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INTRODUCTION 

La maladie de GHAGAS, véritable fléau social en Amérique 
du Sud, est due à un protozoaire parasite de l a  Famille des Trÿ-  
panosomatidae : Trypanosoma cruzi; - son hôte intermédiaire est  un 
Arthropode piqueur de l a  famille des Reduviidae. 

Les formes Trypomastigote (nouvelle classification de 
HOARE, 1967) (Trypanosoma) métacycliques infectieuses rejetées 
avec les  excréments de l ' insecte, infectent l 'homme par  passage 
au t ravers  des muqueuses, par  une plaie épidermique due au grat-  
tage ou par voie orale (théorie récemment vérifiée par  DIAZ-UNGRIA 
1966). Chez l 'hôte définitif, l a  multiplication du parasi te  s e  fait 
sous l a  forme Amastigote (Leishmania) , intracellulaires qui donnent 
des formes Trypomastigote dans l e  sang périphérique. 

Les Trypomastigotes chez l'hôte intermédiaire après  pi- 
qQre d'un sujet parasité se transforment en formes Rmastigote; 
celles -ci se  multiplient, donnent des Epimastigotes (Crithidia) -- 
puis des formes Trypomastigote métacycliques infectieuses dans 
l 'ampoule rectale de l a  Reduve. 

Bien que de nombreux travaux aient été consacrés à l a  
Trypanosomiase américaine et à son diagnostic, peu d'entre-eux 
ont concerné l 'étude de l a  structure antigénique. Or, l 'analyse 
immunoélectrophorétiyue des antigénes fongiques (BIGUET et 
COLL, 1959 - 1961 - 1962 - 1965a - 1965b - )  et helminthiques 
(CAPRON et COLL, 1964 - 1965a - 1965b - 1966 - 1968 -), 
pratiquée depuis 1959 au Laboratoire de Parasitologie de LILLE, 
a permis  d'aboutir à une connaissance précise des structures 
antigéniques parasitaires. Grâce à ces bases analytiques solides, 
et à l a  standardisation des antigènes, il fut plus facile d'envisager 
l e s  phénomênes immunologiques, immunitaires et l e s  répercussions 
dans l e  diagnostic des parasitoses. 

La structure antigénique de T. cruzi, nous apparaissant 
insuffisamment élucidée, nous nous sommes proposés, à l 'aide 
des méthodes de précipitation en milieu géligié, de réal iser  son 
analyse. 

Les souches entretenues su r  animaux, ne pouvant nous 
fournir un antigène qualitativement et quantitativement satisfai- 
sant, nous avons choisi d'utiliser l a  culture massive in vitro de 
T. cruzi. 



L'analyse immunoélectrophorétique de l 'extrai t  soluble 
de T. cruzi fut réal isée selon l a  technique courante pratiquée 
au Laboratoire de Parasitologie de LILLE (gel d'agarose, 
tampon veronal PI-1 8, 2 force ionique : 0, 1 , champ électrique : 
20 V. cm-1). 



1 - HISTORIQUE 

A - LES MILIEUX DE CULTURE POUR TRYPANOSOR/IA CRUZ1 

L e s  Trypanosomatidae ont é té  l e s  p r e m i e r s  protozoaires  
paras i tes  cultivés in vitro (NOVY et MAC NEAL 1904) 

Mais, de  nombreux auteurs  ont é té  amenés,  soi t  à modifier 
c e  p r e m i e r  milieu soit  à en déc r i r e  d 'autres,  mieux adaptés aux r e -  
cherches actuelles.  

L e  choix d'un milieu de  cul ture  s e  fait  en fonction de : 

1) l ' isolement ou l e  diagnostic 
2)  l 'entret ien des souches 
3) l a  production mass ive  des Trypanosomes,  

L e s  trypanosomes monogénétiques, les Stercorar ia  et l e s  
Salivaria n'ont pas  l e s  m ê m e s  besoins en cul ture  in vitro. 

Nous n'étudierons dans cette pa r t i e  bibliographique que l e s  
milieux de culture pour  l e s  Trypanosomes du groupe des S tercorar ia .  

Ces  milieux sont de t ro is  s o r t e s  : diphasiques, monophasiques, 
et  cultures s u r  cellules ou embryon de poulet. 

Signalons à .ce propos l e s  excellentes revues  bibliographiques 
déjà  r éa l i sées  p a r  BISHOP (1967), TAYLOR et BAKER (1968). 

Milieux diphasiques indéfinis : 

L e  milieu d e  NOVY et MAC NEAL (1904) comporte une phase 
solide, constituée de  peptone et  d 'extrai t  de viande; Char les  NICOLLE 
(1908) supprime c e s  deux de rn ie r s  constituants pour l e s  r emplace r  p a r  
d e  l ' agar -agar  additionné de sang de lapin. 

L e s  trypanosomes sont a insi  cultivés dans  l ' eau  de  condensation, 
qui s e  fo rme  à l a  sur face  de  l a  phase solide. 

Tous l e s  milieux diphasiques ont comme constitution de  base  c e  
milieu N. N. N. (NOVY, NEAL modifié p a r  NICOLLE). 

Afin de r eméd ie r  à l 'absence ou à l a  quantité insuffisante d'eau 
de  condensation à l a  surface de l ' agar -agar ,  cer ta ins  auteurs  préconisent 
l 'emploi de  solutions sal ines  de Ringer, de Locke (MATHIS 1906) ou d e  
Hanks. 



L'isolement de souches d e  Trypanosomes avec de t e l s  
milieux comporte d e  nombreux r isques de contamination bacté- 
rienne. Aussi, pour  purif ier  l e s  cultures contaminées, SENECA 
et Col1 (1949) recommandent l'addition de 1000 unités de Pénicil-  
l ine et de  Streptomycine p a r  ml;  WEINMANN (1960) p ré fë re  à l a  
Streptomycine, l 'emploi  de  l a  Dihydrostreptomycine moins toxique 
pour l e s  Trypanosomes. 

L e s  milieux diphasiques s e m e n t  sur tout  à l 'étude des be- 
soins nutritionnels des  Trypanosomes. ADLER (19 34), SENEKJIE 
et LEWlS (1945) ont montré  que T. cruzi  s e  développe mass ive-  
ment  dans un inil-ieu contenant des  éléments érythrocytaires .  CHANG 
(1947) conseille l 'addition de s é r u m  et de solution d'hémoglobine. 
LWOFF (1938), (1940) et  (1951), GUTTMANN et  WALLACE (1964) 
montrent que l lhémine  et ].'acide ascorbique du s é r u m  sont indispen- 
sables  pour  un développement maximum. 

De nos jours,  l e s  milieux diphasiques ayant donné l e s  
mei l leurs  résul ta ts  sont : 

- l e  mil ieu de LEHMANN (1964) 

- l e  S. N. B. - 9 d e  DIAMOND et  HERMAN (19 54) : 

. l a  phase solide contient du chlorure de  sodium 
de l a  néopeptone, de l ' a g a r  et  du sang défibriné 
de  lapin. 

. l a  phase liquide e s t  de m ê m e  composition m a i s  
sans  agar .  

- l e  4N ("Nutrient agar  blood medium") de  BAKER (1966) : 

. l a  phase solide s e  compose d'agar,  de  peptone, 
d 'extrait  de foie et  de levure.  

. l a  phase liquide e s t  une solution de Locke modi- 
fiée, additionnée de Benzylpénicilline et  de Strep - 
tomycine. 

- l e  mil ieu de TOBIE (1964) : 

. l a  phase solide s e  compose de Bacto-Beef, de 
Bacto-peptone et  de Bacto-agar. 

. l a  phase liquide e s t  une solution de  Locke modi- 
fiée. 

Mais,  tous ces  milieux, valables pour  l ' i solement  et  
l 'entret ien des souches, n e  sont guère  favorables à des  cultures 
mass ives .  



De plus,  l o r s  de  l a  récol te  antigénique et  de  s a  puri-  
fication, l a  phase  solide entraîne un r i sque  de soui l lure  de l ' an -  
tigène. 

P o u r  obtenir un antigène somatique pur, TOBIE et REES 
(1948) préconisent l a  culture de T. c ruz i  dans des s a c s  à dialyse 
suspendus dans l a  solution de Locke, de  P a r k e r  199 ou de Hanks. 
Mais,  cette technique s ' a v é r e  délicate avec  l 'emploi de grands 
récipients n é c e s s a i r e s  à une cul ture  mass ive .  

Aussi,  l e s  milieux monophasiques liquides para issent - i l s  
mieux adaptés pour ce  genre d'étude. 

Milieux monophasiques liquides 

KELSER (1936) préconise un t e l  milieu pour des  cu l tures  
à long t e r m e  d e  T. cruzi.  D'autres  var ian tes  de c e  milieu, dé- 
c r i t e s  par  NOGUCHI e t  WENYON (1951) SILVA (1954), permettent  
une survie  prolongée des  flagellés sans  développement massif .  

L e  mi l ieu  autoclavable de LITTLE et SUBBAROW (1945) 
e s t  un des p r e m i e r s  milieux monophasiques à permet t r e  des  cul- 
t u r e s  relativement r iches  en paras i tes .  

Un nombre  important d 'auteurs  ont recommandé l 'emploi  
de  l e u r  milieu monophasique liquide; citons l e s  principaux: 

- BONE et PARENT (1953) ajoute du Bacto-Tryptose, 
une infusion d e  foie et  de  l 'hérnine à une solution sal ine pro-  
che du liquide de Hanks. 

- SAMPATH et  LITTLE (1949) enrichissent  l e  milieu 
d e  LITTLE e t  SUBBAROW (1945) avec d e  l 'acide folique, de 
l a  nicotinamide, de  thiamine et de choline. 

- l e  mil ieu de F IFE et KENT (1960) et de WARREN 
(1960). 

- 1B milieu dlIRALU (1967) s e  compose d'une solution 
sal ine additionnée de " ~ r ~ ~ t i c a s e  soy broth" et de s é r u m  humain. 

Des milieux monophasi ques parfaitement définis furent 
déc r i t s  pa r  CITRI et  GROSSOWICZ (1955) et  p a r  GUTTMANN 
(1966); ils sont  essentiellement préconisés  pour l e s  études rné- 
taboliques e t  physiologiques des Trypanosomes. 

A. POIRIER (1948), avec l e  mi l ieu  de M. LWOFF (1938) 
enrichi  de sang  décomplémenté, a obtenu des  cul tures  mass ives  
de  T. cruzi. Mais, l 'addition de globules rouges r i sque  de souil-  
l e r  l 'extrai t  antigénique l o r s  de  sa réeol t  e. 



JADIN et PIERREUX (1960) ont déc r i t  un milieu de  cul ture  
parfaitement adapté à l a  culture mass ive  d e  T. c r u z i .  I ls  uti l isent 
une solution d e  Hanks additionnée de s é r u m  de veau, d'hydrolysat 
d e  lactalbumine et d 'extrai t  de globule d e  boeuf. JADIN et WERY 
(1963), WERY et DE GROODTLASSEEL (1966) obtiennent avec c e  
milieu G. L .  S. H. ( " ~ a n k s  modifié") un nombre  maximum de t r o i s  
mi l l ia rds  de  Trypanosomes p a r  mm3 au 7ème jour de  culture. Ce 
milieu G. L. S. H . ,  excellent pour T. c ruz i  , peut s e r v i r  auss i  à l a  
cul ture  mass ive  des Trypanosomes af r ica ins  (JADIN et L E  RAY - 
1969). 

Cultures s u r  cellules - 

L e s  cultures d e  MEYER et OLIVIERA (1948) s u r  des  oeufs 
embryonnés, de  KOLLERT et COLL (1956) s u r  des  t i s sus  embryon- 
na i r e s ,  sont d'un grand intérêt  pour l ' é tude  du cycle chez l 'hôte ve r -  
tébré .  

Mais,  une récol te  antigénique à p a r t i r  de c e  type d e  cul- 
t u r e  ne  para î t  pas  possible actuellerilent. 

I l  nous .a semblé  souhaitable de chois i r  l e  milieu de Hanks 
modifié (G. L ,  S. H. ) de JADIN pour l 'obtention mass ive  d'antigène. 
T. cruzi. 



B - IMMUNOLOGIE DES 'TRYPANOSOMES 

T r o i s  récents  a r t ic les  de LUMSDEN (i967) ,  GRAY (1967), 
ZUCKERMAN et RISTIC (1968) posent l e s  problèmes suivants : 

. l a  connaissance analytique de l 'antigène interne (somatique); 

. l 'exis tence ou l a  non existence de variat ions antigéniques 
entre  l e s  différentes souches d'un même parasi te ;  

. l a  connaissance des  antigènes spécifiques de  chaque va- 
riant d 'une m ê m e  souche; 

. L e s  communautés antigéniques en t r e  l e s  d ivers  protozoaires;  

. l 'obtention d'antigènes s tandardisés  pour  l e s  épreuves sérolo-  
giques et  immunologiques. 

1) Etude analytique d e  l'ariti gène interne 

a) - Trypanosoma c r u z i  

. des e s s a i s  infructueux ont é t é  tentés p a r  STREJAN (1965) 
en immunoé lec t rophor~se  avec d e  l 'antigène obtenu p a r  cul ture  - in 
vitro . 

. deux coniposants poly~acchar id iques  d'une haute ant.igénicilé 
ont é té  trouvés,  après  extraction au formamide, avec l a  méthode de  
double diffusion en tube p a r  MUNIZ (1967). 

. Seuls, GOLDMANN et  SIDDIQUI (1965) ont pu, p a r  analyse 
1 '  immunoélectrophorétique, m e t t r e  en évidence 7 à 8 fract ionst ' ;  l 'anti-  

gène étant obtenu en culture monoxénique avec Entamoeba histolytica. 

b) au t res  Trypanosomatidae 

. GARCIA (19 65), p a r  analyse immunoélectrophorétique, 
SCHNEIDER et HERTIG (1966), p a r  l a  méthode  de  double diffusion 
en gélose, ont observé,  au maximum, 5 a r c s  d e  précipitation avec 
de l 'antigène de Leishmania révélé  p a r  un ant i sérum homologue. 

. CROOK et COLL (1969) décrivent, g r â c e  à l 'analyse 
immunoélectrophorétique, 11 a r c s  de précipitation avec un antigène 
Leishmania mexicana (cultivé s u r  milieu de TOBIE et REES addition- 
né de s é r u m  humain); ma i s  il e s t  important de  souligner l e  fait que 
ces  au teu r s  négligent l a  possibil i té de  soui l lures  dues au s é r u m  humain. 

. BROWN e t  WILLIAMSON (1964) avec Trypanosoma rhode - 
siense ont obtenu, p a r  ultracentrifugation et double diffusion en gélose 
deux antigènes : Ag 1s et Ag 4 s  ( ce  dern ier  e s t  a s s o c i é ,  



selon eux, à l'agglutination. ) 

. NJOGU et HUMPHRYES (1967a) (1967b) ont étudié, par  la 
méthode de l 'électrophorèse en gel d'acrylainide : 

- d'une part : la  distnibution des enzymes dans l e  sérum de ra t s  in- 
fectés avec Trv~anosorna brucei 

- d'autre part; l e s  composants de T. brucei; l e  travail en révale 29. 
Cependant, Il faut noter que les  auteurs ne tiennent pas compte des 
souillures de l'antigène pa r  l e s  composants sériques du rat.  

2)  - Variations antigéniques entre l e s  différentes souches d'une même 
espèce. 

Une classification en 3 groupes (A, B, C )  a été établie pour 
T. cruzi : 

. par  NUSSENZWEIG et GOBLE (1966) (travaux effectués par  
l a  méthode de double diffusion en gélose avec 21 souclies différentes de 
T. cruzi. ) 

. et par  GONZALEZ-CAPPA et KAGAN (1969) (travaux effec- 
tués par  double diffusion en gélose et immunoélectrophorèse avec 10 
souches de T. cri1.zi) 

Dans ces deux travaux, i 'immunsérum homologue ne permet de 
révéler  dans l'antigène que 5 à 6"fractions" au maximum. Aussi nous 
parait-il  hasardeux avec des cartes antigéniques si rudimentaires, d'envi- 
sager  des variations antigéniques qui portent essentiellement su r  des 
fractions mineures de l'antigène. 

3) - Antigènes externes (de surface) et antigènes circulants- 

La  variation antigénique d'une souche en fonction de l 'état immu- 
nitaire de l'hôte sera i t  due à ces deux types d'antigène, l e  parasite étant 
a lors  capable de modifier certains antigènes de surface et s e s  métabolites 
lorsque l a  pression immunologique de l'hôte devient trop forte. 

Dès 1963, SEED, a montré l e  rôle des antigènes de surface 
dans l'adaptztion à l 'é tat  immun de l 'hôte d'une souche de T. lewisi . 

P a r  ailleurs, l e s  antigènes présents dans l a  circulation, (appelés 
1 '  souvent ~ x o a n t i ~ è n e s "  et qui pour de nombreux auteurs représentent des 

antigènes métaboliques l ibérés par l e  parasite), ont été bien étudiés pour 
T. cruzi in vitro et in vivo. 



Remarquons à c e  propos que le t e r m e  d l "~xoan t igène"  peut 
appa ra f t r e  extrêmement  discutable eu é g a r d  aux lyses  somatiques 
fréquentes des  Trypanosomes. Ainsi, la présence  d'antigènes circu-  
lan ts  a été montrée  p a r  : 

. FIFE et KENT (1960) grâce  à l a  culture dans des  s a c s  
de  cellulose et  à l a  techni que sérologique de fixation du complé- 
ment.  

. MUNIZ (1967) in vitro avec la réaction de double diffu- 
sion en gélose (méthode dlOuchterlony). 

. DE SIQUEIRA et Coll (1967) utilisant, l e s  réactions de  
fixation du complément et  de précipitation en milieu gélifié, dé- 
montrent l a  p résence  d'un antigène soluble dans l e  s é r u m  des r a t s  
infectés pa r  T. c ruz i  en opposant ce  s 6 r u m  à celui d'un lapin 
hyperimmunisé ou d€  sujets  humains at te ints  de Trypanosomiase 
américaine.  

Avec l e s  m ê m e s  méthodes, GRAY (1961), a pu m e t t r e  en 
évidence 5 antigènes solubles dans l e  s é r u m  de r a t s  infectés avec 
T. vivax, T. gambiense, et  T. brucei. 

4) communautés a n t i ~ é n i a u e s  en t re  l e s  d ive r s  s ro tozoai res  - 

a )  T. c ruz i  

avec 
. DUPOUEY et MARECHAL (1966) ont montré / les  réact ions 

de  précipitation eil milieu gélifié, de fixation du complément e t  d ' im-  
munofluorescence, que T. cruzi,  T. inéga, et  T. gambiense n 'a -  -- 
~ a i e n t  pas  de communautés an t igénique~.  Notons que l e s  sut e u r s  
n'ont pas employé un sys tème immunologique t e l  que l ' imn~unoé lec -  
t rophorèse  pour  s tandard iser  l e u r s  antigènes et chois ir  l e s  mei l leurs  
hyperimmunsérums. 

. GARCIA et Coll (1969) en immunoélectrophorèse et  
double diffusion- en gélose ont trouvé 7 a r c s  en commun en t re  
T. c ruz i  et S. lewisi .  

b) Autres  Trypanosomatidae 

ROUSSEAU-BAELDE et MISSELYN (1963) ap rès  électro-  
phorèse  en gel( .des  antigènes de T. gambiense,  T. rhodesiense 
e t  T. brucei n'obtiennent aucune réaction cro isée  en raison de  
l 'emploi  de mauvais immusérums.  

5) Obtention d'antigène pour l e s  épreuves sérologiques - 

a )  - T. c ruz i  Beaucoup d'auteurs,  précédemment cités,  ont 
t e s t é  et  employé l e u r s  ant igènes à des fins diagnostiques sur tout  avec 
laméthode  de l a  fixation du complément. 



b) Autres Protozoaires 

. MATHOT et Coll (1967) emploient l'immunoélectrophorèse 
pour met t re  en évidence des précipitines, chez des hamsters infectés 
par L. donovani. 

\ . RANQUE et Col1 (1969), avec de l'antigène de Crithidia 

\ 2fasciculata et C. oncopelti cultivés -- in vitro, ont mis  en évidence 
des précipitines seriques, grâce aux méthodes de précipitation en 
gélose, dans l e s  leishmanioses canines. 

CONCLUSION 

En considérant l 'ensemble de ces travaux, réal isés avec l e s  
méthodes de précipitation en milieu gélifié, on pourrait penser que l a  
mosai'que antigénique des Trypanosomatidae es t  simple. Or, des t r a -  : 
vaux récents, fondés s u r  une immunisation prolongée du lapin et si;r 
une standardisation qualitative des antigènes, de ZUCKERI\IIAN et 
RISTIC (1968) pour l es  Plasmodiuin, AFCHAIN et CAPROX (1969) 
avec T. cruzi , OELERICH (1969) avec T. lewisi et LE RAY (1970) 
avec T. brucei, ont montré que l a  structure antigénique est  au moins 
aussi coniplexe que celie observée chez l e s  Helminthes et l e s  Cham- 
pignons. 



II - MATERIEL E T  METHODES 

A - PREPARATION DE L'ANTIGENE -- 

1) cultures --- 

a)  milieu de culture - 

La  culture des Trypanosomes nécessite, comme pour l e s  
cultures de tissus, l'emploi d'une ver re r ie  pyrex trai tée au mélange 
sulfochromique, rincée à l 'eau distillée, puis stérilisée. 

L e  milieu de culture G. L. S. H. de JADIN et  PIERREUX (1960) 
demande l a  préparation préalable de l 'extrait  globulaire de boeuf (Bacto 
Beef Blood). Cette solution, portée à l'ébullition 114 d'heure, est f i l -  
t r é e  s u r  papier f i l t re  ordinaire, autoclavée, puis stockée à 4°C. 

L e  milieu de culture s e  compose de l a  solution. de Hanks ('750ml) 
additionnée de : 

- 150 m l  d'extrait globulaire de boeuf 
- 100 m l  de sérum de veau frais,  fil tré et  s téri l isé par  

filtration. 
- de 200 000 unités de pénicilline 
- de 200 000 unités de Streptomycine. 

Cette solution, de pH final 7, 2, es t  ensuite s té r i l i s j e  par  f i l -  
tration s u r  filtre Seitz. 

Ce milieu, manipulé en chambre stérile,  e s t  répart i  : 

- d'une par t  dans des veinokubes à raison de 4ml par  tube 
- d'autre par t  : 

. dans des flacons de 200ml à raison de 40ml de milieu 
par  flacon 

. dans des flacons de lOOOml à raison de 250ml de milieu 
par  flacon. 

Les  tubes et flacons sont ensuite placés à l'étuve à 28°C 
pendant 24 heures, ce qui permet b contrôle rigoureux de leur  sté- 
rilité. 



b) Ensemencement 

L'entretien de l a  souche en routine s e  fait avec des veino- 
tubes contenant 4ml de milieu de culture. 

Une quinzaine de veinotubes sont ensemencés régulièrement 
toutes l e s  semaines; mais,  pour exalter l a  souche en vue de cul- 
tures  massives, il est  souhaitable de l a  repiquer tous l e s  trois  
jours. (x). 

L'inoculum (11 2ml environ par  veinotube) est prélevé, avec 
une pipette Pasteur  stérile,  au fond du tube de l a  s é r i e  précéden- 
t e  (8 jours de culture). 

L'abondance des flagellés et l a  s téri l i té  de chaque inoculum 
sont vérifiés en microscopie optique après  chaque ensemencement. 

l Les  cultures massives, en flacons de lOOOml contenant 2501x1 
de milieu de culture, demandent d'abord l a  mise au point et l 'en-  

1 tretien régulier de l a  souche dans des flacons de 200ml conteriant 
40ml de milieu. 

Dans ces flacons de grande capacité pa r  rapport au volume 
de liquide, l e  milieu est  étalé en une couche mirice, ce qui assure  
une meilleure oxygénation, d'où un développement plus important 
des flagellés. 

L'ensemencement des flacons contenant 40ml de milieu s e  
fait à par t i r  des veinotubes repiqués tous l e s  trois  jours. L'ino- 
culum (4ml) est  prélevé stérilement à la seringue, après  vérifi- 
cation de l a  stérili té et  de l'abondance des flagellés microscopique- 
ment à frais.  

Les  flacons de 250ml de milieu sont ensemencés avec 40ml 
de culture t r è s  riche. Toutes ces mafipulations sont faites à l a  
seringue en chambre stérile.  

Quand l a  culture massive atteint son rendement maximum, il 
es t  possible d'ensemencer directement, sans  seringue, 4 flacons 
de 250ml avec un flacon de 250m1, sans passer  pa r  l 'étape in- 
termédiaire avec des flacons de 40ml. 

Après 10 jours de culture à 28°C en étuve obscure, il e s t  
possible de récolter une quantité importante d'antigène corps cel- 
lulaires de T. cruzi. 

(x) - Nous disposons d'une souche de T. c m z i  en culture (Tehuen- 
tepec) qui nous a été fournie s u r  milieu G. L. S. H. p a r  Monsieur l e  
Professeur JADIN de l'Institut de Médecine Tropicale d'ANVERS. 



c) Développement de l a  culture. 

En général, l e s  Trypanosomes du groupe des Salivaria 
(T. congolense, T. gambiense.. . ) ne donnent jamais de voile 
en culture in vitro. 

P a r  contre, l e s  Stercoraria ont tendance à former  des 
cultures en voile sur  l a  plupart des milieux proposés. Seul 
T. cruzi fait exception; dans l e  milieu de XIanks modifié, il 
s e  développe dans l e  fond du récipient : 

On observe un culot et un surnâgeant trouble contenant 
des formes flagellées. Après agitation lente du récipient, l a  
culture présente un aspect nettement granuleux. 

L e  surnageant, étudié au microscope à contraste de phase 
ou s u r  frottis colorés au May Grunwald-Giemsa, contient de nom- 
breuses formes Epimastigote, et t r è s  peu de formes métacycliqi~es : 
Trypomastigote. 

L e  culot (examiné dans l e s  mêmes conditions d'observation) 
s e  compose essentiellement de nombreux amas de formes Epimas- 
tigote et Amastigote et de formes Epimastigote, Amastigote et Try- 
pomastigote l ibres.  

Entre ces  trois formes du même parasite,  on observe éga- 
lement toutes l e s  formes intermédiaires (en cours de division). 



Photographie 1 - 

Densité de T. -- cruzi  dans l e  culot de culture (Microscopie optique, 
faible grossissement oc. 6, obj. 10) 

Photographie 2 
Idem. Observation à fort grossissement (oc. 6, obj. 40) montrant l e s  
amas dlAmastigote et de Epimastigote et l e s  formes Epimastigote et 
Amastigote libres. 



WERY et  DE GROODT-LASSEL (19661, avec l e  même milieu 
et une souche identique, ont étudié l a  ciretique de l a  culture à 28°C. 

Après ensemencement dans l e  milieu neuf, ils observent : ' 

. du 2ème au 5ème jour : une phase de multiplication à crois-  
sance logarithmique des formes Arnastigote et Epimastigote; l e s  formes 
métacycliques, en petit nombre, ne  se  m.iz%tiplient pas. 

. une phase stationnadire, du 5ème au 16ème jour de culture: 
l e  nombre de Trypanosomes peut atteindre en culture massive, t ro is  
milliards pa r  millilitre dans l e  fond du récipient. 

. une phase de lyse  du parasi te  du IBème aulâ0ème jour quand 
l e  milieu s'épuise. 

2) récolte de l'antigène corps cellulaires - 

L'antigène corps cellulaires est récolté pendant la phase 
stationnaire : l a  10ème jour après  l a  mi se  en culture. 

Après un contrôle microscopique et bactériologique (sur milieu 
D. T. B. - " ~ i f c o  Tryptose Broth") de l a  stéri l i té  de chaque flacon, 
l e  milieu de culture est  homogénéisé, puis centrifugé dans des pots 
de 45ml à 2500 t .p .  mn pendant 15mn. 

Nous éliminons a iors  l e  surnageant de centrifugation. Les  culots, 
réunis dans un seul pot, sont lavés dans 45ml de l a  solution saline 
glucosée de I-lanks, puis de nouveau.. centrifugés à l a  vitesse de 2500t. p 
mn pendant 15 mn. Nous répétons cette opération 7 fois. 

La solution saline glucosée utilisée pour l e s  lavages est à 4°C 
pour éviter une lyse tropimportante des corps cellulaires de T. cruzi. 

Après plusieurs centrifugations, l 'intégrité cellulaire et l a  vita- 
l i té  des Trypanosomes sont contrôlées au iziicroscope à contraste de 
phase. 

Les  eaux de lavage successives sont récupérées, dialysées puis 
lyophilisées séparément, en vue de contrôles ultérieurs (voir p 2 i  ). 

Le culot de corps cellulaires, ainsi débarrassé de toute t race  de 
milieu de culture, est  additionné d'eau bicllstill6e s tér i le  (10ml). Puis 
3 cycles de congélation-décongélation (congElation à -70°C, dans un 
mélange de neige carbonique et d'alcool, mivie  d'une décongélation 
rapide à 4°C. ) assurent une parfaite désintégration des corps cellulai- 
res et l a  libération des protéines somatiques. 



Cette solution est  ensuite congelée en surface à -70°C puis 
stockée à -20°C. Chaque semaine nous ensemençons 1 6  flaçons 
contenant 250rnl de milieu, ceci nous permet de récolter 10 fla- 
cons par  semaine ce qui correspond à environ 5 Grs de corps 
cellulaires en poids humide. 

3 )  Préparation d'extraits antigéniques solubles - 

L'antigène corps cellulaires de T. cruzi  contient de nombreuses 
fractions insolubles (antigènes de surface liés aux membranes) d'où 
l a  nécessité de pratiquer une extraction dlasltigènes somatiques solu- 
bles (antigène dit "standard" ou 1°/OO). 

40ml de l a  solution stock (environ 20 Grs  poids humide de corps 
cellulaires) sont décongelés puis additionnés d'une solution de chlorure 
de sodium à 0, 017 M correspondant sensibzement à une dilution de 

$/litre. (environ 130ml): 

l e  mélange est ensuite passé à froid au broyeur Virtiss (vitesse 
moyenne : environ 20 000 t. p. mn). 

Le  mélange est congelé à -20" puis broyé au mort ier  jusqu'à 
liquéfaction. On recongèle à nouveau et on répète l 'opération 3 à 4 
fois. Après l e  dernier broyage, l a  solution est  portée en agitation 
magnétique une nuit à 4°C (ceci pour permettre une n~e i l l eu re  solubi.- 
lit6 des prot6ines) puis l a  solution es t  centrifugée à 1 6  500 g à 4°C 
pendant 1 heure. Le Surnageant e s t  dialysé 20 heures environ contre 
de l 'eau distillée puis lyophilisé. 

Cet extrait  antigénique soluble est ensuite utilisé pour l e s  réac- 
tions de précipitation en agarose. 

Nous avons exclusivement fai t  appel aux techniques qui mettent 
en oeuvre l a  réaction de précipitation antigène-anticorps en milieu 
gélifié : méthode dlOuchterlony et immunoélectrophorè se. 

Il est donc nécessaire de p répare r  de bons in~munsérums à 
par t i r  des extraits antigéniques solubles. 

1) Préparation des antisérums - 

Les  immunsérums sont obtenus par  immunisation expérimentale 
de lapins adultes. 

L'immunisation pa r  voie sous-cutanée nécessitant une quantité trop 
importante d'antigène, nous avons préféré adopter l a  technique, largemen 



utilisée, d'injection de l'antigène dans l a  région sous-claviculaire 
du lapin. 

Cette méthode consiste à injecter chaque semaine 2 mg  
d'antigène dissous dans 0, 5 ml  de sérum physiologique et incor- 
poré dans un volume égal d'adjuvant de Freund complet. 

Après l a  5ème semaine, l e  prélèvement de sang s'effectue, 
à l a  veine marginale de l 'orei l le  du lapin, pa r  un dispositif de saignée 
sous vide. 

L e  lapin es t  ainsi saigné tous l e s  15 jours, l e s  injections 
antigéniques restant hebdomadaires. 

Nous avons également immunisé des lapins par  injections 
I l  sous-cutanées d'antigènes frais" (corps cellulaires entiers). 

L'analyse immuiioélectrophorétique permet d'observer l a  
progression di1 taux des aliticorps au cours de l 'in~munisation. Grâ- 
ce à un antisérum de t i t re  connu, elle permet de contrôler l a  quali- 
té antigénique de l 'extrai t  étudié. 

il fut également utilisé des sérums de souris  infectées par 
passage mécanique avec l e s  souches de T. cruzi Tulahuen et Tehuen- 
tepec (x). 

2) Techniques de précipitation en agarcse. 

L e s  techniques de précipitation en gélose ou en agarose (double 
diffusion dlOuchterlony et immunoélectrophorèse) sont des méthodes f i -  
nes et élégantes d'analyse des composants protéiques d'une solution. 

L'inimunoélectrophorèse en gélose, mise  au point pa r  GRABAR 
et WILLJAMS (19 53), modifiée par SHEIDEGGER (1 9 53), pour l'étude 
des protéines sériques, fut adaptée par  l e  Laboratoire de Parasitologie 
de LILLE à l 'étude des antigènes parasi taires dans un but analytique 
et  diagnostique. 

L'étude de l a  structure antigénique des Helminthes et  s e s  
répercussions immunologiques a fait l 'objet de nombreuses publica- 
tions par  BIGUET e t  Coll. et CAPRON et Coll., L e s  antigènes fon- 
giques ont été étudiés par  BIGUET et Coll.. 

L e s  analyses immuno61ectrophorétiques des antigènes parasi-  
taires, dlabord.faites en gélose, s e  sont avérées d'une sensibilité plus 
grande par  l 'emploi des gels d'agarose. 

(x) - Nous remercions M. M. l e s  professeurs LAPIERRE et JADIN qui 
nous ont fourni ces  souches de T. cruzi s u r  souris.  



L e  gel d'agarose s e  prépare  extemporanément en dissol- 
vant 90 mg d'agarose dans 10 m l  d'une solution tampon véronal 
sodé à pH 8,  2. La  limpidité de l a  solution est obtenue en por- 
tant l e  mélange à 85°C 90°C dans un ba.in-marie pendant une de- 
mi-heure et en agitant de temps e n  temps. 

Ensuite l e  gel d'agarose tamponné es t  coulé s u r  des lames 
de ver re  : 

- de format 10,5 cm x 5 cm à raison de 9, 5 ml par  l ame (m&- 
crotechnique). 

-= 

- ou de format 8 cm x 2, 5 cm à raison de 4 ml par  l ame (mi- 
:.'crotechnique). 

a )  double diffusion en agarose : technique dqOUCHTERLONY. 

Principe : La technique dlOUCHTERLONY (1948), ou suivant sa. 
modification préconisée par  ABELEV et ZWTKOF (1960), a com- 
m e  principe, l a  diffusion de l'antigène et de l 'antisérum, l'un ve r s  

. l 'autre, à t ravers  l e  gel d'agarose. 

A l 'endroit du front, chaque fract ion antigénique, s e  comple- 
xant avec l 'anticorps précipitant correspondant, va provoquer l a  for- 
mation d'un précipité présentant l 'aspect dRx.zn a r c  plus ou moins incur- 
vé. 

b) Irnmunoélectrophorèse 

Technique : L'analyse d'un antigène, pour des raisons de commodité 
de lecture, peut s e  réal iser  en macrométhode avec des lames de 
ver re  de format 10, 5 cm x 5 cm, ou, pour des raisons d'économie 
de l'antigène, en microméthode avec des l ames  de format 8 cmx2, 5 cm. 



Macrométhode 
a)  P r é ~ a r a t i o n  des lames 

9, 5 m l  de solution d'agarose 
p a r  lame 

Microméthode 

4 m l  de solution d'agarose pa r  
lame 

b) Electrophorèse des Antigènes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. 5 mg  d'antigène, dissous dans 

2 gouttes d'eau distillée ou de 
tampon, remplissent la fente 

centrale 

. 1 m g  d'antigène, dissous dans 
une goutte d'eau distillée ou 
de tampon. 

Une bonne séparation antigénique est  
obtenue avec : 

Après l a  durée de migration '61ectrophorétiq~e, on enlève l e s  bandes, 
dlagarose qui comblent l e s  gouttières. L1irwnunsérum, lyophilisé et 
dilué dans l e  t i e r s  de son volume d'eau physiologique, s e r t  au remplis- 
sage des gouttières à raison de : 

. ddp de 22 volts 

. 0, 3 m l  par fente 1 . 0, 1 m l  pa r  fente 

. ddp de 20 volts 

d) Incubation - - - - - - - - - -  

pendant 5h30 pendant 3 - h 
C) Kmmunodiffusion 

. 7 2  h à l a  température du labo. . 48 h à l a  température du labo. 



Lavage, déminéralisation et coloration des lemes : 

L e s  lames sont lavées pendant t r o i s  jours dans de l 'eau physiologi- 
que tamponnée. 

Ensuite, l e s  plaques sont recouvertes d'un morceau de papier 
Whatman de nzême format, puis séchées à l'aide d'un ventilateur. 

b 
Après complète déshydratation, ces lames déminéralisées sont 

c lorées dans un bain d'amidoschwarz (colorant des protéines). 

i 
3)  Technique d'adsorption ou de saturation . 

La  méthode consiste à précipiter, par  iin immunsérum correspon- 
sant, un antigène hétérologue, afin de ne conserver dans l e  sérum que l e s  
anticorps précipitants réagissant avec l'antigène homologue. 

Dans un tube à hémolyse, on mélange en proportions variables 
l ' immunsérum et l'antigène (environ 1 m l  d' Antisérum pour 20 nig d'an- 
tigène). Après agitation, l e  tube est la issé  2 heures à 3Y°C, puis 12 heu- 
r e s  à 4°C. 

L e  surnageant, après centrifugation du tube à; 6000 t. p. mn pendant 
20 mn, es t  testé contre l'antigène homologue et hétérologue par  l a  méthode 
d'immunoélectrophorèse. 

Dans le  cas d'une saturation totale, l e  surnagearit, testé contre 
l'antigène hétérologue saturant, ne  doit permettre l'observation d'aucun 
a r c  de précipitation. 

4) Techniques enzymatiques 

La  rélévation enzymatique' histologique a été adaptée pourles com- 
plexes antigène-anticorps en immunodifEusion par URIEL (1963).  Ces mêmes 
techniques de révélation ont été appliquées au matériel parasi taire par  
TRAN VAN KY et Col1 (1967); l e s  principes et l e s  techniques des réactions 
ont été détaillées dans la  Thèse de TORCK-DELLROIX (1968). 

L a  'technique consiste, après immuncélectrophorèse classique 
et l a  déminéralisation des lames,  à faire agir différents substrats sjm- 
thétiques (chromogéniques ou non) ou naturels sur  l e s  lames. Un composé 
final coloré et insoluble permet de visualiser la  réaction enzymatique 

I I  portant s u r  une ou plusieurs fract iod'  antigéniques. 



III RESULTATS 

A - ETUDE PRELIMINAIRE 

' 1  1) Etude de l'antigsne milieu de culture" (G. L. S. H. ) 

Notre but étant d'analyser, pa r  la  méthode immunoélectrophorétique, 
l a  mosa'ique des antigènes solubles somatiques des formes Amastigote et 
Epimastigote .-- de T. cruzi cultivées in vitro, il nous a semblé souhaitable, --- 
dans un travail préliminaire, d'analyser la  s tructure antigénique du milieu 
G. L. S. H. (x) servant à l a  culture en masse  de ce parasite.  

Les  différents composants de ce milieu sont d'une solubilité total.e, 
aussi n'est-il  pas nécessaire de procéder à une extraction d'antigènes solubles 
I I  standard". l'antigène brut, obtenu par  dialyse suivie d'une lyophilisation, se r t  
directement à l'immunisation expérimentale des lapins et à l a  réalisation des 
immunoélectrophorèses. 

Cet extrait, fortement antiggnique ca r  riche en protéines sériques 
bovines, donne de bons immunsérums dès l e s  premières  pr ises  de sang 
(après 1 mois 112 à 2 mois d'immunisation); l 'hyperi~nmunsérum est  oh- 
tenu ve r s  l e  3ème mois d'immunisation, ensuite l e  taux des anticorps diminue. 

L'analyse immunoélectrophorétique des extraits antigéniques est p r a -  
tiquée à l 'aide de plusieurs hyperimmunsérurns de lapin. A des différences 
mineures près ,  l e s  immunoélectrophorégrammes qu'ils déterminent sont iden- 
tiques, et permettent l a  révélation de plus de 23 coniposants antigéniques, ma-  
térial isés par  des a r c s  de précipitation (photographie n03, page 20 ). 

Photographie n03 : Immunoélectrophorégramme de l'antigène milieu de culture 
(G. L. S. H. ) par  des immunsérums homologues. 
\ 1 1 - -  2 -  - -  7 -  - 2 .  - . .  



Une étude comparée des différents con~posants de ce milieu, 
pa r  rapport à l 'enserr~ble, a permis  d e  vérifier que l e  sérum 
de veau es t  l e  seul matériel antigénique de ce milieu. 

En effet, l 'extrait  globulaire de boeuf (Bacto Beef 
Blood) est  autoclavé à 120°C et il perd toute valeur immunogène, 
Nous avons préparé plusieurs antigènes lyopliilisés d'hydrolysat 
de lactalbv.mine, ces  lyophilisats n'ont donné en immunoélectro- 
phorése aucun a r c  de précipitation vis à vis de plusieurs immun- 

1 1  sé rums milieu de culture". 

De plus., l a  structure antigénique du sérum de veau étant 
identique à celle du milieu de culture, il est  préférable d'utiliser 
l'antigène sérum de veau pour l e s  réactions d'adsorption en vue 
de lléttide de l a  structure antigénique parasi taire de T. cruzi. 

Conclusion : l e  sérum de veau est l e  seul composant 
antigénique contenu dans l e  milieu tot'd; aussi, VU son grand 
pcuvoir immunogène, il est soul-iai.table de procéder à de nombreux 
lavages l o r s  de l a  récolte des ccrps cellulaires de T. criizi et 
d'avoir recours à une méthode irnmunc*iogique pour contrôler l a  
puret6 antigénique de l 'extrait  de T. cruzi.  --- 

2) Contrôle immunologique de l a  puret6 antigénique de l 'extrait  de 
T. cruzi. 

L e s  diverspieaux de lavage (au cours de l a  récolte des 
corps cellulaires) sont séparément celltrifugé% à 10 000 t.p. 
mn. , dialysées puis lyophilisées. 

L e s  différents lots d'eau de lavage sont tes tes  en immuno- 
électrophorèse contre un antisérum milie11 de culture neuf. (Photo- 
graphie n04, page 22).  

L'immunoélectrophorégramme des eailx de lavage nOl ,  
2 et 3 nous revèle respectivement 11, 7 et 2 fractioxs antigéniques. 

L e s  eaux de lavage suivantes ne nous révèlent qu'une 
trace dans l a  zone des albumines. 

Ainsi l'immunoélectrophorèse, en permettant de réal iser  
l a  cinétique de l a  disparition des protéines du milieu de culture 
dans l e s  eau.x de lavage successives, semble ê t re  une méthode de 
choix pour le contrôle de l a  purification et l a  standardisation des 
antigènes parasi taires cultivés in vitro dans des rnilieax t r è s  
immunogènes. 



Photographie n04 : Immunoélectrophorégramme en microniéthode 
des eaux de lavage successives l o r s  de la récolte cellulaire de 
T. cruzi. 

B - ANALYSE IMMUNOELECTROP11ORETIQUE de L'EXTRAIT - 
SOLUBLE de T. CRUZÏ- 

1) Structure antigénique de T. cruzi. 

L'analyse de l a  st ructure antigénique d'un matériel parasi taire 
macroscopique et de récolte' aisée ne pose aucune difficulté. 

Pour T. cruzi, il s e  pose un problème de récolte massive 
de corps cellulaires; aussi avons nous dQ ensemencer un nombre 
t r è s  important de flacons (16  flacons de 250 ml  de milieu pa r  
semaine) . 

De plus, à chaque étape de l 'extractioz~ d'un antigène, l 'extrai t  
risque d 'ê t re  dénaturé partiellement; auss i  fallut-il procéder à de 
nombreuses extractions et, pour chaque lot,  vérifier s a  valeur anti- 
génique, en imniunoélectrophorèse, vis à vis  d'un antisérum homolo- 
gue de référence. 

Il est  certain pa r  ailleurs que l a  pureté bactériologique des cultures 
doit ê t re  rigoureusement respectée et que des contrôles réguliers,  
avant l a  récolte antigénique, doivent ê t re  effectués. 



Pour  éviter l e s  réponses individuelles, nous avons immunisé de 
t r è s  nombreux lapins. 

Cette étude a été réal isée en s e  basant su r  l e s  réponses immu- 
nologiques de 14 lapins et su r  12 lots d'antigène 1°/oo "Standardt' 
(ce qui correspond à l g r  environ d'antigène soluble ou 100 g r  envi- 
ron en poids humide de corps cellulaires de T. cruzi. ) 

a) cinétique de l'apparition des anticorps . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Nous avons suivi l'apparition des anticorps expérimentaux chez l e  
l e  lapin par  p r i ses  de sang répétées de 15 en 15 jours et iious avons 
t racé  l a  courbe correspondante (tableau nOl  page 24 ) . On constate 
une augmentation croissante du nombre de systèmes précipitants jus- 
qu'à l a  19ème semaine d' immunisation par  injection de l'antigène 

1 '  1°/oo dans l a  région sous claviculaii-e". L'hype~immurisérunî est  ob-. 
1 1 tenu vers  l a  19ème semaine dtinlmunisatioil (23 fractionst1 antigéniques": 

L'analyse immunoélectrophorétique, en gel dlagaroseJ de l 'extrait  
antigénique soluble de T. cruzi, révélé pa r  un irnmunsérum l-iomologue 
de lapin, met en évidence l 'existence de 23 "fractionstt al-itigéniques 
(diagramme nOl  page 25 (B), photographie n05 page 26 ). 

Cette analyse immunoélectrophorétique a été pratiquée à l 'aide de 
plusieurs hyperinimunsérums de lapins (5 lapins  ont été i.mmunisés avec 
de l'antigène soluble 1°/oo) et l e s  immuno~lectrcphorégrammes qu'ils 
déterminent sont identiques. 

b) Réactions croisées avec l e  milieu de culture - 

. L'analyse antigénique du sérum de veau, seul matériel  antigénique 
conteizu dans l e  milieu de culture, par  l ' immunsérum T. cruzi ,  

1 1  permet de révéler  8 fractions" (diagramme n O l  page 25 (A) ); 
I t ces  fractions" antigéniques sont numérotées de a à h suivant leur  

position du pôle cathodique au pôle anodique. 

. P a r  contre, l'immunoélectrophorégramme de l'antigène T. cruzi 
1°/oo, par  un immunsérum de lapin anti-milieu de culture ou un 
irnmunsérum anti-sérum de veau ne permet de révéler  que 3 ou 4 

a r c s  de précipitation ( photographie n06 page 26 ). 

. Or l e  contrôle de pureté de l'antigène, r a i s 6  par  l 'analyse irnmu- 
noélectrophorétique des eaux de lavage successives (page 21 ), nous 

a montré qu'à par t i r  du 4ème lavage, il était possible de ne réveler 
1 1  qu'une seule fraction" antigénique. 





n s e r u r n  de V E A U  
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Diagramme 1 : Représentation des a rcs  de précipitation après 
analyse immunoélec trophorétique de 1 extrait 
soluble de Trypanosoma cruzi révélé par  un 
immunsérum homologue de lapin. 



Photographie n05 - - Analyse imn~unoélectrophorétique de l 'extrait  soluble 
de ~rypanos'ma cruzi révélé par  un immunsérum homologue. 

Photographie n06 - Immunoélectrophorégramme, en microtechnique, 
de l 'extrait  soluble de T. cruzi révélé par  un iinmusémim anti-sé- 
rurn de Veau. 



Ces t ro is  resultats, à première  vue contradictoires, 
peuvent néanmoins trouver une explication logique. Les  formes Epimas- 
ti@ et Amastigote contiennent, soit pa r  absorption en surface, . - 
soit dans l es  vacuoles endoplasmiques après  pinocytose, des t races  
de protéines sériques de veau provenant du mil ieu  de culture (x). 

Lors  des immunisations expérimentales, l e s  t races  
de sérum de veau contenues dans l'antigène T. cruzi sont t r è s  immu- 
nogènes pour l e  lapin et  déterminent précocenent un nombre impor- 

1 1 tant de systèmes précipitants (8 fractions" antigéiiiques vis à vis de l 'a: 
tigène sérum de veau). 

P a r  contre l'antigène T. cruzi ne révele, vis à vis 
de son immunserum homologue ou d'un. immunsérum anti-sérum de 
Veau, que 4 a r c s  de précipitation en raison de l a  t r è s  faible concentra- 
tion en protéines sériques de Veau dans l rextra i t  de T. cruzi (diagram- 
m e  nOl  page 25 (B) ). 

Conclusion : il est donc nécessaire pour analyser l a  mosafque anti- 
génique parasi taire de l 'extrait  soluble de T. --- cruzi , de réal iser  l ' ad-  
sorption des iminunsérums aiiti-T. cruzi p a r  de l'antigène sérum de -- 
veau lyophilisii ou de ltantigsiie milieu de culture . 

c) adsorption - - - - - - - - -  

L'analyse irnmunoélectrophorétique de l 'extrait  anti- 
génique soluble de T. cruzi , révélé par un immunsérum homologue 

1 1  de lapin,  met en évidence l 'existence de 23 fractions" antigéniques 
(diagramme nOl  page 25 (B), photographie n05 page 26). 

L'adsorption de l 'imniunsérum anti -T. cruzi , par  l e  
sérum de veau lyophilisé ou par  l e  milieu de culture, révèle l 'existence 
de 19 "fractions" parasi taires,  numérotées 1 à 19 de l a  cathode à 
l 'anode (diagramme no 1 (C) ). 

L'absence d 'arc  de précipitation (diagramme nOl  (D) ) 
nous montre l a  disparition totale des systèmes précipitants sérum de 
veau dans l ' immunsérum anti T. cruzi. 

(x) - Nous ne pouvons exclure l 'existence éventuelle d'antigènes com- 
muns entre T. cruzi et l e  milieu de culture pa r  suite d'une t r è s  lon- 
gue adap ta t igede  l a  souche au milieu mais,  s'ils existent, leur  nombre 
ne  peut &t re / f  imité. 



Conclusions : 

1 1  Le nombre important de fractions" antigéniques observées 
dans l'antigène T. c m z i  témoigne d'une complexité antigénique au 
moins égale à celle observée chez l e s  Helminthes par  CAPRON et 
Coll. (1968) ou l e s  champignons parasi tes pa r  BIGUET et Coll. 
(1965b). On notera particulièrement l 'existence d'un a r c  remarqua- 
ble pa r  son intensité ( a r c  n05), dans l e  &agramme iLmmunoélectro- 
phorétique , et  dont l e s  anticorps précipitants ~Orrespondants appa- 
raissent l es  p remiers  au cours de I'immzznisation expérimentale 
du lapin (tableau n O l  page 24). 

2) Incubation -- des corps cellulaires de T. cruzi -- dans l a  
solution sal&e glucosée de Hanks. 

Nous pensions qu'une incubation des  corps cellulaires, dans 
une solution saline glucosée de Hanks pendant 48 heures à 28"C, 
était suffisante pour éliminer sinon l a  totalité, du moins une grande 
part ie  des protéines sériques de veau Incorporées par  l e s  flagellés 
par  suite de pinocytose. 

Cette incubation aurait  pu favoriser  l e  détachement des 
protéines sériques de veau absorbées s u r  la membrane cellulaire 
des flagellés. 

Nous nous sonimes donc pm pos6 de réal iser  LX~ extrait 
soluble avec des corps cellulaires, ap&s incubation 48h dans une 
solution saline glucosée dépourvue de toute antigénicité. 

a)  Récolte et préparation de ilextrait anti.genique soluble. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le milieu de culture G. L. S. H. ensemencé depuis 10 jours 
es t  centrifugé, à 2500 t .  p. mn. pendant 15 rnn., dans des pots 
s tér i les  de 45 ml  fermés avec des bouchons aluminium à vis possé- 
dant un joint de caoutchouc. Nous procédons alors à 4 lavages Sté-  
r i l e i  avec l a  solution saline glucos&e de ZImks à 4°C. 

Toutes ces manipulations sont rézl isées en chambre stéri le;  
l e s  culots de centrifugation après  resuspcnsion sont collectés avec 
une seringue stéri le  de 20 ml. 

Les  formes Epimastigote et Ama stigote (l'équivalent de 
500 mg en poids humide) sont mises  à incuber 48 h à 28" dans 
des flacons à sirop de 250 m l  contenant 40 ml de l a  solution 
saline glucosée de Hanks. 



Après 48 heures, nous contrôlons l a  stérili té du milieu et 
l a  vitalité des flagellés en microscopie optique. La mobilité et  l a  vita- 
l i té  des formes en culture sont t r è s  diminuées; on observe au micros-  
cope de nombreux flagellés lysés ou en voie de lyse (cette incubation 
entraine une baisse de rendement en poids humide de l 'ordre  de 50°/0). 

Après 7 lavages successifs, en solution saline gl.ucosée 
de Hanks, l es  corps cellulaires sont lysés  dans de l 'eau distillée 
(5  ml) ;  puis 3 cycles de congélation (-70°C) décongélation (+4"C) assu-  
rent une parfaite désintégration cellulaire et l a  libération des protéines 
solubles somatiques. Cette solution est  ensuite congelée en surface 
à -70°C puis lyophilisée. Nous obtenons ainsi l'antigène corps cellu- 

II l a i re  "brut" de T. cruzi. L'antigène brut" (environ 500 mg) est  ad- 
ditionné d'une solution de chlorure de sodium à 0, 017 M et nous pro- 
cédons à l'extraction classique des protéines solubles. On obtient par  
cette méthode l 'extrait  soluble des corps cellulaires mi s  en incubation 
(antigène T. cruzi W. ) . 

b) résultats - - - - - - - -  

1 1 Nous avons immunisé un lapin p a r  voie sous claviculaire" 
et l 'analyse immunoélectrophorétique de cet extrait antigénique, révé- 
l é  pa r  un hyperimmunsérurn homologue, met  en évidence l 'existence 
de 20 'lfractions " antigéniques (photographie n"7 page 31 (A) dont 3 sont 
communes au sérum de veau. / 

L'immunoélectrophorégramme de l'antigène sérum de veau 
et Hanks vis à vis d'un immunsérum anti -T. cruzi W. permet de révé- 
l e r  6 "fractions" (photographie n07 page 3 1 (B) ). 

A des différences près, (trop minimes pour e t re  interpré- 
tables), ces résultats sont sensiblement identiques à ceux obtenus avec 
l 'extrai t  antigénique soluble normal. 

c) conclusion - - - - - - - - - -  
-. 

Avec l e s  résultats négatifs, observés précédemment, nous 
ne pouvons pas affirmer que l a  pinocytose n e  joue pas un rôle irnpor- 
tant dans l a  souillure de l'antigène T. cruzi. Le  temps d'incubation 
(48h) est probablement insuffisant mais, vu la lyse trop importante 
dans l a  solution saline glucosée de Hanks, il serai t  souhaitable d'entre- 
prendre l a  même expérience dans une solution contenant des acides ami- 
nés  (Par-Ker 199) ce qui permettrait  une survie prolongée des flagellés. 
Mais seule l a  microscopie électronique, p a r  l e  biais des anticorps mar -  
qués, pourra exactement nous permettre de localiser  l e s  protéines sé r i -  
ques de Veau éventuellement présentes dans la cellule et nous indiquer 
la par t  de l a  pinocytose, celle de l 'absorption et celle de l'acquisition 



éventuelle du parasi te  à l a  suite d'une longue adaptation. 

I I  3) Mise en évidence de l ' a r c  remarquable" n05 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L'étude de l a  structure antigénique des Helminthes (CAPRON 
et Coll. 1968) a révélé l 'existence pour chaque parasite d'au moins un 
a r c  remarquable par  son intensiti ,  qui d é t e m i n e  des anticorps préci- 
p i t a n t ~  correspondants, lesquels apparaissent l e s  p remiers  au cours de 
l'immunisation expérimentale du lapin et de lîinfestation expérimentale 
et humaine. 

Nous ba.sant su r  ces résultats, nous nous sommes proposé 
I I  d'étudier l'apparition précoce de l a  fraction" n05 au cours de l ' immu- 

nisation expérimentale de lapins  par  voie sous cutacée ou sous clavi- 
I l  culaire avec de l'antigène T. cruzi  frais1'. 

Avec l'antigène 1°/oo, l e s  résultats  nientionnés su r  l e  tü- 
bleau nOl  (page 24 ), nous montrent dés l a  première  p r i se  de sang 

I I  un minimum de 5 fractions" antigéniques. Aussi est-il. nécessaire 
1 '  d 'immuniser avec de l'antigène total frais", moins facilement diffu- 

sible dans l 'organisme, pour observer dès les premières  pr ises  de 
sang un nombre t r è s  limité d 'arcs  de précipitation. 

1 1  L'antigène T. c m z i  frais" est obtenu par  incubation 
durant 48 h des corps cellulaires dans la solution saline glucosée 

Après l e s  7 lavages classiques, I c  culot de forines 
Epimastigote et Rmastigote intactes es t  additfsnné d'un volume 
égal d'adjuvant de Freund. Emulsionné, l e  m6lange es t  ifijecté 
soit p a r  voie sous claviculaire soit pa r  voie sous cutanée. 

Les  resultats mentionnés su r  l e  tableau n02 (page 32 ), 
nous montrent, pour différents lapins et avecdeux modes d'irnrnu- 

1 '  nisation possibles, l'apparition précoce de la fraction" n05 de 
l'antigène total, dans l e s  immunsérums anti-T. cruzi "frais1', anti- T. 
cruzi TV, et anti-T. cruzi 1°/oo. 

Il est  important aussi  de noter l'apparition précoce des 
I I  fractions'' antigéniques n06 (parasitaire) et C (albumine bovine). 
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A - Analyse immunoélectropliorétique en microméthode de l 'extrait  soluble 
de T. cruzi  IV. (corps cellulaires mis  en incubation 48 heures à 28°C dans 
l a  solution saline glucosée de Haiiks) révélé pa r  un immunséruni homologue 
de lapin. 
B - Immunoélectrophor6gramme en microméthode, de l'antigène 1-Ianks et 
sérum de veau vis à vis d'un immunsérum anti-S. cruzi W. 

Photographie n"8 
I l  

Apparition précoce de l a  fraction parasi taire remarquable1' n05 de l 'anti- 
gène total , révélée par  des immunsérums anti-S. cruzi de lapin, dès la 
première pr ise  de sang. 



Conclusion : "Fraction parasitaire remarquable" = no 5 ---------- 

Tableau 2 

Apparit ion des anticorps préci pitants dans la  trypanosomiase américaine 

en fonction du mode d'immunisation expérimentale. 

Mise en évidence de la  "fraction remarquabler'. 



La  photographie no8 (page 3 1 ) i l lustre bien l a  pré-  
cocité du système précipitant no5 au cours de l'immunisation expé- 
rimentale du lapin (x). 

Conclusion : Comme pour l a  plupart des  antigènes dlI-lelminthes, -- 
l'étude de l a  cinétique de l'apparition des anticorps p réc ip i tan t~ ,  au 
cours de l'immunisation expérimentale du lapin, a permis  de met t re  

I I  1 ' en évidence dans l'antigène T. cruzi une fraction" antigénique re -  
marquable'' ( a r c  n05). 

C - COMMUNRUTES ANTIGENIQUES DE T. CRUZ1 AVTC LES -- 
I-IEL~/D\TTHJ%- et l e s  CHAI\ILPIGNONS - 

Ces réactions croisees ont pu <'être r6alisées facilemeiit 
grâce à l 'utilisation de nombreux antigènes dtE-Ielrninthes et de cham- 
pignons parasi tes préparés 2.u Laboratoire de Parasitologie de LILLE. 

10 antigènes differents d'Helminthes et. 20 antigènes fon- 
giques ont été confrontes à des imrnunséwan~s divers anii-2'. c r ~ : < i  
par  l e s  méthodes (3'0-uchterlony et d'iminur;oélectrophorèse. 

Nous n'avons pas constaté de communauté antigénique 
entre T. cruzi et divers Helminthes (Kénlatodes, Cestodes et Tré -  
matodes). Un a r c  de précipitation seulemeilt a été obtenu avec l 'an-  
tigène soluble Aiigiostrongylus cantonensis (Nematode, Metastrongy- ----- 
loidés, vivant à l 'é tat  adulte dans l e s  vaisseaux sanguins pulmonaires 
du Rat); ceite 'fraction" antigénique est dur: aux communautés s é r i -  
ques existant entre l e  Veau et l e  Rat (la réaction croisée, effectuée 
avec un inzxnunséruni anti-TT. cruzi  adsor-bri: par  l'antigène sérum de ---- 
Veau, ne donne plus d 'arc  de précipitation. ) 

7 antigènes fongiques sur  20 (Levure : Candida albjcans ; -- 
Moisissures : Alternaria tenuis,  Mucor ~uxcedo;  Dermatophyte : Sri  - - -- -- --. -- -- 
chophyton violeceum ; Actinomycètes : N o c a ~ d i a  asteroides, Actinornyces 
israel i ,  'rhermoactinomyces --- v u l ~ a r i s )  -Q-- oiit pl.Cisente vis à vis d'iniinun- 
sérums anti-T. cruzi 1 a r c  de précipitation en immunoéleclroplior&se 
et t r è s  rarement il en Ouchtex-lony. La bscnlisation de cet a r c  de pré-  
cipitation en immunoélectrophorèse (sous la  fente servant au dépôt de 
l'antigène donne lieu de penser qu'il s'agit. d'un précipité de naJare  non 
immunologique de type substance C - pratékie anti-C (précipité norina- 

(x) - Les travaux, poursuivis actuellement avec LE RAY s u r  l e s  
réactions croisées entre T. cruzi et T. brucei , nous indiquent qu'il 
existe des communautés antigénique~, portant sur  4 à 5 fractions, entre 
ces deux Trypanosomes. Celles-ci n'intéressent pas l a  th-action" n05 

1 I de T. cr i~zi ,  p a r  contre l a  n06 semble gtre une fraction" comn~une 
entre ces deux antigènes. 



lement soluble dans l e  citrate trisodique). Cet a r c  intense à frais  n 'est  
pas entièrement dissous par  l e  citrate trisodique (peut ê t re  en raison du 
blocage de l a  protéine, support de l a  substance C, par  l e s  anticorps 
produits en quantité t r è s  importante l o r s  des immunisations expérimenta- 
l e s  du lapin). 

Une étude plus approfondie nous permettra de préciser  
ultérieurement qu'il s 'agit  d'une réaction imrnunologique ou d'un préci- 
pité aspécifique de type substance C - protéine anti C. 

D - CARACTERXSATION DES TYPES D'Ac TIVITE ENZYMATIQUE DU'S 
LES B R O Y A T D E  II'. CRUZ1 XPRES IM~RJNOELECTROPI-IORESE - 
(ETUDE PRELIMINAIRE - 

Afin d'éviter l a  dénaturation éventuelle de l 'activité enzy- 
matique, voire l a  destruction totale des enzymes, il convient d'utiliser 
une méthode de préparatj.011 évitant une élévation de température, l a  lyo- 
philisation, et l a  conservation prolongée de l'antigène. C'est  pourquoi 
nous préparons un antigène extemporanément comme suit : 

Les  formes de culture d'un flacon de 250 cc sont centrifu- 
gées,  lavées 7 fois dans une solution saline glucosée à 4°C. L e  culot 
de centrifugation, additionné de 2 à 3 m l  de tampon véronal pH 8, 2, est  
broyé une fois, après  congélation à -20°C jusqu'à liquéfaction à 4°C. 

Cette solution est centrifugée à 6000 t. p. Inn pendant 20 
à 4°C; l e  suriiageant, contenant l e s  protéines solubles, après  avoir concen- 
t r é  10 fois son volume avec du Substosan, s e r t  à remplir l e  réservoir  
d'antigène des lames d'imrnunoélectrophorèse. 

La migration électrophorétique de l'antigène f ra i s  doit s e  
fa i re  à l a  température de 4°C puis l a  révélation s'obtient avec un hype- 
rimmunsérum homologue de lapin. 

Après déminéralisation, l e s  lames sont révélées par  dif- 
férents substrats solubles qui, après  fixation s u r  l 'excés d'antigène cor- 
respondant, précipitent et entraîhent une coloration spécifique à l a  ou aux 
I I  fractions" contenant cet enzyme. 

Une étude préliminaire nous a déjà permis de met t re  en évi- 
dence 2 activités estérasiques et une déshydrogénasique (ces  3 activités ne 
sont pas  localisées s u r  l ' a r c  n05). Beaucoup de réactions s e  sont révélées 



négatives en raison de l a  trop faible concentration d'antigène 
employé. En effet, l'hyperirrimunséruin homologue bloque 
tous l e s  sites l ibres de l'antigène et empeche ainsi l a  fixa- 
tion du substrat soluble. Aussi, nous envisageons de réal iser  
l e s  c a r a c t é r i s a t ~ s  enzymatiques, soit après  électrophorèse sim- 
p l e  de l'antigène, soit pa r  surcharge en antigène après  irnmunoé- 
lectrophorèse. 

E - CWETIQUE DE L'APPARITION DES PRECIPITINTES SERIQUES 
DANS LA TRYPRNOSOETASE -- E : X ~ E I U A ~ N T A L E  DE LA SOU- 
RIS - HEPERCUSSlONS - SUR LA T R I s ~ T ~ O S O ~ I L A S E  -- Ah'IERICAI- 

1) entretien in vivo de T. ---- rvruzi - 

Passage mécanique : Le passage mécnnicpe consiste à prélever 
quelques gouttes de sang à l a  queue d'une souris parasitée et à 
l ' in jecter ,  à l 'aide dluiie pipette Pasteur- double effilure, pa r  voie 
intrapéritonéale à une souris saine de 2 0  g environ. 

Deux souches de T. criizi {S'iilahuen et Téhuentepec) 
sont ainsi régulièrement entretenues s u r  u a r i s .  

Le  sang des souris  infectées avec l e s  deux souches 
de --- T. cruzi présente, 15 jours après l'inrrculation, une parasitémie, 
à l 'examen microscopique, de l toydre  de 2 à 3 formes Tr~ypomas- 
tigote par  chanip (oc. x6, obj. xl0).  Après une mortalité de l 'ordre  de 
60% vers  l e  20ème au 30 &me jour, l a  paxsitémie s'atténue jusqu'à 
devenir presque nulle. 

2 )  cour-be d'apparition des p~qecipitines - sériques chez 
l a  s0uri.s infectée par  '3-, -- cruzi. 

a) au cours de l 'entretien in vivo des ;  2 souches de T. cruzi - sur  
souris,  nous avons procédé à de nonibrelrses pr ises  de sang éche- 
lonnées dans l e  temps.  La ponction s e  fait à l 'a ide d'une pipette 
Pasteur  dans l e  sinus veineux de l 'oeil. Lette technique demande 
de grandes précautions, inais avec lthabf;sude il est  possible d'obtenir 
1 m l  de sang tous l e s  15 jours sans exitrzher l a  mort  de l 'animal. 

70  sérums de souris infeetges avec l a  souche Tulahixen 
et 40 sérums de souris infectées avec la souche Tehuentepcc ont 
été tes tés  soit par  l a  méthode dlOuchteriony, soit en immunoélectro- 
phorèse (microinéthode). 

Grâce à cette expérience de base, nous avons pu consta- 
t e r  que : 
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Photo 1-aphie n09 - Tin.niunoélectrophorégrainme de l'antigène L-.-.--- 
I I  T. cruzi frais"  révélé p a r  un immunsérum homologie de la- 

pin. (coloration à llaniidoschwartz). 



. l 'extrai t  antigénique de T. cruzi permet de revéler 
l 'existence d'anticorps précipitants au cours de la  
trypanosomiase expérimentale de l a  souris (photo- 
graphie no10 page 38 ) 

. 3 à I l  systèmes précipitants ont pu être décelés 
du 90 ème jour au 280ème jour d'infection; il est 
particulièrement intéressant de noter quex l e  premier  
e s t  décelable entre l a  3ème et l a  4ème semaine (pho- 
tographie n o l l  page 38 ) et correspond aux anticorps 

I I  produits par  l a  fraction 5" de l'antigène total, éga- 
lement responsable des premiers  anticorps décelés 
au cours de l'immunisation expérimentale du lapin. 

b) Avec l a  réponse iininunologique de ces 110 souris, il n'était  pas 
possible de réal iser  une courbe valable dtapp;irition des précipitines 
seriques en fonction du temps d'infestation, c a r  aucune n'avait reçu 
l a  mênie dose parasi taire infectieuse l o r s  de l'inoculation mécanique. 

1 1  Nous avons alors infecté 50 souris  souche Swiss" 
avec une dose infectieuse de 2000 Trypornastigote par  souris  
(souche Tulahuen). 

. l e  tableau n03 (page 39 ) nous montre l e  nombre 
de systèmes précipitants mis  en évidence en im-  

I I  munoélectropl.iorèse par  l'antigène T. cruzi . La première f rac-  
tion" antigénique observée est la  fraction n05. Sa présence res te ra  
constante pour tous l es  sérums de souris.  
Le nombre moyen de systèmes précipitants s e  situe entre 7 et 8 
du 80 èine jour au 280 &me jour mais  pour 2 souris, en t r e  l e  220 ème 
et l e  280 ème jour nous avons observé 11 précipitines sériques 
(photographie n012 page 41 ). 

. l a  courbe no l  'page 40) nous montre l e  nombre moyen 
d 'arcs de précipitation et l a  parasi.témie en fonction du temps dtinfec- 
tion. 
Quand l a  parasitéinie est  importante entre l e  15èine et l e  20ème jour, 
l e  nombre de précipitines sériques es t  presque nul (il y a quelquefois 
présence de l ' a r c  "remarquable" n05) 
Puis,  brutalement, l a  parasitémie diminue pour s'éteindre presque 
totalement vers l e  45ème jour, a lors  que l e  nombre moyen de sys-  
tèmes précipitants augmente considérablement. En fonction du temps 
on observe après l a  période de parasitémie de l a  maladie une progres- 
sion presque régulière du nombre moyen de précipitines sériques. 



Photographie nOIO - Anticorps précipitants décelés chez la  souris 
e ~ ~ é r i m e h t a l e m e n t  infectée depuis 45 jours (a),  8 2  jours (b), et 
108 jours (c).  

Photographie n"1 - Mise en évidence du système précipitant n05 
par  l'antigène total T. cruzi chez des souris  entre l a  3ème et l a  
4ème semaine d'infection; comparaison avec l e s  p remiers  anticorps 
decelés au cours de l'immunisation expérimentale du lapin. 



p r é s e n c e  constante  d e  l ' a r c  " r e m a r q u a b l e "  no 5. 
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T a b l e a u  3 . Nombre d e  s y s t è m e s  p r é c i p i t a n k  mis e n  év idence  e n  immuno- 

é l e c t r o p h o r è s e  p a r .  l 'ant igène T. c r u z i  dans  l e s  s é r u m s  d e  s o u r i s  infectges  

p a r  T.' c r u z i  et r é p a r t i s  s e l o n  la d u r é e  d e  l ' infec t ion.  
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Pliot ographie n012 - Anticorps préci.pitants décelés chez l a  sour is  
expérirnentaleinent infectée depuis 238 jours. 



Conclusion : La courbe d'apparition des précipitines sériques, pa r  l a  
méthode d'immunoélectrophorèse, nous montre,: 

. qu'en période de parasitémie, l e  nombre de systèmes 
précipitants est t r è s  faible (le premier système préci-  
pitant décelable dans l a  trypariosoniiase expérimentale 
de l a  souris  est toujours celui qui correspond aux an- 

I l  t icorps produits par  l a  fraction'' n05 de l'antigène to- 
tal)  

. qu'en absence de parasitémie, l e  nombre des sys t èn~es  
précipitants est  t r è s  élevé (en moyenne 7 à 8) .  ( x ) ( l )  
11 peut ê t re  intéressant de confronter cette observation, 
originale chez l e s  protozoaires, avec celle de l'évolution 
comparée de l a  microfilarémie et des anticorps dans 
l 'étude expérimentale de l a  filaire : Dipétalonema viteae. - -- 

3 )  Les précipitines sériques dans l a  Trypaiiosomiase américaine hunzaine. - 

Nous avons disposé de 3  groupes de sérum de sujets 
atteints de maladie de Gliagas (x) (2)  : 

a)  2'7 s é r u m s  de malades confirmés sérologiquement 
(fixation du complément : F C'  +) et cliniquement : 

. 10 ma.lades en phase aiguë 

. 17 malades en phase chronique 

b) 1 6  serums de malades à sérologie positive (F Cl) 
mais sans signes cliniques. 

c) 11 sérums de malades suspects à sérologie négative (F C '  

L'étude des précipitines sériques, effectuée en immwioélec- 
trophorèse, fut réal isée en confrontant l e s  divers sérums liumairis con- 
centrés au 1/3 avec l 'extrai t  soluble de T. c ruz i .  Les  tableaux 1, 2, 3 
et 4 résument l e s  résultats qu'il fut possible d'obtenir et autorisent 
l e s  quelques commentaires suivants : 

1- (x) - La comparaison structurale des antigènes T. cruzi et T. briicei, 
entreprise avec LE RAY (Institut de Médecine Tropicale d'Anvers, Ser-  
vice Protozoologie du Professeur JADIN), nous a permis de montrer  que 

1 1  l 'antigène T. brucei révèle l a  fraction" antigénique n06 dans l es  sérunzs 
I I  de souris infectées par  T. cruzi. L ' a r c  remarquable" n05 res te  spéci- 

fique de l 'extrait soluble de T. cruzi. 

2 -  (x)- Nous remercions t r è s  vivement Mr l e  professeur PRATA, de l'Uni- 
versité de Salvador-Bahia, Brésil, pour l 'extrême obligeance avec laquel- 
l e  il a bien voulu nous procurer  ces sérums et l e s  renseignements con- 
e,-.."..n.-.m+ la- -.-.lnAt," 



a)  sérums de malades confirmés sérologiquement (F Cl)  et clini- 
quement (Tableau n O l  page 44b : en pha ie  aiguë, tableau n02 page 
44 c : en phase chronique). 

En phase aigur: et chronique, on décèle l 'existence d'une, 
réaction de précipitation positive pour l a  totaliti  des cas. (Photo- 
graphie n0l3Apage 44 a) .  Il est  important de noter l a  présence 
presque constante (94% en pliase chronique, 60% en phase aiguë) des 
anticor2s produits par  l a  fraction n05 de l'antigène total., égalenient 
responsable des p remiers  anticorps décelés au cours de l 'immunisa- 
tion artificielle du lapin et  l a  trypanosomiase exptrimentale de l a  
souris (photographie no 13 B page 44 a). La  majorité des réactions 
s 'exprime par une moyenne de 1, 9 a r c s  de précipitation en phase 
aiguë et de 4 ,4  en phase chronique; l e  maximum observé pour un 
cas est  de 9 systèmes précipitants. 

b) Sérums de malades à sérologie positive (F C') mais sans signes 
cliniques (Tableau n03, page 44d). - 

Sur l e s  16  sérums étudiés, nous avons pu révéler  des 
précipitines sériques dans 56, 2570 des cas,  l ' a r c  n05 étant p r a t i q ~ e -  
ment toujours présent.  La majorité des r4âctions positives s 'exprime 
par  un ou deux a r c s  de précipitation. 

c) Sérums de malades suspects à sérologie négative (F Cf) .  (Tableau 
n04 page 44e). 

Dans l e s  11 sérums étudiés, nous avons pu déceler des 
précipitines en nonibre élevé pour 4 cas avec une présence cons- 
tante de l ' a r c  reillarquable n05. 

CONCLUSION - 

Ce travail préliminaire, réalisé en immunoillectrophorè s e  , révèle 
pour l a  première fois, de manière précise, l 'existence d'anticorps 
précipitants en faible nombre dans l e  sér-unz de sujets en phase 
aiguë de l a  maladie. P a r  contre, une au-cntation significative du 
taux d'anticorps s 'observe dans l e s  sérums de malades en phase 
chronique. 

La présence pratiquement constailtc dans l e s  sérums 
I I  des anticorps correspondants à l a  fraction*' n05 de l'antigène 

total, l a  haute haute spécificité des réactioils, mettent en lu-  
inière l e s  possibilités nouvelles de l'immunoélectrophorèse pour 
l e  diagnostic immunologique de l a  maladie de Chagas. 



Photogralhie --- n013 - Systèmes précipitants mi s  eii évidence en irnrnuno6lec- 
trophorèse (n~iûroiliéthode) par  l'antigène soluble T. cruzi dans l e s  sérums 
de sujets atteints de l a  maladie de Chagas (A - 13). 

(B) - Mise en évidence du système précipitant n05 par l'antigène total 
T. cruzi; comparaison avec l e s  premiers  anticorps décelés au cours 
de l'immunisation expérimentale du lapin. 



Tableau no 1 

Nombre de systèrries précipitants mis  en évidence par l'antigène 

T. c ruz i  dans les sérums de malades confirmés, en phase aiguê . 

A.bréviations employées dans l e s  tableaux 1 à 4. 

Race : M = mulâtre 
N = noir  
B = blanc 

Age : Ad = Adulte 

F Cf  : fixation du complément. 

C. H. F. : congestive heart failure. 

M. O. : megaoesophage. 



A  .J. 
G.G.F. 

R .B.S. 3671  , 

J . L . S .  3 6 7 3  
E . B . J .  3701 
J .P.  3 7 2 6  
A . J . A .  3 7 3 6  
I . J . G .  3743 

Tableau no 2 

Nombre de systèmes précipitank mis en évidence par l'antigène 

T. cruzi  dans les sérums de malades confirmés, en phase chronique. 



I humains  
T .  c ruz i  

\Y 

Tableau  no 3 

Nombre de précipi t ines  s é r i q u e s  déce lés  p a r  

l 'antigène T. c r u z i  dans  les  s é r u m s  de  mala-  

d e s  à sé ro log i e  positive (F Cl) m a i s  s a n s  

s ignes  c l iniques .  



électrophorèse. 

, 

"- 
/- 

I - 

Tableau no 4 

Nombre de systèmes précipitants mis en évidence par 

l'antigène T. cruz i  dans les sérums de malades suspects 

à sérologie négative (F. Cl). 



CON CLUSION 

1) L'ensemble des travaux, réalisés depuis ces dix dernières années grâ- 
ce aux méthodes de précipitation en milieu gélifié (double diffusion en 
gélose et imrnunoélectrophorèse), avait pu la i s se r  croire à l a  simplicité 
de l a  mosaïque antigénique des Trypanosomatidae. Or des travaux récents 
sur  l e s  plasinodium, l e s  amibes et quelques trypanosomes nous montrent 
que l a  structure antigénique de l 'extrait  soluble des Protozoaires est  au 
moins aussi complexe à celle observée chez l e s  Helminthes et  l e s  charn- 

1 pignons parasites. 

2, a )  - L'analyse immunoélectrophorétique, en permettant : 
- d'observer l a  progression du taux des anticorps 

précipitants au cours de l'immunisation artificiel - 
l e  du lapin ou de l'infection expérimentale de l a  
souris ,  

- de contrôler, grâce à un antisémm de t i t re  connu, 
la qualité antigénique des différents lots étudiés, 

apparait comme une méthode de choix pour l a  standardisation des 
antigènes parasi taires pour toute étude iminunologique fondamentale 
ou appliquée. 

b) - L'emploi en Protozoologie, de t r è s  nombreux milieux de cul- 
ture semi-syinthgtiques t r è s  riches en protéines sériques humaines 
ou bovines, est un haridicap certain pour l a  standardisation des antigilnes 
et l eur  étude immunochimique. Aussi l'imniunoélectrophorèse, en permet- 
tant de réal iser  l a  cin6tique de l a  disparition des protéines du milieu de 
culture dans l e s  eaux de lavage successivcs l o r s  de l a  récolte, semble 
être une méthode originale applicable à l a  purification et l a  standardisa- 
tion des antigènes de _ Protozoaires. 

En coinbinant l ' ln~munoélectrophorèse et l a  technique 
de l'adsorption il es t  ahs i  possible de réal iser  l 'analyse d'antigènes 
exclusivement parasi taires.  

3 )  La  connaissance précise de l a  structure antigénique de l 'extrai t  sol.uhle 
de T. cruzi , nous a permis d'envisager l 'étude qualitative des anticorps 
précipitants au cours de l a  Trypanosomiase américaine humaine et expé- 
rimentale de l a  souris.  Comine pour l a  plupart des antigènes d'Helminthe!: 
l'étude de l a  cinétique de l'apparition des anticorps précipitants, au cours 
de l'immunisation artificielle du lapin, de l'infection humaine et expéri- 

rinentale de la  souris ,  a permis de mettre en évidence dans l'antigène 
1 '  I I  T. cruzi une fraction' '  antigénique remarquable" (a rc  n05). 

Pas 
4) Dans ce travail, il n la /é té  possible de met t re  en évidence, l e s  com- 
munautés antigéniques entre l es  protéines du milieu de culture et T. cruzi 
Or l 'importance de ces communautés antigéniques pour l e s  systèmes Hel- 
minthiques (CAPRON et Coll. 1968, SMITKERS et Coll. 1969)  nous incite, 
dans des travaux ultérieurs, à envisager de l e s  mettre en évidence grâce 



à l'étude de l a  structure fine des Protozoaires mis au contact 
de systèmes Inimuns. 



a )  L'analyse immunoélectrophorétiqu e de l 'extrai t  antignique de 
T. cruzi, révélé pa r  un immunséruni honiologue de lapin, met 

I I  en évidence l 'existence de 23 fractions' '  anti géniques. L'analy- 
s e  antigénique du sérum de veau, seul matériel  antigénique contenu 

\ dans l e  milieu de culture, par  l ' immunsérum anti-T. - cruzi ,  permet 
I I  1 de révéler  8 fractions." L'adsorption de l'immilnsérurn anti-T. cruzi  , 

I soit pa r  l e  sérum de veau, soit par  l e  milieu de c ~ l t u r ~ ~ o ~ h i l i s é ,  
niet en évidence 19 "fractions" parasitaires, numérotées 1 à 19 de 
l a  cathode à l'anode. L e  nombre important d 'arcs  de précipitation 
témoigne d'une coniplexité antigénique au rnoins égala il celle obsei-vée 
chez l e s  Helmintl-ies ou l e s  chaixpignons parasites; - On notera 
particulièrement l 'existence d'un arc ,  remarquable par  son intensité 
(a rc  i1°5), dans l e  diagramme immunoélectrophorétique, et dont l e s  
anticorps précipitants corresp0ndan.t~ apparaissent l e s  premiers au 
cours de l'immunisation expérimentale du lapin. 

b) L'utilisation des méthodes de revélation enzymatiques en immuno- 
diffusion a pei-mis de révéler,  su r  nos diagran~rnes immimoélectro- 
p l~o~é t iques ,  l 'existence de 3 activités eiizym.atiques,: 2 activités e s -  
térasiques et une activité déshydrogénasique. 

c) L'extrait  antigénique de - T. cruzi permet de révéler l 'existence 
d'anticorps précipitants au cours de l a  trypanososniase expérimen - 
tale de l a  souris (jusqu'à 11 a r c s  vers  l e  235èslie jour d'infection. ) 
Il  est particulièrement intéressant de noter cpe l e  premier  est déce- 
lable entre la 36me et l a  4ème semaine et  co~re spond  aux anticorps 

1 '  produits par  l a  fraction" 5 de l'antigène total, également responsable 
des preiiiiers anticorps décel6s au cours de I'immuriisation expéri- 

m entale du lapin. 

d) Il a été possible, suivant l e s  mêmes procédés techniques, de 
mettre en évidence des précipitines sériques dans l e s  sérums de 
patients atteints de l a  nialadie de Chagas. De 1 à 9 systèmes 
précipitants ont pu ê t re  décelés; ils apparaissent en nombre plus 
élevé dans la  phase chronique de la  malaclie. On notera particulière- ' '  ment l a  présence pratiquement constante de l a  fraction'' n05 dans l e s  
sérums de malades confirmés sérologiquement et cliniquement. 

Ce travail préliminaire met en lumière l e s  possi- 
bilités techniques de l 'analyse immunoélectrophorétique dans 1' étu - 
de des phénomç'rnes iminunologiques observés au cours de l a  Try- 
panosomiase américaine. 
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