maladie
du sommeil ; 2 jeunes gens de 20 ans, dont I'un d’eux a également perdu
sa mére de maladie du sommeil ; un noir robuste de 25 ans, dysurique par
blennoragie. Tous ont une symptomatologie typique de la maladie et sont
en évolution depuis 2 mois a | an.



Par le fleuve, il se rend en 2 h 30 & la Fazenda Bom Jesus, la plantation
la plus importante dans la région de Luanda, qui est située dans le concelho
de Calumbo sur la rive droite du Cuanza. C’est la plus grande des fazendas
visitées par Leitdo qui, regrettant de ne pas disposer a son sujet d'informations
générales, se contente de décrire la grande habitation du planteur, la sanzala
bien ordonnée et entretenue pour le personnel et les importants travaux de
drainage de la plantation. I.'unique source d’eau est toutefois le Cuanza.

Il y a de nombreux cas de maladie du sommeil. Un mulétre vient d’&tre
embarqué vers Lisbonne. Il peut observer la maladie chez un soldat et des
garcons de 10-14 ans. Comme il est de régle, il voit de nombreux malades
souffrant d’autres affections, notamment de tuberculose et de rachitisme.

6. CALUMBO

Calumbo, la derniére localité prévue au programme de I’enquéte, est visitée
la veille du retour a Luanda. Cest le siége du territoire dont le chef lui présente
4 malades du sommeil, notamment un batelier en service 2 Bom Jesus agé
de 30 ans qui, atteint depuis 3 mois de céphalées et de fiévres, était devenu
réfractaire a tout travail, querelleur, abattu et qui s’endort a toute heure ;
une robuste femme de 36-40 ans, dont I’ami est mort de maladie du sommeil,
qui est déprimée et présente des ganglions cervicaux engorgés; un jeune
homme de 20 ans qui depuis 6 mois est atteint de fievres et de céphalées,
porteur de ganglions cervicaux et a une propension a s’endormir ; un bébé
de 16 mois, souffrant de fiévres et présentant une discréte adénopathie,
suspectée parce que vivant dans la méme case que la femme malade ; toute-
fois, ce diagnostic est peu convaincant.

Il visite ensuite le poste militaire de la 1™ division localisé a I'embouchure
du Cuanza. Le commandant, qui y réside depuis 15 ans, certifie que la maladie
du sommeil a été fréquente parmi ses hommes. Il attribue ce fait & une
alimentation défectueuse et a I"abus de vin de palme.

Le commandant de la 2¢ division, établie a4 I'embouchure marécageuse du
Tombo, présente son propre serviteur originaire de Libello. Il assure que les
cas de maladie du sommeil sont rares et généralement importés.

Le 15 février, Leitdo retourne a Luanda pour y achever son rapport et
le présenter aux responsables de la Santé Publique.

Leitdo a rempli avec conscience les termes de son ordre de mission en visitant
les fazendas dans les territoires et les localités situés dans larriére-pays de
Luanda, dont Dongo est la seule a avoir une infirmerie et Massangano qui
ne s’orne que des ruines de sa forteresse et de son église. 1l a rencontré, en outre,
une demi-douzaine de villages plus ou moins abandonnés et quelques postes
militaires le long du chemin de fer et autres points stratégiques. Sa prospection
étudiera surtout une trentaine de plantations d’importance variable, privées
ou gérées par des compagnies commerciales. Il a eu un entretien avec un plan-
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teur indigéne et a visité une colonia. Il recueille chaque fois des renseignements
sur Iétat et I'’évolution de la maladie du sommeil et d’autres pathologies. Ces
données fournissent un bon apercu global de la situation.

L’état de la question a l'orée du 20¢ siécle

Leitdo était parfaitement au courant de la maladie du sommeil telle qu’elle
était connue a la fin du 19¢ siécle, c’est-a-dire en I’absence de I'identification
de I'agent pathogéne et du vecteur, et de la découverte de I’Atoxyl, le premier
médicament spécifique. Il en donne d’ailleurs, en complément de son rapport,
un apercu de 31 pages.

En combinant les données des publications de Nicoras (1861) et de
Dancaix (1861) avec ses propres observations, il décrit 3 périodes évolutives.

Une période initiale, qu'il estime pouvoir étre précédée d’une période d’in-
cubation prolongée (5-6-7 ans), soit la période de latence observée par les
médecins francais aux Antilles, région non endémique, chez des esclaves im-
portés d’Afrique tropicale. L'atteinte débute par des fievres, des céphalées a
localisation, d'intensité et de durée variables, une inaptitude au travail suite
a des malaises divers, asthénie, état vertigineux, adénopathies cervicales et/ ou
sous-maxillaires, un changement d’humeur (triste et déprimé) et de compor-
tement (accés maniacal).

Une période d'état caractérisée par une somnolence diurne et de I'insomnie
nocturne : le malade se plaint qu'il ne dort pas. I’amaigrissement progressif
rend les adénopathies, entre-temps stabilisées, plus visibles. La peau est séche
et perd son lustre. Un prurit intense, une sensibilité diminuée, une impuissance
sexuelle, une torpeur, des réponses limitées & des monosyllabes, viennent
compléter le tableau.

Au stade final, le malade est en somnolence permanente, 'émaciation
s’accentue suite au déréglement de I'alimentation, les accés fébriles font place
a de I'hypothermie qui incite le malade a se coucher en plein soleil, le pouls
devient filant, il n'y a ni analgésie ni anesthésie, le systéme neuro-musculaire
est fortement troublé, une ptose palpébrale est fréquente, les sphincters sont
paralysés, la démarche est titubante, des tremblements et des convulsions
cloniques sont fréquents. Image clinique qui peut évoquer une sclérose en
plaques. Malgré des améliorations passagéres, I’évolution est progressive, la
somnolence est quasi ininterrompue, un délire tranquille peut s’installer. La
marche vers le coma terminal est inexorable.

Une classification clinique est basée essenticllement sur la durée de 1%évo-
lution : aigué, ne dépasse pas 2 mois ; subaigué, jusqu'a 8 mois ; chronique,
plus de 8 mois mais n'excédant guére 2 ans. Utilisant la symptomatologie
comme critére, Leitdo distingue : une forme wusuelle adynamique ou torpide,
avec des phénoménes neuro-musculaires ou mentaux se superposant a I'apa-
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thie ; une forme délirante ou vésanique ; une forme pseudo-ataxique a sympto-
matologie neuro-musculaire, suggestive d’une paralysie spastique ou d'une
sclérose en plaques.

Le diagnostic est basé uniquement sur des signes d’orientation : la trans-
formation, sans raison apparente, d’un travailleur qui ne sé¢pargne pas en
un fainéant qui devient somnolent, en plus porteur de ganglions cervicaux
et/ ou sous-maxillaires, dont la peau perd son lustre, qui se plaint de céphalées
et de fiévres irréguliéres.

Le pronostic est invariablement sans espoir ; la maladie se termine par la
mort.

Le traitement : Leitdo souligne qu'un relevé des médicaments et des
traitements conseillés et expérimentés serait un exercice futile : aucun d’entre
eux n'a & ce jour produit de guérison, ni méme d’amélioration passagére.
La seule médication rapportée comme palliative est une association de caféine,
benzoate de soude et strychnine. Un remeéde spécifique devrait étre trouvé
au plus tot ; entre-temps il faudra bien se contenter des mesures prophylactiques
spécifiées plus loin.

Le probléme de I’étiologie

Ce probléme est le pl