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CHAPITRE I

INTRODUCTION

La chance favorise seulement
les esprits préparés.

Pasteur.



1.1. Historique.

Une quantité considérable de publications a été con-
sacrée aux amibes libres depuis leur premi&re observation fai-
te au microscope par REsel von Rosenhof en 1755.

I1 a fallu cependant attenre Dujardin (1841) qui,
le premier décrivit une amibe libre socus le nom d'Amoeba limax,

lequel fut repris par la suite par plusieurs auteurs, pour

désigner diverses amibes. Les premidres descriptions excellentes

d'amibes libres furent réalisées par Leidy (1879) et ensuite

par Penard (1890) dans leurs monographies. Mais, durant cette
seconde partie du 19e sidcle, les connaissences en ce domaine

' ne progressérent que fort peu. C'est seulement au 20e siécle

que des études expérimentales débutérent.

"Rien n'est plus difficile, en effet, que de déterminer
une amibe" &écrivait Dangeard en 1900, Cette expression sera
répétée trés souvent et 3 juste titre, par de nombreux chercheurs.
L'identification spécifique d'amibes libres, appartenant 3 l'ordre
des Amoebida, demeure toujours un des problémes les plus épineux
en zoologie., En effet, on peut constater chez ces amibes une
homogénéité apparente de leurs structures cellulaires qui rend
difficile leur - identification.

L'historique des amibes libres, qui nous intéresse
particuliérement, remonte 3 Schardinger (1899) qui décrivit
1'Amoeba gruberi , maintenant connue sous le nom de Naegleria
Fruberi, Ces genres d'amibes scront appelées par la suite des
"Amoebo-flagellates" par Awerinzew (1910) et Rafalko (1947).

Ce terme désigne diverses amibes qui peuvent se transformer

en flagellates sans appartenance taxonomique précise, comme il
en est de méme pour 1l'appellation "Limax". Hollande {(1942)

dans son étude sur les flagellés libres pense que les "amoebo-
flagellates" représentent en réalité des formes évolutives de
flagellés, et non pas un état passaper d'une amibe. A ce sujet,
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il est généralement accepté que les "amoebo-flagellates" repré-
sentent les ancétres des amibes., Ils sont considérés par Schaeffer
(1926) comme les plus primitifs parmi les vrais amibes lesquelles
Peuvent se transformer temporairement en flapellés. Le genre
Vahlkampfia ne semble pas différer beaucoup des amoebo-flagellates,

excepté qu'un stade flapellé est absent et que de ce fait ces
amibes peuvent &tre considérées comme descendantes des amoebo-
flagellates.

Ensuite, Chatton (1912) décrivit le genre Vahlkampfia,et
avec Lalung-Bonnaire (1912) le définit comme suit : "Amibes de
petite taille, ne dépassant pas 30 microns 3 noyau formé d'un
caryosome central compact, entouré de peu de chrcmatine périphéri-

que, figurée ou diffuse (type protokarycn) 3 caryodierése promi-
totique (N3gler), 3 kystes monoénergides". Le groupe des Hartmannel-
les, crée par Alexeieff (1912), réunit les petites amibes libres
dont le carycsome disparait totalement au début de la caryodid-
rése, '

A cette époque de nombreux auteurs décrivent des amibes
libres mais laissent de grandes lacunes dans leurs descriptions
morphologiques. Flusieurs tentatives de classification furent éta-
blies dans l'ordre des Amocbida (Alexeieff,1912; Volkonsky, 1931;
Weynon, 1926, Schaeffer, 1926). '

Il faut alors attendre les importants travaux de
Singh (1952) sur la taxonomie et la phylogénie des amibes; néan-
moins ce travail aura peu d'influence sur les autres auteurs et
fut encore repris et complété par Singh et Das en 1970.

Les importants travaux ont débuté avec la découverte
Que certaines parmi ces amibes contaminaient les cultures de
tissus (Jahnes et Fulmer, .1957; Chi et Vogel, 1959) et &taient
capables de provoquer une méningo-encéphalite chez la souris
et le singe (Culbertson et al., 1959).



Depuis lors, ces amibes ont été& retrouvées chez 1l'hom-
me provoquant une méningo-encéphalite foudroyante décrite pour
la premiére fois par Fowler et Carter en 1965.

En 1972, lorsque Carter présenta son travail & la
"Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene™ 3 Londres,
le Professeur P.C.C. Garnham prononga : "Breaking a barrier
is always a thrill; whether it is the "sound barrier" or the
"barrier of host parasite specificity", for instance, making
human malaria parasites grow in owl monkeys. Dr.Carter's work
on the amoebo-flagellates provides an example of overcoming
an even more formidable obstacle. He has shown in one of the
‘most interesting papers presented to the Society, how the
gulf between free-living and parasitic protozoa can be traver-
sed to give rise to a fulminatineg infection in the human host".

L'ubiquité et la multiplicité de ces amibes 1libres,
rencontrées dans tout notre environnement, méritent larrement
des &tudes approfondies de leurs aspects morphologiques, biolo-
giques, écologiques, parasitclogiques, biochimiques et immunolo-
giques.

1.2. Considérations taxonomiques.

L'ensemble des amibes libres est constitué de nombreu-
ses espéces réparties entre différents genres et familles.
Leur classification actuelle est essentiellement basée sur
leurs caractéres morphologiques, leur mode de division nucléaire
et 1la formation de pseudopodes. Pour ces raisons 1l'interprétation
de leur position taxonomique différe considérablement selon 1les
auteurs, ce qui entraine des problémes de systématique des plus
urgents 3 résoudre. Il s'apit d'éliminer la confusion actuelle
due au double enploi de plusieurs noms génériques ou spécifiques.
Seulgment alors des affectations exactes pourront €tre envisagées
permettant &ventuellement d'aberder les sp@culations phylogéniques.
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La mitose a certainement €té le mécanisme le plus exploité
par les chercheurs pour trouver des caractéres susceptibles de diffé-
rencier les amibes, si semblables entre elles, En effet, si
une homogénéité apparente de leurs structures cellulaires est
constaté, une certaine hétéropénéité mitotique en fait contras-
te. Néanmoins, ce caractére se montre souvent insuffisant
au niveau générique ou spécifique. A la fin du siécle dernier
et au début de celui-ci, beauccup de travaux ont porté sur
les caractéres de la mitose, mais seulement les travaux de Singh
(1952, 1972) et e Pussard (1966, 1972, 1973) donnent un apergu
réaliste de cet aspect au niveau de différents groupes d'amibes.
Seul Pussard (1973) réalise les difficultés existantes & 1'utili-
Sation de 1la mitose dans un but taxonomique.

La m8thode de classification la moins laborieuse, mais
aussi la moins fiable consiste 3 distinguer les amibes d'aprés leur
Physionomie générale et d'aprés la forme de pseudopodes. Cette
méthode fut employée par beaucoup de chercheurs, mais peu de leurs
résultats sont encore en mesure de satisfaire les taxonomistes
d'aujourd'hui. Citons quand méme les descriptions remarquables de
Dujardin (1841), Leidy (1879), Penard (1890, 1902), Frenzel
(1892), Schaeffer (1926) et Bovee (1953, 1966, 1970).

Seul Page (1967, 1974) saisit la nécessité d'employer
tous les caractéres disponibles qu'ils soient cytoplasmiques,
nucléaires, kystiques ou cytochimiques. C'est pourquoi, ses
travaux sont le plus prés de la réalité et actuellement la
Plupart des chercheurs préférent la classification sclon les
travaux de Page.

Enceore peu de tentatives ont €té faites pour essayer
de reconstituer une taxonomie basée sur les caractéres exprimés
par les protéines, les enzymes, 1'ADN et 1'ARN ainsi que par des
caractéres immunologiques ou sérologiques.
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Schaeffer en 1931 déji sugprére que les différences
morphologiques entre amibes refléteraient leur ccmposition
moléculaire protéinique. Band et Morard (1956) considé&rent
1'organisation submicroscopique des protéines comme taxonomi-
quement utile. Finalement, Crick (1958) a sugréré qu'une taxoncmie
des protéines serait 1l'expression la plus fid&le possible du
Phénotyype.

Acdam (1969, 1974) considére que le dosage de 1'ADN
€t de 1'ARN devrait avoir un emploi taxonomique dans la distinc-
tion et 1'apparentement entre amibes.

Sellards (1911) trouve des différences immunologiques
entre des espdces de petites amibes morphologiquement semblables.
Les méthodes immunclogiques et sérologiques ont surtout &té '
empjoyées pcur l'identification d'amibes parasites (Goldman,
1959; Talis et al., 1962, 1963, 1967, 1971; Alikhan et Meero-
viteh, 1968, 1970; Lunde et Diamond, 1969; Caprcn et al.,1972).

Néanmoins, quelques tentatives d'études sérologiques
Sur les amibes libres ont &€té effectuées (Siddiqui et Balamuth,
1965; Balamuth et Kawakami, 1967; Cerva, 1967, 1973; Singh et
Das, 1970; Saygi, 1971).

Le proprés dans la taxonomie et la phylogénie des
amibes est trds lent d'autant plus que les m&thodes mcdernes
Sont peu utilisées. Corliss (1962) accusa les Protistologues -
d'@tre toujours au stade alpha de la taxcnomie, 100 ans en
retard, Les méthodes modernés, entre autres les analyses
biochimiques commencent seulement a &tre employées et les
Parentés sérologiques et immunclogiques ont &té 3 peine abordées.
Une &tude intensive sur les amibes est nécessaire pour &tre
capable de les distinguer aisément et convenablement.
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Nous creyons que pour constituer une taxonomie valable
cdes amibes, il faut tenir compte de tous les caractéres acces-

sibles, tant morphologiques, biologiques et &cologiques que - -5 7l

biochimiques, sérolnpiques et immuncchimiques, puisque notre
but est, de classifier des "imibes" et non pas leur "pseudopodes"
ou leurs "fuseaux mitotiques".

Plusieurs classificaticns s'opposent actuellement,
dont nous retenons seulement les deux plus importantes, voir
les plus employées par les chercheurs. Il s'agit des classifi-
cations issues des travaux d'Alexeieff (1912) et de Volkonski
(1931), revue par Pape (1967) et celle de Singh (1952) et Singh
et Das (1970). Les premiers auteurs se basent essentiellement
Sur les caractéres morphologiques et cytochimiques des amibes
libres, tandis que les derniers consid@rent le mode de 1la
divisicn nucléaire comme le seul critére stable et reproductible.
Sans  prendre en considération les techniques et la reproductibili-
té de ces critéres, nous résumons ci-dessous les classificatiocns
des genres considérées dans ce travail.
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1.2.2, Classification selon Page (1967).

Ordre : Amcebida, Kent 1880
Famille : Vahlkampfiidae Jollos, 1917; Zulueta, 1917
Genres : Vahlkampfia Chatton et Lalunpg-Bonnaire, 1912

Espéces : Vahlkamphia vahlkampfi Chatton, 1910
Vahlkampfia avara Page, 1967

Vahlkampfia inorata Page, 1967

Varlkampfia juposa Pape, 1967

Naepleria Alexeieff, 1912

Espéces : Naepgleria gruberi Schardinger, 1899
Naepleria fowleri Carter, 1970

Tetramitus Perty -

Espéce : Tetramitus rostratus Perty , 1852

Famille : Hartmannellidae Volkonski, 1931

Genre : Hartmannella Alexeieff, 1912

Espéces : Hartmannella hyalina Dangeard, 1900

Hartmannella vermiformis Page, 1967

Hartmannella exudans Pape, 1967

Hartmannella limacoides Pape, 1967

Acanthamoeba Volkonski, 1930

Espéces : Acanthamoeba castellanii Douglas, 1930

Acanthamoeba astronyxis Ray et Hayes, 1954

Acanthamoeba polyphara Puschkarew, 1913
Acanthamoeba palestinensis Reich, 1933
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Famille : Erdamoebidae Calkins, 1913
Genre : Fntamoeta Casarrandi et Earbarallo, 1895

Espdces : Entamoeba histolytica Schaudinn, 1903
Entamoeba invadens Rodhain, 1934

1.2.3. Classification de Sinrh (1952) et de Singh et Das (1970)

Ordre : Amoebida, Kent 1880
Famille : Schizopyrenidae Singh, 1952

Genres : Schizopyrenus Singh, 1952

Espéces : Schizopyrenus russelli Singh, 1952

Schizopyrenus atopus Singh, 1952

Naepleria Alexeieff, 1912

Espéces : Naegleria gruberi Schardinger, 1899
Naepleria aerobia Singh et Das, 1970

Didascalus Sinfh, 1952

Espéce : Didascalus thorntoni Singh, 1952

Tetramitus Pertry

Espéce : Tetramitus rostratus Pertry, 1852

Famille : Hartmannellidae Volkonski, 1931

Genre  : Hartmannella Alexeieff, 1912

Esp&ces : Hartmannella glebae Dobell, 1914
Hartmannella culbertsoni Singh et Das, 1970

Hartmannella rhysodes Singh, 1952

Hartmannella castellanii Douglas, 1930
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Hartmannella astronyxis Ray et Hayes,1954
Hartmannella palestinensis Reich, 1933

Famille : Erdamoebidae Calkins, 1913

Genre Entamoeba Casapgrandi et Barbagallo, 1895

Espéces : Entamoeba histolytica Schaudinn, 1903
" Entamoeba invadens Rodhain, 1934

Bien que ces deux classifications soient fondées sur
des critdres qifférents la distinction entre les familles des
Vahlkampfiidae (Schizopyrenidae) et Hartmannellidae est essen-
tiellement caractérisée par la différence dahs leur mode de
division nucléaire. En effet, les Vahlkampfiidae ou Schizopyrenidae
montrent une divisicn nucl8aire appelée 1la "promitose" de Nigler
(1909), tandis que les Hartmannellidae ont recours 3 la hitose",
Qui a €t gifférenciée tout récemment, en "mésomitose" et
m&tamitose™ par Pussard (1973). Dans ce mdme article, Pussard
accuse 1'&tat de désordre et de confusion dans la taxonomie des
amibes, Il conclut que 1la création d'une véritable classification
Suppose 1'adoption préalable d'une hierarchie judicieuse de tous
les caractdres disponibles.

1.3. Pouvoir pathopidne

Un groupe parmi les amibes libres, appelées souvent
amibes "Limax", attire de plus en plus l'attention des chercheurs
depuis ces dernidres années. En effet, depuis la mise en évidence
du pouvoir pathogéne de certaines de ces amibes, nos connaissances

relatives 3 ce groupe d'amibes ont &té considérablement boule-
Versées,



- 11~

Mais cependant au début de ce siBcle, plusieurs auteurs
ont pu constater la présence de ces amibes libres chez des mala-
des. Rappelons encore que Naegleria rruberi fut isolée par
Schardinger (1899) 3 partir de sclles Aiarrhiiques. Simultanément
€n Indochine et aux Philippines, Lesage (1905), Musgrave et
Clezr (1906), Walker (1908) et Noc (1909) vont mettre en &vidence
la présence d'amibes "limax" dans des selles diarrhéiques et
dans du pus d'abeds du foie. Chatton et Lalung-Bonnaire (1912)
décrivent une Vahlkamnfia sp. isolée 3 partir des selles d'un
malade atteint de dysenterie. Ils ont observés directement les

amibes vépgétatives dans les selles et ont pu isoler et entretenir
la souche en culture in vitro.

Wells (1911) fait observer qu'il est aisé d'isoler
Ces amibes libres 3 partir des poussiér:s de 1l'air et déclare
Que celles-ci sont dénuées de pouvoir pathogéne.

Mais ensuite,,Whitmore (1911), Hartman (1910), Hogue
(1915)et Pinto (1922) affirment dans leurs travaux avoir isolé

.q
ces amlbes "limax" 3 partir d'abcés du foie. Ces amibes &taient
Z€néralement considérées comme étant des Vahlkampfie.

Finalement, ce sont les observations successives de
Jahnes et Fullmer (1957) et de Culbertson et collaborateurs
(1958, 1959) qui aboutissent & la découverte 4Au caractdre patho-
gene de certaines de ces amibes libtres. En effet, aprés avoir
Observé des amibes contaminant des cultures de cellules de rein
de singe, ces auteurs inoculent ces amibes par voie intracéré-
brale et intranasale chez des singes et des scuris et provoquent
€nsuite 1a mort de ces animaux qui contractent une méningo-
®ncéphalite. Cette amibe est déerite par Singh et Das (1970)
COmme Hartmannella {Acanthamoeba) culbertsoni. Depuis cette mise
®n &vidence, plusieurs autenrs vont confirmer ces premiéres

0

bservations et retrouvent ces amibes dans des coures histologiques
d

U cerveauy de patients morts d'une méninpo-encéphalite.
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L'intérét que préscente cette amibe est aceru encore
Par la découvcerte de Wang et Feldman (1961, 1967) qui retrouvent
ces amibes dans des cultures de tissus enscmencées avec des
Prélévements du nasopharynx. Cette observation est confirmée par
la suite par Armstrong et Fereira (1967), Chang et al.,(1966)
et Little et Chang (1968).

Mais la pathopénicité pour 1l'homme des amibes du genre
Acanthamceba est révélée, pour la premidre fois, par Patras

et Andujar (1966) qui isolent 4'un cas de méninpo-encéphalite
d &volution chronique, une Acanthamoeba. Ensuite Tallicot et al.,,

(1968) isolent A.astronyxis chez un malade atteint ¢e méningo-
encéphalite. D'autres cas se suivent : Kenney (1971) identifie
Acanthamoeba anrés autopsie d'un patient, ainsi que Rorke (1971)
et Japer et Stamm (1972). Tcout récemment un nouveau cas a &té
‘ldentifig au Texas (Sotelo-Avila et al., 1974, 1975).

Mais Carter (1968) va isoler pour la »reniére fois une

amibe d'un liquide céphalo-rachidien chez un malade souffrant
A'une méningc-encéphalite. Il constate qu'il s'apit d'une autre
amibe du groure "limax" ressemblant 3 Naepleria pruberi et 1'appelleN.
39E12§£€arter 1970). Ensuite, cette amibe sera encore décrite scus
le nom de Naegleria aecrobia (Singh et Das, 1970) et de Naegleria
invades (Chanpr, 1971).

A ce jour, 84 cas de méningo-encéphdlite emibienne pri-

mitive confirmés ou susnects sont décrits dans la littérature
(Willaert, 1974). Naegleria fowleri est considéré le plus souvent

Comme l'agent étiologique, quelquefois seulement Acanthamoeba .
Ces cas ont &t& cités dans tous les continents de notre monde
répartis comme suit : 1'Afrique 1 cas, 1'Amérique 31 cas , 1'Asie
7 cas; 1'Europe 27 cas et 1'Ocdanie, 18 cas.

Nos connaissances du mécanisme de la virulence de ces

amibes, rencontrées le plus souvent dans l'eau, sont encore mal
Connues, Ces amibes acquidrent-elles un pouvoir rathogéne ou
Sont-elles pathogdnes d'emblée ? Suivant Jirovec (1967), la

-~

Pathogénicité de ces amibes semble 1ié 3 plusieurs facteurs
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l'adaptation parfaite des amibes aux températures E€levées rmn-
contrées chez les mammiféres homéothermes, leur faculté de
pouvoir pénétrer activement dans le¢ corps de 1'hSte et la for-
mation de kystes, ce qui permet leur dissémination dans le milieu
aerien. Jadin (1973) attire 1'attention sur le fait que les
amibes limax peuvent suivre un cycle qui va de 1'eau et de la
terre 32 1'homme et aux animaux. Ainsi, en contact avec des
protéines humaines ou animales, 3'établirait une relation hite-
parasite.

Nous savons néanmoins que ces amibes,tout en possédant
le caractére pathogénc ne sont pas obligatoirement parasites,
et qu'on paut les rencontrer dans notre environnement.
A ce sujet, ces amibes ont été isolées 3 plusieurs reprises,
en Australie, 3 partir de l'eau et du sol (Anderson et Jamieson,
1972, 1973). Singh et Das (1972) mentionnent l'isolement de .
N. fowleri et A.culbertsoni 3 partir du sédiment des eaux d'égouts

en Inde. Gordeeva (1973) isole deux souches de Naegleria
pathogénes des boues d'égouts. D'autres auteurs viennent de
confirmer récemment ¢&s obsehvddiodns.

L'homogénéité morphologique marquée, chez les amibes
libres du genre Naegleria et Acanthamoeba, nous a conduit a pren-

dre en considération leurs caractéres antigéniques mis en
évidence par l'analyse immuno€l-ctrophorétique. Notre but est
d'évaluer 3 l'aide de cette analyse\g'importance des parentés et
des spécificités immunoélectrophorétiques, de ces amibes libres,
dans lecurs diverses catégories taxonomiques.
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1.4, L'analyse immunodlectrophorétique.

Les protéines sont les constituants les plus signifi-
catifs d'un organisme vivant car elles sont l'expression relati-
vement directe du géndme. L'analyse immunoélectrophorétique
se présente comme une méthode privilégiée permettant la carac-
térisation immunochimique des protéines. Elle est le moyen par
excellence de saisir objectivement les parentés et les spécificités
de l'organisme. Elle seule permet la caractérisation des consti-
tiants cellulaires solubles et immunogénes.

Les principes et les modalités de 1l'analyse immunoé-
lectrophorétique en gel ont &té décrites par Grabar et Williams
(1953) se basant sur les travaux fondamentaux d'Oudin (1947,
1948) qui a démontré que deux antigénes différents donnent lieu 3
des lignes de précipitation distinctes. La méthode a ensuite
6té simplifiée par Scheidegger (1955), qui a mis au point 1la
microméthode ce qui permettait une réalisation plus rapide et une
économie d'immunsérum.

L'application de 1l'analyse immunoélectrophorétique 2
des organismes entiers a &té :2ssentiellement réalisée par 1'école
lilloise de Biguet et Capron. L'analyse immunoé€lectrophorétique
‘des Helminthes et de leurs hdtes invertébrés et vertébrés leur
a permis d'apporter une contribution fondamentale 3 la standardi-
sation des extraits antigéniques (Biguet et al.,1965) et &
la taxonomie et & la phylogénie immunochimique (Rose et al.,
1966; Capron et al., 1968, 1970, 1972). De plus, 3 1l'aide de
cette technique ils ont pu établir les relations hdte-parasite
(Capron et al., 1968, 1970, 1969) ainsi que démontrer 1l'intérét
diagnostique (Biguet et al., 1962; Capron et al., 1969, 1970)
et en général contribuer 3 la connaissance de la structure et de
la fonction de 1l'antigéne parasitaire (Capron,1970).
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1.4.1. Principes,définitions, valeur, limites.

L'analyse immuno&lectrophorétique est une méthode
d'investigation moléculaire. Elle permet la visualisation de
substances solubles immunogénes dans un extrait cellulaire.

Deux techniques sont impliguées dans l'analyse immuno-
chimique : 1'immunoélectrophorése permet la caractérisation des
composants du mélange et l'immunoabsorption, qui permet la
définition des parentés et des spécificités de ces composants.

L'immunoélectrophorése consiste en une combinaison
d'électrophorése et d'immunodiffusion radiale dans un substrat
généralement en gel d'agar. Dans un premier temps, le mélange
antigénique est séparé par €lectrophorése en diverses zones.

Dans un second temps, une double diffusion se produit; 1l'anti-
sérum entre et diffuse dans le gel pendant que les antigénes
diffusent radialement dans toutes les directions & partir des
zones électrophorétiques. Les antigénes rencontrent les

anticorps et des précipités se forment dans les zones d'équiwva-
lence d'antigéne-~anticorps. Le nombre de précipités formés
correspond au nombre de composants antigéniques objectivés.

Du fait de 1la séparation électrophorétique préliminaire les
précipités sont rassemblés dans un systéme caractéristique

appelé "ligne de précipitation" en forme d'arcs, lesquels

sont localisés le long des zones électrophorétiques. L'ensemble
des arcs de précipitation constitue "la structure immunoélectropho-
rétique"” ou "la mosaique antigénique" du thélange analysé.

Chaque ligne de précipitation représente une famille de protéines
dont les sites antigéniques sont communs et d'autres distincts.
Ces composants antigéniques sont définis par la vitesse de migra-
tion électrophorétique, le coéfficient de diffusion quand 3 la
spécificité immunologique, elle est déterminée par les sites
antigéniques.
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L'immunoabhsorption est la seconde &tape de l'analyse
immunochimique. Cette étape est capitale dans la comparaison de
deux organismes. Elle consiste 3 épuiser des anticorps non
spécifiques qui, dans un immunsérum obtenu vis-3-vis d'un
organisme donné, correspondent 3 des antigénes partagés par cet
organisme:et par un organisme hétérologue.

L'absorption est réalisée en épuisant les anticorps spécifiques
par 1l'organisme hétérologue, seul les anticorps dirigés contre
les composants spécifiques restent présents., L'organisme homolo-
gue est alors examiné avec 1l'immunsérum absorbé et les
composants antigéniques qui sont révélés peuvent &tre considérés
comme spécifiques de l'organisme homologue envers l'organisme
hétérologue employé pour l'absorption. ’
Le rapport du nombre de composants antigéniques spécifiques
avec le nombre tctal des composants révélés en réaction homolo-
gue fournit un indice qui mesure l'isologie immunochimique des
deux organismes ccnsidérés.

L'absorption est le seul moyen de démontrer la spéci-
ficité de la mcsalIque antigénique d'un organisme. L'analyse directe
d'un organisme hétérologue par un immunsérum non absorbé n'a
Qu'une valeur indiceative.

L'analyse immuno&lectrophorétique caractérise essentiel-
lement des protéines. La structure des protéines est l'une des
expression les plus directes du géndme
En conséquence, l'analyse immunoélectrophorétique permet la défi-
nition de caractdres stables et significatifs. Ainsi, elle se
présente comme une méthode d'investigation moléculaire de valeur
génétique, tout comme 1'analyse des acides nucléiques et des
isoenzymes. Contrairement aux méthodes sérologiques, 1l'analyse
immunoélectrophorétique permet d'objectiver directement 1les
substances antigér.iques.
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L'analyse immunoélectrophorétique est en outre une
méthede, permettant de refléter les structures moléculaires d'un
organisme. Elle est la méthode de choix pour analyser 1la
composition d'un organisme, en révéler les contaminations
éventuelles et cn dé€terminer les parentés et les spécificités
vis-3-vis d'un crganisme hétérolcogue. Elle fournit ainsi des
arguments objcctifs aux tudes taxonomiques et'aux hypothéses
phylogénétiques.

L'analyse immuncélectrophorétique de réalisation SRS
technique relativement aisée est d'une grande efficacité; mais
cette efficacité dépend de la préparation des extraits antigéniques
de qualité et d'antisérum hyperimmun, ce qui justifie notre
attention dans la partie méthodologique de notre travail.

L'analyse immuno&lectrophorétique 8 deux limites théoriques
Flle ne donne accés qu'aux antigénes solubles qui représentent
néanmoins une partie significative d'un organisme, et elle
est essentiellement qualitative, ne permettant d'établir que
des différences absolues de specificité antigénique. L'immuno-

€lectrophorése bidimentionnelle permet de pallier cet incon-
vénient.

1.4.2, Application aux Protistes.

' L'analyse des structures antigéniques des Protistes
a généralement &té abordée de maniére occasionnelle et frag-
mentaire,

Les €tudes consa~rées aux Amibes sont peu nombreuses.

Sen, Mukerjee et Ray, (1961) objectivent trois arcs de préci-
pitation en immunodiffusion vis-3-vis d'antigéne homolcgue, n'obser-
vent aucune réaction croisée vis-3a-vis de N.gruberi, de
Schizcpyrenus russelli et de E. moshkovski. Siddiqui et Balamuth
(1966) et Balamuth et Kawamaki (1967) constatent qu'aucune
parenté antigénique n'existe entre les amibes parasites
(E. histolytica, E.invadens et E.moshkovski) et les amoebo-
flagellates(Naegleria et Tetramitus) et les Hartmannella.
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Une é&tude immunoé&lectropherétique comparative des Entamoeba

a mis en évidence des différences structurelles marquées
entre E.histolytica, les souches eurythermes Laredo et Huff,
E. invadens et E.moshkovski.(Ali Khan et Meerovitch, 1968°;
Lunde et Diamond, 1969).
Les amibes libres de type limax ont fait récemment 1l'objet
d'une série de travaux (Willaert et al., 1972, Willaert et Le
Ray, 1973; Willaert 1974 a et b, 1975), utilisant l'analyse
immunoélectrophorétique. Nos travaux ont permis successivement

d'établir 1'homogénéité de Naeglerie fowleri, organisme libre

présentant spontsnément une pathogénicité aigué€ pour 1'homme,
de démontrer son autonomie vis-3-vis de¢ N,gruberi, d'observer une
hétérogénicité subgénérique importante dans les genres Naegleria
et Acanthamoeba dont les représentants témoignent d'une simi-

larité morphologique étonnante et de dé€finir l'importance des
affinités entre les principaux genres de l'ordre des Amoebida.
Ces travaux sont repris par Visvesvara et Healy (1973, 19740)
qui confirment ncs observations concernant le genre Naegleria.
Les Trypanosomatidae paraissent &tre les premiers
et les plus étudiés par les réactions de précipitation, mais 1la
plupart de ces travaux sont fait dans un but diagnostique.
La premi@re analyse compréhensive d'un Trypanosomidé est réali-
s€e en 1964 par Williamson et Brown et caractérise plusieurs
composants spécifiques du type antigénique variable de T.brucei,
Depuis lors, une liste impressionnante de travaux s'est accumulée.
‘Nous citons 1les plus importants concernant :
a) la structure antigénique des Trypanosomatidae (Seed 1963;
Seneca, 1964; Ranque et al., 1969; Le Ray, 1969; Le Ray et al.,
1973; Aféhaih et Capron, 1969, 197t et Dwyer, 1973);

]
Travaux ayant recours 3d l'immuncélectrophorése.
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b) les réactions entre souches (Le Ray et al., 1971; Nussenzweig
et al., 1963; Zuckerman et al., 1973);
e) les affinités entre taxa du genre Trypanosoma (Bigalke, 196€
Oelerich et Mannweiler, 1970; Rice et Zeledon, 1971,
Le Ray et al. 1971; Le Ray, 1972; Capron et al., 1973;
Ranque et al., 1969; Afchain et al. , 1973 et Oelerich, 1973);
d) la présence d'antigéne du milieu de culture et de 1'hCte
dans la structure antigénique (Le Ray, 1969; Afchain et
Capron, 1969);
e) les remaniements antigéniques survenant au cours du cycle
évolutif (Le Ray et al., 1973; Simpson, 1966 et Dwyer, 1971);
f) les caractéres des antigénes spécifiques du sérotype des
trypancsomes Salivaria (Njogu et Humphryes, 1972; Oelerich
et Manweiler, 1970, 1972; Le Ray et al., 1973; Van Meirvenne
et al., 1973 et Afchain et al., 1973);
' g) la présence d'excantig@nes libérés in vitro par les trypanosomes
Salivaria (Dodin et Fromentin, 1962, Seed, 1963);
h) la localisation cellulaire des antigénes (Brown et Williamson,
1964; Taksyanagi, 1973).
L'hypoth@se d'une relation phylétique entre Flagellés
et Rhizopodes vient d'&tre illustrée par Dwyer (1974). L'auteur

met en évidence des parentés antigéniques relativement importantes
entre Histomonas, Dientamoeba, les Trichomonadidae et les
Entamoebidae.,

Parmi les Sporozoaires, quelques Plasmodium ont &té
abordés 3 l'aide des méthodes de précipitation en gel (Wilson
et al., 1969; Stutz et Ferris, 1971).

L'analyse des structures antigéniques des Ciliés reste

-

pratiquement inexistante. Des antigénes 1iés & des composants
cellulaires de Paramécium ont pu &tre révélés par double

diffusion (Preer et Preer, 1959). La caractérisation récente
d'un antigéne d'immobilisation de Tetrahymena (Grass, 1972) est
particuliérement intéressante. Elle offre une voie d'approche
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nouvelle 3 1'étude des antigénes de surface et des modalités
de la variation antigénique.
Un travail a &été consacré aux agents unicellulaires
du genre Chlamydomonas (Brown et Walne, 1967). L'immunoélectro-

horése précédé par l'immunoabsorption met en évidence des différences
antigéniques importantes entre espé@ces et entre variétés, ainsi que
des différences réduites entre mutants.

Le nombre de travaux recensé n'est pas négligeawle;
ceci montre la diversité des domaines abordés et 1l'intérét
offert par 1'immuncprécinitation. Mais des lacunes fondamentales
s'opposent la plupart du temps 3 la prise en considération des
résultats. La structure antigénique globale des organismes est
rarecment analysée. Lorsque c'est le cas, l'absence d'hyperimmu-
nisation efficace entraine généralement un nombre réduit de
composants. Finalement, 1l'ahsence quasi totale d'immunoabsorp-
tion empéche une appréciation définitive de la spécificité ou
de 1l'isologie supportées par les composants révélés.

- o om o e o -
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

"Tout, chercheur,je crois, se souvient
- comme de son premier amour - de son
premier contact avec une vErité neuve,
si humble qu'ait peu étre celle-ci”,

Jean Rostand.
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1. Souches étudiées.

Les souches faisant l'objet de la présente étude scnt
originaires principalement des ccllections suivantes : Amcebic
Research Unit, Institute of Medical and Veterinary Sciences,
(I.M.V.S.), Adelaide, South Australia; Culture Centre of Algae
and Protozoa (C.C.A.P.), Cambridge, England; Department
of Zoology, University of Edingburgh, Scotland et Département
de Protczoologie, Institut de M&decine Tropicale "Prince Lé&opold"
I.T.M.,A.P., Anvers, Belgique.

1.1. Sarcodina - Amoebida, Kent 1880.

1.1.1. Famille Vahlkampfiidae
Genre Vahlkampfia Chatton et Lalung-Bonnaire, 1912.
V. avara CCAP 1588/1A : souche isol&e et décrite par
F.C. Page (1967) comme espdce type (F.C.P. n®°33). Elle
a €té isolée 3 partir de l'eau d'une riviére des U.S.A.
Maintenue en culture monoxénique depuis scn isolement et
regue 3 1'ITMA en mars 1973.
Genre Naegleria Alexeiff, 1912.
N.gruberi CCAP 1518 : Souche isolé&e par Pringsheim
et regue 3 1'ITMA en cctobre 1971 en culture monoxénique.
Maintenue en culture axénique depuis juin 1973.
Naegleria sp. I.M.V.S. BG=6 : souche isolée par K.Anderson
en Adelaide (Australie du Sud) 3 partir de 1l'eau de la
riviére du jardin botanique.d'Adelaide. Regue 3 1'ITMA
en culture axénique en Avril 1972.
N. fowleri ITMAP 359 : souche isolée le 4 novembre 1970
i Anvers, Belgique, 3 partir du liquide céphalo-
rachidien d'un enfant atteint de méningo-encéphalite
amibienne primitive (Jadin et al., 1971).
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N. fowleri ITMAP 360 : souche isclé&e le 9 novembre 1970 & Anvers,

Belgique, 3 partir du liquide céphalo-rachidien d'un enfant
atteint de méningo-encéphalite amibienne primitive (Jadin et al.,

1971).

N. fowleri HB-1 : souche isnlée en juillet 1966 i Orlando, Florida

d partir du liquide céphalo-rachidien d'un jeune homme atteint de
méningn-encéphalite amibienne primitive (Butt, 1966). Souche regue
8 1'ITMA en novembre 1970 de L. Cervd, Prague, Tchécoslovaquie.
Cette souche a servi pour définir N.aerobia (Singh et Das,1970)

et N. Invades (Chang, 1971).

N. fowleri VITEK : souche isolée cn juin 1968 i Prague par L. Cerva

8 partir du liquide céphalo-rachidien d'un gargon Agé de 11 ans
atteint de méningo-encérhalite amibienne primitive (Cervad et al.,
1969). Cette souche nous a €été comruniquée par L. Cervi en
novembre 1970.

N, fowleri C-66 : scuche isolée en janvier 1966 en Australie du

Sud par R. Carter 3 partir du L.C.R. d'un enfant atteint de
méningo-encéphalite amibienne primitive (Carter, 1970). Souche
originale décrite pour la premiére fois sous le nom de N.fowleri,
regue § 1'ITMA en décembre 1973 de F.L. Schuster.

N. fowleri IMVS Morgan : souche isole en février 1972 & Adelaide,

Australie du Sud, 3 partir du liquide céphalo-rachidien d'un
enfant atteint de méninpo-encéphalite amibienne primitive
(Anderson et Jamieson, 1972).

N. fowleri NH-1 : isolée en mai 1972 en Nouvelle-Z&lande

(Nicol1,1973) & partir du L.C.R. d'un homme atteint de méningo-
encéphalite amibienne primitive. Souche regue & 1'ITMA en
juin 1973 de K. Anderson. '
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N.fowleri IMVS PA 90 : isclée le 24 février 1972 3 Adélaide
(Australie du Sud) & partir de l'eau du réseau. Cette souche

s'est montrée pathogéne pour la souris aprés instillation intra-
nasale et la sérologie (test d'agglutination) s'est montrée

positive en faveur de N.fowleri. Souche regus 3 1'ITMA en avril 1972,

N.fowleri IMVS PA 117 : isolé€e le 23 mars 1972 & Port Augusta
(Australie du Sud) 3 partir de 1l'eau du résezu. Elle s'est montrée
nathogéne pour la souris aprés instillation intra-nasale et s'est
avérée positive en agglutination avec un antisérum anti-N.fwoleri.
Regue &8 1'ITMA en juin 1972.

N. fowleri IMVS PA a : isolée le 20 juin 1972 3 partir de terre

s&che récoltée entre Port Pirie et Port Augusta (Australie du Sud).
Elle s'est montrée pathogéne pour la souris aprés instillation
intra-nasale et s'est avérée positive en agglutination avec un
antisérum anti-N.fowleri. Regue 3 1'ITMA en janvier 1973.

N.fowleri N. a.1 : isolée & partir de la boue d'égout & Lucknow
(Inde) et s'est montrée pathogéne pour la souris aprd@s instillation
intra-nasale (Singh et Das, 1972). Regue 3 1'ITMA en juillet 1973.

N. jadini ITMAP 400 : souche isolée & partir d'une piscine privée
8 Anvers (Belgique en juillet, 1972). A &t& décrite comme espéce
nouvelle (Willaert et Le Ray, 1973).

Naegleria sp. IMVS A : cing souches de ce type ont &té isclées &
partir de 1l'eau du réseau en Adelaide (Australie du Sud) en janvier
1972 par Anderson et Jamieson. Ces souches ne se sont pas montrées
pathogénes pour la souris, mais elles ont &été agglutinées au

méme taux qu'en réaction homologue par un anti-N.fowleri (Jamieson,
1973). Nous avons examiné les souches IMVS A-2 et IMVS A-9,

Regues & 1'ITMA en décembre 1972.
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Naegleria sp. IMVS PPMFB : six souches ont &t& isolées 3 partir
d'un aquarium dans une maiscn de Port-Pirie (Australie du Sud).

Un cas confirmé de MEAP et plusieurs cas suspects s'étaient
déclarés 3 cet endroit (Jamieson, 1973). Ces souches sont
€gpalement agglutinées par un antisérum anti-N.fowleri, mais
1'inoculation aux animaux est restée négative. Nous avons examiné

la souche IMVS-PPMFB-6.

Genre Tetramitus Pertry, 1852

Tetramitus rostratus C.C.A.P. 1581/1 : souche originaire du

département de Santé Publique, Austin, Texas, USA.
Souche regue 8 1'ITMA en octobre 1971.

1.1.2., Famille Hartmannellidae.

Genre Hartmannella

H. vermiformis C.C.A.P. 1534/7 : souche isolée et décrite par
F.C. Page (1967) (FCP N°25 : Type). Elle est isoclée de 1l'eau du
Pigeon Lake Wisconsin, USA. Maintenue depuis son isolement en

culture monoxénique et regue 3 1'ITMA en mars 1973.

Genre Acanthamoeha

A. castellanii : souche originaire de S.H. Hutner, Haskins Lab.,
New-York, USA. Regue & 1'ITMA de K.G.M. Adam (Edingburgh) en
février 1974,

A, castellanii : souche isol&e en 1930 par A.:astellani &

partir d'une culture de levures. Elle a été envoyie par de Carneri.
Cette souche a €té entretenue en présence de Cryptococcus

pararoseus d'une part et d'autre part par la présence de bactéries

vivantes., Elle a €té axénisée dans notre département lors de
sa réception en juin 1974.

Acanthamoeba sp. Neff : souche isnlée en 1957 3 partir du sol
du Pacific grove en Californie (Neff et al., 1957) et recue
en octobre 1971 de K.G. M. Adam, Edingburgh.
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A. culbertsoni A-1 : souche isolée par C. Culbertson en 1958

d partir d'une culture de cellules de rein de singe. Cette souche
s'est montrée pathogéne pour la souris et le singe aprés instilla-
tion intra-nasale. Entretenue en culture axénique et regue 3
1'ITMA DE K.G.M. Adam en octobre 1971.

A. polyphaga P.-23 : souche isolée par F.C. Page aux U,S.A.

Entretenue en culture axénique et regue 3 1'ITMA de K.G.M,-Adam
en janvier 1973.

A, rhysodes : souche regue de K.G.M, Adam, Edinghurgh en octobre

1971, Probablement une souche dériginale de Singh.

A.rhysodes C.C.A.P. 1534/3 : souche originale de B.N. Singh

3

et isolée & partir de la terre de Rothamsted, Angleterre. Cette

souche a &té axéniséc dans notre département dés son arrivée
en mars 1973.

A. terricola 425 : souche originale de M. Pussard (1964)

et isolée 3 partir d4'échantillons de terre arable, provenant du
domaine de 1la minidre, Seine et Oise. Elle a ét& cBnée et axénisée

dans notre laboratoire 3 partir d'une culture monocaxénique regue
de M. Pussard.

A. Palestinensis : souche originale de K.Reich, isolée d'un sol

en Israel en 1933 et décrite sous le nom de Mayorella palestinensis
Reich, 1933). Souche regue en février 1974 de X.G.M. Adam.

-~

A. astronyxis : souche.igolle par.D.L. Ray en 1954 &:partir’uaa.
d'une eau en Seattle, USA. Regue de K.G.M. Adam en février 1974.

Acanthamoeba sp. ITMAP 1024 : cette souche a été isolée
3 partir de selles diarrhéiqucs provenant d'un enfant hospitalisé

-3

i la Clinique Good-Engels 3 Anvers (Jadin et al., 1973). Cette
souche s'est montrée pathogéne pour la souris.

Acanthamoeba sp. ITMAP 361 : souche isclée 3 partir d'une cau de

piscine 3 Anvers. Se cultive axéniquement et a pu &tre transmise
8 la souris & plusieurs reprises par passages intracérébrales.



- 26 -

Acanthamoeba sp. IMVS RUS 22 : souche isclée par A.Jamieson

en 1973 3 partir de la terre entourant une source d'eau chaude

& Rotuora, Nouvelle Zélande. Cette souche s'est montrée pathogéne
pour la souris. Regue 3 1'ITMA en février 1974.

1.1.3.

Famille Entamoebidae.

Genre : Entamoeba

E. histolytica HK 9 : souche originaire de Corée (Diamond,
1961). Les extraits antigéniques (ICN Pharmaceuticals, Cleve-
land, Ohio) scnt obtenus 3 partir de cultures axéniques
(Diamond, 1968).

1.2. Phytomastigophorea.

1.2.1'

1.2.2.

Fuglena gracilis : souche pigmentée provenant de la collec-
tion E.G. Pringsheim Prague, Tchécoslovaquie, et regue en

1961 de J. Colas-Belcour, culture 3 température ambiante
en milieu peptoné (peptone, 5 g; acetate de soium,2 g.
eau distillée, 11.).

Mcnas sp. ITMAP 422 : souche isolée le 6 janvier 1972 dans
notre laboratcire 3 partir d'eau du réseau urbain d'Anvers
(Belgique) et déterminée par le Professeur A. Hollande.

Culture axénique 3 28°C en milieu C.G.V. (Willaert, 1971).

1.3, Trypanosomatidae.

1.3.1.

Trypanosoma (Trypanczoon) brucei brucei FATRO 1125 : Isolée
le 5 octobre 1966 3 partir d'une antilope Tragelaphus
scriptiis (Céphalophe) trouvée infectée naturellement 3

Mavubwe, South Busoga, Uganda; pas de parasitémie consécu-
tive 3 1'injection 3 un volontaire humain. Formes de culture
en milieu G.L.S.H. (Jadin et Pierreux, 1960).
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1.3.2. T. (T.)b. gambiense ELIANE : souche isolée en 1952 3 Paris
par M. Vaucel 3 partir d'une patiente contaminée en Cote

d'Ivoire (Fromentin, 1971). La culture in vitro, a
€té obtenue en 1953 par J. Colas-Belcour et nous

a 8té communiquée par H.Fromentin, Institut Pasteur,Paris.

1.3.3., T.(Schizotrypanum) cruzi Tehuentepec : souche isolée en

1938 par E, Brumpt 3 partir de Triatoma sp.infectés

naturellement dans la région de Tehuentepec, Mexique
(Darman, 1941). Maintenue in vitro depuis 1959 au

Service de Parasitolcgile, Institut Pasteur, Paris et
regue 3 1'ITMA en 1960,

1.3.4, Leishmania donovani ITMAP 263 : souche isolée le 22 février

1967 3 Bruxelles par ensemencement sur gélose au sang
du produit de ponction sternale d'un enfant marocain
agé de deux ans.

1,4, ciliata

1.4.1, Tetrahymena pyriformis souche isolée par E.Dyner & Varsovie

d partir 4'un sédiment d'urines d'un homme souffrant

de glcmerulo-néphrite., Souche recgue .3 1'ITMAP en octobre
1974, Se cultive axéniquement en milieu C.G.V. 3 la

température de 28°C.

2. Culture in vitro

L'analyse immunochimique de Protistes requiert leur
obtention en gquantité importante et leur séparation des &léments
antigéniques du milieu d'origine. L'acc@s 3 la culture axénique
a €té handicapé longtemps par l'absence d'un milieu monophasique
adéquat.

Les descriptions morphologiques d'amibes, au dé&but de
ce sidcle, ont été essentiellement effectudes 3 partir des échantil-

lons d'origine sans que l'on n'ait essayé de cultiver et de
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conserver ces amibes en vue de constituer une collection

d'amibes types. La culture des petites amibes libres est restée

pendant trés longtemps dans une phase stationnaire. Il s'agissait

de cultures d'amibes, trés souvent hétérogénes, associées &

la flore Dbactérienne qui s'y trouvait lors de l'isolement.

Les cultures primitives étaient généralement réeslisées dans des

infusions de foin, 48 terre et méme parfols de selles.
Schardinger, en 1899, fut le premier 3 isoler, sur un

milieu d'infusion de foin solidifié par de 1l'agar, 3 partir

de selles diarrhéiques d'origine humaine, une amibe qu'il appella

Naegleria gruberi. En 1904 et 1906, Musgrave et Clegg emploient

de 1l'agar alcalinisé pour isoler des amibes du méme type de
selles dysentériques, de l'eau et du sol. Wells, en 1911, emploie
cette méme gélose additionnée d'extrait de boeuf pour isoler
des amibes de 1l'air.

Un grand nombre de chercheurs utilisent par la suite
l'agar 3 1,5 pour cent recouverte d'une couche de bactéries vi-
vantes ou tuées. Seules quelques modifications ont &té apportées
par 1l'incorporation de produits nutritifs comme la protéase-
peptone, 1l'extrait de boeuf et l'extrait de levure., C'est sur ‘
ces milieux que furent généralement isolées les premiéres souches
de Naegleria provenant de cas de méningo-encéphalite amibienne
primitive.

Seul Mandal (1968), isola en milieu axénique liquide
(milieu de Schiiffner) une souche de Naegleria provenant d'un cas
de méningo-encéphalite amibienne primitive. Les subcultures sur
ce milieu, dépourvu de matériel cellulaire ou bactérien,
maintenaient les amibes en vie, mais ne permettaient pas une
multiplication mesurable, si ce n'est par addition 3 ce méme
milieu gélosé de germcs Aerobacter.

Des cultures axéniques de Naegleria ont &té& rappcrtées
par Chang (1960) exécutées sur milieu solide pourvu de débris

cellulaires ou de bactéries tuées par la chaleur, cependant en



_29-

il en résulta seulement une crcissance limitée. Schuster (1960),
Pittam (1963) décrivent par la suite des conditions de culture
axénique de Naegleria en présence de bactéries tuées ou d'extraits
bactériens.,

Enfin, nous devons 3 Cervi (1969) les premiéres cultures
axéniques de Naegleria dans un milieu liquide semi-défini, mais
dépourvu 4'élements figurés.

D'autres milieux favcrables 3 la culture axéniques ont
€té décrits par la suite par Fulton (1970), Nelson et Jones (1970)
et des modifications ont &t& envisagées par Willaert (1971) et
O'Dell et Stevens (1973) en vue de 1l'obtention d'une production
massive de ces amibes.

En ce qui concerne les amibes du genre Acanthamoeba,

il a fallu attendre Neff (1957) et Adam (1959) pour que les pre-
migres cultures bactériologiquement pures soient réalisées.

A 1l'heure actuelle les méthodes de culture se sont
perfectionnées et les cultures axéniques sont de réalisation
relativement plus aisée, mais restent entachées de nombreuses
difficultés techniques et il subsiste des problémes non encore
résolus en ce qui concerne les amibes du genre Hartmannella et
Vahlkampfia,

2.1. Verrerie.
La verrerie servant aux cultures doit &tre chimiquement

neutre, &tre nettoy e et stérilisée facilement et permettre 1l'ob-
servation des amibes in situ & l'aide d'un microscope inversé.
Les récipients servant aux cultures scnt lavés avec des solutions
détergentes douces ou avec un mélange sulfochromique de Kuss

(Bichromate de potassium en poudre, 800 g; eau distillée 5 1.,

-~

acide sulfurique pur 66°, 2.750 1l.), rincés abondamment 3 l'eau

du robinet puis 3 l'eau distillée ou mieux encore, 3 l'eau
bidistillée. La verrerie servant 3 la culture en masse est traitée
avec une solution de Silicone hydrosoluble (Siliolad, Clay-Adams)

pour éviter une trop grande adhérence des amibes au verre.
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Les ouvertures seront bouchées au coton cardé, de préférence enrobé
de gaz .. La verrerie est ensuite stérilisée, d'abord 3
l'autoclave pendant 30 minutes & 120°C, puis au four Pasteur
pendant 3 heures 3 la température de 180°C.
La verrerie employée, en matériaux borosilicaté
comprend : _
a) des tubes 3 fond plat de 100 mm x 15 mm ("Veinules", Le Veinc-
tube, Sainte-Savine,France) pour 1l'entretien des souches;
b) des flacons carrés de 180 ml pour le départ des cultures
massives;
c) des boites de Roux de 1000 ml pour les cultures en masse.
Les boites de Pétri sont en matidre plastique stérilisées

par rayonnement et jetées aprés chaque usage.

2.2. Milieux.

L'isolement de souches d'amibes et leur conservation
en culture reste toujours la base de tout travail valable quel
qu'il soit.

Les divers types de milieux de culture se répartissent
en 3 catégories :

a) les milieux non définis, solides ou biphasiques de type agar
recouvert d'une couche de bactéries vivantes ou tuées.

b) les milieux semi-d&finis cu semi-synthé&tiques, monophasiques
et dépourvus d'éléments figurés comme le milieu de Cerva
(1969), le milieu C.F.A. (Fulton, 1970) et le milieu C.G.V.S.
(Willaert 1971).

¢) les milieux entiérement définis ou synthétiques tel que le
milieu de Adam (1959) et de Band (1961).

La choix du type de milieu dépend du but poursuivi, 3
savoir 1'isolement d'une souche, l'entretien en culture continue,
ou encore l'étude de caractéres biochimiques ou antigéniques des
organismes. '
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En ce qui concerne 1l'isolement d'amibes libres les
milieux non définis se montrent les plus favorables, néanmoins
l'installation in vitro d'ine population varie selcn les espéces
et selon les souches. Il y a donc intérét 3 diversifier les
types de miliecux utilisés. Puisque les amibes libres envisagées
dans notre étude, se nourissent essentiellement de bactéries,

d 1'isolement il suffira d'employer un support pcurvu d'une couche
de bactéries vivantes ou tuées. Le support le plus souvent

employé est l'agar 3 1,5 %. Suivant les auteurs les bactéries
employées varient mais le plus souvent Escherichia coli ou

Aerobacter aerogenes sont recommandées (Singh 1952; Culbertson,1958).

Nous employons l'agar 3 3 % pour des raisons pratiques,
i savoir la solidité du support, la déshydratation plus lente
(pour les milieux incubés 3 43°C) et la manipulation plus facile.

Liagar (Difco) est dissout dans l'eau bidistillée par
chauffage, puis stérilisé par autoclavage. Cette préparation est
ensuite distribuée dans les boites de pétri 3 raison d'environ
10 ml par bolite. Aprés sclidificaticn, quelques gouttes d'une
suspension laiteuse d'Aerobacter aerogenss, tués par chauffage
d 60°C pendant 1 heure (souche 6068, Institut Pasteur, Paris) est
€talée 3 la surface. Ces boites de pétri, prétes 3 l'emploi,
peuvent &tre couservées ainsi emballées dans un sac en plastique,
bien fermé 3 la température de +4°C, Pour éviter une éventuelle
surinfection rar levures ou champignons, il peut &tre incorperé
d 1'agar de 1la Nystatine (500 U par ml.) ou mieux encore la
5-Fluorocytosine 3 raison de 50 mcg par ml.

Aprés 1l'isolement sur le milieu précité, il peut &tre
procédé 3 l'adaptation en culture axénique en vue de l'entretien
en culture continue, de la conservation en azote liquide et
de l'obtenticn d'une production massive des organismes, en vue
de la préparation d'extraits antigéniques solubles.
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. Nous avons choisi comme point de départ le milieu de
Cervid (1969), lequel a été& modifié par la suite (Willaert,1971).

Composition du milieu de Cerva :

Bacto-casitone (Difco) 20 g
Sérum de veau (ou de poulain) 100 ml
Pénicilline 500.000 U
Streptomycine 50.000 meg
Eau bidistillée 900 ml

Nous avons observé que différents lots de sérums peuvent
influencer la multiplication des amibes Naegleria. En décomplé-
mentant le sérum 3 56°C pendant 30 minutes, certains lots se

montrent plus favorables, mais d'autres restent inutilisables.
Néanmoins, l'emploi de sérum de veau foetal présente un

avantage considérable tant pour 1l'adaptation de certaines
Souches que pour l'obtention de cultures plus riches. Nous
avons aussi observé une plus grande stabilité parmi ces lots de
Sérums. ‘

Tout comme Stevens et 0'Dell (1973) et 0'Dell et
Stevens (1973) ncus avons pu cconstater qu'une concentration de
5 pour cent de sérum de veau foetal donne les mémes résultats
Que 10 pour cent de sérum de veau normal ou foetal.

De plus, certaines souches d'amibes du genre Naegleria
cultivant mal ou incapables de se multiplier axéniquement ont

Pu etre adaptée au milieu de Cervd modifié.

Composition du miliéu de Cervd modifié :

Bacto-casitone (Difco) 20 g
Glucose 1g
Acide folique 2 mg
Biotin | 20 meg
Sérum de veau foetal (Flow) 50 ml
Pénicilline 500.000 U
Streptomycine 50.000 mcg
Eau bidistillée | 950 ml

pH 7.0
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Ce milieu appelé C.G.V.S. est essentiellement
employé pour , la culture axénique d'amibes du genre Naegleria.
Nous avons comparé ensuite ces deux milieux & 1l'aide
de quatre souches de Naegleria fowleri durant quinze repiquages.
Outre deux souches anversoises (ITMA 359 et ITMA 360) nous
avons &tudié les souches VITEK et HB-1. La température de

croissance était 37°C.

Dans ce but, des cultures igfes de six jours ont été
énsemencées 3 raison de 100.000 3 150.000 amibes par ml de
milieu neuf. Des numérations quotidiennes ont &té effectuées en
cellule de Thomas aprés agitation mécanique de la culture pendant
cing minutes. Les chiffres obtenus sur les diagrammes représentent
la moyenne de quatre cultures distinctes (fig. 1).
Nous avons pu observer
a) en milieu de Cervd : les 4 souches se comportent de 1la méme
fagon. nous observons des formes amiboldes mobiles,
des formes arrondies et des formes flagellées peu nombreuses.
La multiplication est active durant les huit premiers jours et
la population atteint une moyenne de 1.400.000 amibes par ml.
Un début de lyse s'observe 3 partir du 10e jour. Vingt jours
aprés 1'ensemencement il ne subsiste que peu de formes viables..
b) en milieu C.G.V.S. : les formes flagellées sont nombreuses.
Les amibes ont tendance 3 se multiplier en grumeaux et parfois
une multiplication 3 la surface du milieu est observé. Les
mémes phénoménes ont &té observés chez les trypanosomatidae
(Jadin et Wéry, 1963 et Jadin et Le Ray, 1969).

Une croissance abondante s'observe durant les huit premiers

jours, suivie d'une phase de multiplication modérée. La population

atteint une moyenne de 2 millions parfois de 2,5 millions
d'amibes par ml. Aucune lyse ne s'observe durant les 10
premiers jours de culture. Aprés 24 jours de culture des
formes viables subsistent encore.



Figure 1
r Croissance moyenne comparée de N.fowleri
(C.S.) et dans le milieu C.G.V.S.

dans le milieu de Cervj
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Les courbes de croissance comparatives sont représentées
dans la fig.1

Notre but &tait également de comparer les structures anti-
géniques d'esplces du genre Naegleria & celle d'espéces du genre
Acanthamoeba, nous avons essay® de cultiver Acanthamoeba

dans les mémes conditions. Nous Aavons pu observer que ces amibes
Se multiplient abondamment dans le milieu C.G.V.S., mais également
dans ce méme milieu dépourvu de sérum.

Composition du milieu C.G.V. (Willaert 1975).

Bacto-carsitone (Difco) 20 g
NaCl 5 €
Glucose 1¢g
Acide folique 2 mg
Biotin 20 mcg
Penicilline 500.000 U
Streptomycine 50.000 mcg
Eau bidistillce 1000 ml

pH 7.0

La stérilisation des milieux est effectuée par filtration
Sur membranes de O,22/&(Sartorius) et la stérilité est contrdlée .
par incubation du milieu & 37°C pendant 24 heures. Le milieu est
ensuite conservé 3 +4°C.

2.3, Isolement.

L'isolement d'amibes libres 3 partir d'échantillons d'eau,
du liquide céphalo-rachidien, de selles, d'organes et d'autres
origines est toujours effectué sur Agar-bactéries tuées, rarement
en milieu liquide monophasique.

Les échantillons d'eau sont filtrée sur des membranes d'acétate

de cellulose (Millipore ou Sartorius) avec une porosité de 1,2
microns. Apré&s filtration de 1'échantillon la membrane est ensuite
incubée avec 1a face filtrante sur le surface d'agar.
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Lés&chantillons de’selles; d%organes ou de terre sont
d&pdsés ou &talés sur une moitié de la surface d'agar. Sur l'autre
moitié quelques pastilles d'antibiotique 3 large spectre sont
disposés de fagon & obtenir une zone relativement exempte de
contaminants microbiens, ce qui facilite la mise en culture axénique
des amibes prélevées 3 ces endroits. Les boltes de Pétri sont
ensuite scellées au parafilm, afin de conserver 1'humidité.

Trois boites de Pétri d'un méme é&chantillon sont successi-
Vement incub&es aux températures de 28°, 37° et de 43°C, ce qui
Permet de sélectionner les amibes pathogénes. En effet, Naegleria
fowleri se multiplie 3 1a température de 43°C tandis que les amibes
Non pathogénes ne se multiplient pas 3 cette température élevée
(Griffin, 1972).

Aprés observation d'une multiplication amibienne 3 1l'aide
d'un microscope inversé, on peut procéder 3 1l'isolement d'une
Colonie d'amibes vépétatives apparemment homogéne, ou attendre
la formation de kystes pour prodéder au clonage. La présence de
kystes permet d'orienter le diagnostic du genre de 1l'amibe.

La forme caractéristique des Rystes d'Acanthamoeba (fig.2,3) et
de Naegleria (fig. 4,5,6) facilitent notre choix.

2.4, Clénage.

Pour travailler dans des conditions optimales avec une
Population homogdne, nous cldnons les souches utilisées 3 partir
de kystes. La méthode employée a été& récemment décrite par Das
(1972). Les kystes sont récoltés sur la surface d'agar avec de
1'eay distillée, puis lavés i plusieurs reprises par centrifugation
5'i1 y a une trop grande contamination bactérienne. Le clBnage est
effectuéd sur des plaques & cupules (Agglutination slides Clay-Adams),

-~

SOus le microscope 3 faible grossissement (obj. x10, oc. x 10).




Figure 2
Kystes d'Acanthamoeba sp.

Figure 3
Kyste d'A.castellanii Neff.

Figure 4
Kystes de N.gruberi CCAP 1518. Les ostioles sont nettement visibles.

Figure 5
Kystes de Naegleria sp.

Figure 6 .
Kystes de N.fowleri.
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Des microgouttes d'eau distillée sont placées dans chague

concavité de la plaque, de fagon 3 ce qu'une goutte recouvre

un champ microscopique. Avec une micropipette une gouttelette

contenant quelques kystes est ajoutée 3 la premiére goutte. Sous

observation microscopique; il est possible 3 1l'aide d'un capillaire

de prélever 2, 3 ou U4 kystes et de les tranférer dans la goutte

suivante. On poursuit ce transfert jusqu'd obtention d'un seul

kyste dans une gouttelette. Ce kyste peut &tre transféré plusieurs

fois afin de s'assurer de la présence d'un seul kyste. Ce kyste est

ensuite inoculé sur une surface d'agar reccuverte de bactéries tuées.

Ainsi @ d'une culture hétérogéne on a pu sélectionner la forme

typique et obtenir des populations pures appropriées pour la mise

en culture axénique et tout étude morphologique ou immunochimique.
Un autre moyen de cldnage, mais moins précis, consiste

3 enfoncer. unc pipette Pasteur finement effilée dans la

surface d'agar 3 1'endroit ol se trouve un seul kyste ou trophozolite.

Ensuite on dépose en soufflant légérement dans la pipette, le

morceau d'agar avec le kyste sur un milieu neuf. Cette manipula-

tion est aisément effectuée 3 1'aide d'un microscope inversé.

Cette méthode est trés rapide mais 1la réussite n'est pas toujours

assurée. De plus, il faut que les kystes d'amibes soient bien

dispersés sur la surface d'agar et non agglomérés comme c'est

généralement le cas. Cette méthode est valable en cas de contamina-

tion fongique, pour prélever une colonie d'amibes apparemment homo-

géne. Cette manipulation permet souvent d'éliminer les contaminations.
Le cldnage d'une population constitue une étape importante

dans tout &tude envisagée. Il faut, avant de poursuivre

toute analyse, vérifier 1'homogénéité parfaite de la population

d'organismes étudiée.

2.5. Adaptation.

A partir d'une culture de formes végétatives d'une popula-
tion ¢l1ldnfée, on ensemence les milieux liquides monophasiques pour
obtenir des cultures axéniques.
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Cependant, la mise en culture continue pose souvent
certaines difficultés, variables selon les souches et les
espéces, plus marquées, en milieu monophasique que sur milieu
solide. Nous 1l'avions constaté avec Le Ray (Le Ray et al.,1970)
pour les Trypanosomatidae., Notre expérience a montré que
1/ le fait d'avoir isolé une souche ne sipnifie pas nécessairement

que cette souche pourra &tre réguliérement subcultivée : une
crise d'adaptation s'tobserve au cours.des premiers repiquages,
causée vraisemblablement par la disparition de certains
constituantg de leur environnement;

2/ le transfert de la culture d'un milieu donné 3 un autre requiert
également une période d'adaptation. Cette période d'adaptation
peut €tre longue et difficile 3 surmonter.

La population a axéniser est lavée de la surface d'agar avec
du milieu liquide neuf, ensuite cette suspension est ensemencée
en veinotube et incubée 3 28° et 37°C. L'incubation 3 différentes
températures permet de trouver la templrature optimale, donnant le
meilleur développement de la souche.

Les cultures sont examinées au microcscope inversé;
dés l'observation d'une multiplication favorable, la population
est repiquée '

Lt'augmentation de la fréquence des subcultures aide
i surmonter la phase lytique qui se produit dé&s les premieres
subcultures pendant l'adaptation des souches.

Parfois, il est nécessaire d'avoir recours 2 des antibio-
tiques pour éliminer les contaminants bactériens provenant de 1'iso-
lement., Nous employons de préférence la Neomycine (10 mcg par ml)
ou la Rifadine (50 meg par ml).

On effectue le repiquage & 1l'aide d'une pipette Pasteur
stérile en prélevant une partie du culot et en le transférant dans
du milieu neuf, préalablement chauffé 3 une température &gale
3 celle du laboratoire.
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Quand les contaminants bactériens ne sont pas €liminés
par 1'addition d'antibiotiques, il peut &tre procédé par chauffage.
Pour cette technique on récoltera sur la surface d'agar une pcpulation
d'amibes enkystées. Cette suspension de kystes (avec des bactéries
contaminantes) est ensuite incub&e au bain~-marie 3 56°C pendant
30 minutes. Puis on ensemence les milieux neufs. Ainsi nous
avons obtenu des cultures axéniques d'Acanthamoeba dont les kystes

sont trés résistants 3 1a chaleur. I1 faut procéder 3 plusieurs
repiquages successifs permettant de stabiliser 1l'entretien régulier
d'une souche axénique. On estime qu'une souche est stabilisée en
culture quand aucune modification des conditions de culture n'est
nécessaire pendant dix repiquages. Une fols bien &tablie sur un
milieu donn2? une souche peut se cultiver indéfiniment sans diffi-
culté particuliére .

Certains échecs ont été rencontrés durant nos isolements
et adaptations, car toutes les espéces ou souches ne se multi-
plient pas en culture axénique dans nos conditions d'expériences.,
I1 s'agit, une fois de plus, d'espices zppartenant aux genres
Vahlkampfia et Hartmannella.

Nous avons pu adapter en culture axénique continue 23
souches du genre Naegleria et 2 souches du genre Acanthamoeba.

2.6. Entretien.

En routine, les cultures sont ensemencées sur des milieux
neufs en veinotule contenant 3 ml. de milieu. Le milieu neuf est
préalablement porté 3 la température du laboratoire.

L'inoculum, 0,5 ml environ, est prélevé au fond du tube
avec une pipette Pasteur et transféré dans un milieu neuf. Une
goutte de 1l'inoculum est contrdlée au microscope a@ contraste de phasa
afin de s'assurer de la pureté de 1la cultﬁre.

Les repiquages & 28°C se font tous les 8 3 10 jours et
ceux & 37°C tous les 5 3 6 jours pour les souches de Naegleria.

Les souches d'Acanthamoeba qui se lysent moins vite, sont repiquées

-~

tous les 8 jours 3 37°C et tous les 14 jours & 28°cC,
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2.7. Culture en masse.

Le développement d'une culture peut &tre décomposé
schématiquement en quatre phases (fig. 7).
1) phase de latence
2) phase de multiplication active (cu logarithmique)
3) phase stationnaire
4) phase de lyse.

Pour avoir un bon rendement en corps cellulaires lors de
la récolte, la culture doit étre maintenue en phase logarithmique
de multiplication. Les organismes sont 3 prélever en fin de phase
2 et le volume de 1l'inoculum doit étre €valué de maniére 3 ramener la
population au début de phase 2.

La production des antigd@nes en grande quantité&, nécessite
la culture massive des amibes dans des récirients & grand voclume.

Ces cultures massives sont réalisées en flacons de Roux
de 1000 ml préalablement siliccnés, contenant 200 ml de milieu
de culture. Dans ces flacons le milieu est &talé en une couche mince,
assurant une bonne oxygég9tion. L'ensemencement est réalisé par
1'inoculation de 50 ml d'une culture de 7 jours environ.

Quand il s'agit d'amibes du genre Naegleria, de 10 i 12 jours

environ pour les amibes du genre Acanthamoeba.

En pratique, les cultures en masse, en flacons de 1000 ml
demandent d'abord l'exaltaticn et l'entretien des souches par
repiquages en veinotubes tous Yed 5 jours, puis par transferts
successifs en volumes de 25 ml et de 50 ml tous les 8 jours et
finalement par ensemencement dans 200 ml de milieu frais en flaccn
de Roux permettant 1la culture en couche mince. Dans le cas, des
amibes, letvolume minimal de 1l'inoculum a &t& &gal au qQuart de volume
3 ensemencer.
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Figure 7

Evolution schématique d'une culture cellulaire de Naegleria in vitro.
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Les organismes sont récoltés au début de la phase
stationnaire aprés 8 3 9 jours de culture pour Naegleria
et aprés 10 3 12 jours de culture pour Acanthamoeba.

3. Cryoconservation

3.1. Principes.

La conservation de souches de Protozcaires 3 basse
température est devenue indispensable car l'entretien d'une
collection pose toujours un probléme aux laboratoires. Cet entretien
nécessite un temps et un matériel considérable, de plus les
souches sont constamment & la merci d'une surinfection et
surtout de modifications de leurs caractéres morphologiques et
biologiques qui surviennent inévitablement au cours des passages.

Les basses températures arrétant le métabclisme cellulaire,
constituent en théorie le moyen de choix pour conserver des corps
cellulaires dans 1'état d'origine.

Depuis le début de ce siécle la congélation 3 basse
température a permis 3 Laveran et Mesnil (1904) de retrouver virulent
Trypanosoma lewisi aprés un séjour de 15 minutes 3 -196°C,

température de 1l'azote liquide. Depuis, bien de recherches
ont été menées pour la mise au point des m&thodes appropriées
i3 chaque micro-organisme.

Les travaux de Meryman (1960), Mazur (1960,1962)
et Resseler et al.(1965) sur des micro-crganismes et des
protozcaires, ainsi que les travaux de Lovelock (1953) sur des
globules rouges émettent une thécrie générale : si on considére
un systéme biologique quelconque, ccnstitué d'eau et de cellules,
soumis 3 un abaissement progressif de température, deuxbhénoménes
physiques interviennent; d'abord un ralentissement de la vitesse
des réactions chimiques, ensuite un changement de phase par
cristallisation de 1l'eau sous forme de glace.



- 41 -
Lers de la cropréservidtion deux passages critiques sont 3
prendre en considération; tout d'abord 1la congélation progressive,
ensuite la déconpélation qui doit é&tre brutale.

3.2. Technique.

A 1'Institut de Mé&decine Tropicale 3 Anvers, Resseler
et al. (1965) ont mis au point une technique, laguelle a permis
de stabiliser avec succés un grand nombre de souches de Trypanoso-
matidae en particulier. La viabilité de ces organismes congelés
s'est maintenue pendant plus de 9 ans. Cette technique s'est
€galement montrée valable pour de nombreux autres organismes.
Néanmoins, pour les amibes du genre Entamoeba, la technique
s'est montrée inefficace. Pour cette raison, nous préconisions
une méthode dérivée de celle de Neal (1974)., Cette technique procéde
par congélation lente en présence des dim&thylsulfoxyde (OMSO)
comme agent cryoprotecteur, par conservation 3 -196°C dans 1'azote
liquide et par décongélation rapide.

Deux volumes de plusieurs culots de cultures riches en
amibes (concentration &ventuelle par centrifugation afin d'obtenir
environ 1.106 amibes par ml) sont mélangZs aseptiquement 3
un volume d'une solution 3 22, 5 % de diméthylsulfoxyde (Merck,
Darmstadt) en ringer glucosé 3 1 %, préalablement stérilisé&e par
filtration, afin d'obtenir une concentration finale de 7,5 %. Ce
mélange est riparti dans des ampoules de 1ml en verre borosili-
caté recuit (Vel, Leuven) scellées 3 1l'aide d'un chalumeau.

Le ncm de la souche et 1la date de congélation sont mentionnés
sur une €tiquette autocollante protégée par du papler adhésif
transparent,

La cong€lation est effectuée 3 1l'aide d'un dispositif de
refroidissement contrllée (Linde, Biological Freezer, modéle BF-3-1,
Union Carbide) permettant des taux de refroidissement de 0,5°C
d 19°C par minute. Ce dispositif comprend une enceinte de congélation
d'une unité de contrdle thermique. L'enceinte de congélation d'une

capacité de 40 ampoules est refroidie par vapeur d'azote liquide.
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A 1'aide de ce dispositif, la congélation lente est assurée
par équilibrage de la suspension en ampoules pendant 10 minutes
3 + 5°C ensuite par refroidissement de 1°C par minute jusqu'id
-70°C, puis de 5°C par minute jusqu'd -100°C.

La congé€lation lente s'effectue sous le contrlla d'un intégrateur
de température dont la courbe de congélation est mécaniquement..
enrégistrée (type G-11 A, Varian Associates, Palo Alto, California).

Les ampoules sont ensuite &mergées 3 -196°C dans 1l'azote
liquide. Les récipients utilisés pour 1la conservaticn de nos
souches sont des conteneurs isothermes de 28,5 litres de capacité
de type Linde LNR-25-B, comprenant six canisters munis de cing
pcts en aluminium pouvant contenir chacun vingt ampoules, soit
au total environ 600 ampoules par par conteneur. Le niveau
d'azote liquide est réajusté chaque semaine.

Pour la décongélation, l'ampoule prélevée est immédiatement
plongéedans un bain-marie & 40°C. Aprés environ 90 secondes d'agita-
tion mécanique, la ccntenu de 1l'ampoule est revenu 3 1'état liquide.

Pour chaque souche congelée, une fiche de référence est
établie, portant le nom et les caractéristiques de 1la souche ainsi que
ses conditions de congélation et son numéro d'ordre (conteneur,
canister, pot) dans la cryothdque.

Nous préservons de cette fagon des souches d'amibes dépuis
4 ans, tout en conservant leurs caractdres morphologiques et biolo-
giques. Notre collection d'amibes conservéesen azote liquide s'éléve
d plus de 150 souches.

4, Préparation des extraits antigéniques.

La pureté et 1l'intégrité des antig@nes cellulaires
dépendent essentiellement des procddés de lavage, d'extraction
et de conservation qui leurs sont appliquée. Des conditions normalisées
ont été définies sous contrdle immuno&lectrophorétique systématique
des &tapes préparatives. Les organismes récoltés sont lavés puis

broyés mécaniquement 3 1'état congelé, les extraits ont &té

ultracentrifugés, dialysés, lyophilisés et conservés sous gaz inerte.
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Tocutes les manipulations sont menées le plus asepti-
quement possible. D&s l'extraction des constituants cellulaires
la température a €té maintenue entre 0 et 4°C.

4,1 Récolte.

Les amibes sont récoltées en fin de la phase de multi-
plication active, c'est-3d-dire pour les Naegleria se cultivant 3
37°C au 8e jour et pcur les Acanthamoeba se cultivant 3 28°C

entre le 10e et 12e jour de leur multiplication.

Avant la récolte tous les flacons de cultures sont
examinés macrccospiquement et microscopiquement afin de
s'assurer de 1la pureté des cultures. L'absence de bactéries est
contr8lée par engemencement des cultures sur gélese et bouillon
nutritif (B.H.I., Difco) et de champignons par ensemencement sur
milieu Sabouraud. Périodiquement, l'absence de germes anaerocbies
est contrdlée en milieu thioglycolate et 1'absence de Mycoplasma

par ensemencement direct sur gélose PPLO. Ces examens ont
donnés des résultats négatifs.

Ensuite, les amibes sont concentrées par centrifugation
i température ambiante en pots de 250 ml dans un appareil Martin
Christ (Osterode am Harz) mod&le universal junior III, muni d'une
toupie & quatre godets (rotor n® 5010). La vitesse de centrifu-.
gation est de 885 g pour Naegleria et Ae 1500 g pour Acanthamoeba
pendant 19 minutes. Le surnageant est aspiré au moyen d'une pipette

reliée 3 une trompe 3 eau et un récipient intermédiaire. Les

culots sont rassemblés dans des pots piriformes (tubes a essai des
huiles n® 3114, capacité 125 ml) avant de procéder aux lavages.

4,2, Lavage.

Le lavage a pour but d'éliminer les contaminants antigéni-
ques du milieu de culture. Les organismes réccltés sont lavés dans
une solution de casitone glucosée (casttone, 10 g; glucose 1 g et
eau bidistillée, 1 litre) afin d'éviter une trcp grande lyse
1'efficacité du lavage ainsi due la lyse cellulaire ont été
visualisées par 1l'analyse immuno&lectrophorétique des eaux de lavage
3 l'aide 4d'immunsérum anti-milieu de culture et antiorganismes
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(cfr.‘3.1.2.). Les lavages ont &té effectués , 3 quatre reprises
par centrifugation & 4°C 3 885 g rendant 10 minutes en ce

qui concerne Naegleria et 3 deux reprises & 1500 g pendant

10 minutes pour Acanthamoeba.

4,3, Extraction

Pour obtenir une bonne appréciation du rendement
des cultures, le culot de centrifugation est pesé aprés les
lavages et mis en suspension dans une solution réfrigérée stérile
de NaCl 0,017 M 3 raison de 4 3 8 ml de solution par gramme en
poids humide d'organismes. La salinité de la suspension évite
la précipitation d'éventuelles englobulines cellulaires.

La concentration des organismes constitue un facteur
important dans la qualité antigénique. Toute dilution entraine un
abaissement de la température de décongélation du du systéme lors
de la lyophilisation des extraits cellulaires et défavorise
les conditions de lyophilisation.

Deux modes d'extraction ont &té employés.

Nous avons eu recours, pendant la premidre partie
du travail, 3 la technique du "mortier-glace™ préconisée par
Biguet et Capron (1965). La suspension des amibes en NaCl
0,017 M est versée dans un mortier en porcelaine (Haldenwanger),
mod&le 54, capacitd 2.500 ml). Le mortier est placé au congéla-
teur & =30°C. v
Lorsque la suspension est complétement congelée cn effectue
un broyage i 1l'aide d'un pilon, réduisant ainsi progressivement
en poudre le produit congelé. La poudre est ensuite triturée jusqu'i
fusion presque compl&te. Ce traitement est répété au moins 5 fois.
Le nombre de broyage, nécessaire pour obtenir une extraction
optimale a &8t& mis au point pour les Trypanosomatidée (Le Ray,1957).

Ensuite, nous avons eu recours 3 la mé“hcde d'extraction
préconisée par Ebedo (1960) 3 1l'aide d'une presse hydraulique.

La "X-Press" (Biotec, Bromma, Su&de; distribué en
Belgique par L.K.B.) existe en deux modéles, une de capacité de 5
ml et une de capacité de 25 ml. (fig. 89).
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Cet appareil est composé de deux cylindres identiques,
placés dans un manteau et séparés par un disque perforé. Le
produit 3 désintégrer est introduit dans un des cylindres et
congelé 3 =-30°C en méme temps que deux pistons courts logés
dans les cylindres et un long piston sur lequel la pression
est appliquée. Aprés avoir refroidi 1l'ensemble, on applique 3
l'aide d'une presse hydraulique, une pression d'environ 13
Tonnes/cmz.

Le contenu congelé du cylindre, sous l'action de 1la
pression, traverse le pertuis (2 mm de diamétre), ce qui provoque
la désintégration des amibes. En fait c'est le passage de la
phase ‘"glace I" en "glace II" qui se produit entrainant un
brusque changement dans la structure des cristaux. Ceci combiné
& la contraction rapide suivi de 1l'expansion du matériel congelé dé-~
sintégré des amibes, aprés la chute brutale de la pression.

La passage de la totalité de l'antig@ne par 1l'orifice est
répété 3 4 reprises. Entre chaque passage 1'X-Press est de nouveau
porté au congélateur 3§ -30°C. Aprés le dernier pasaage, l'antigéne
toujurs congelé, es® récupéré puis décongelé.

Nous préférons la méthode 3 1'X-Press, car les manipula-
tions sont moins longues, moins fastidieuses et le produit obtenu
est de qualité égale 3 celuil obtenu par le broyage manuel.

La qualité de 1l'éclatement cellulaire, par les deux
méthodes a été contrdlée par les examens pratiqués en microscopie
optique et en microscopie €lectronique et ne montrent plus de
celulles ni d'organelles intactes (fig. 9).

4.4, Ultracentrifugation préparative.

Aprés décongélation de l'antigéne, celui-ci est condi-
tionné dans des tubes 3 centrifuge en polycarbonate fabriqués pour
le rotor 40.000. L'ultracentrifugation est menée & 40,000 g 3
+ 4°C pendant 60 minutes dans une ultracentrifugeuse Martin-
Christ, modéle Omega II 70O,




Figure 8

Représentation schématique du princire de 1'X-Press : Les
crganismes congelds traversent le pertuis sous l'action de 1la
pressicn, ce qui entraine la désintégration effective des
corps cellulaires.

Figure 9
Contrile en microscopie électronique de la qualité de 1la
désintégration cellulaire.
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Une centrifugation insuffisante se traduit en immu-.
noélectrophorése soit par un éclatement de puits de dépdt de
l'antigéne, soit par une trainée obscurcissant le parcours
électrophorétique.

4.5, Dialyse.

Aprés centrifugation, le surnageant est dialysé. Celui-
ci introduit en tubes 3 dialyse Nojax (Sophyc, Levallois)
calibre 16 ou 21. La mambrane contenant l'antigéne est ensuite
immergée dans 1l'eau distillée & + U°C pendant environ:i2U.-.n.
heures. Un rapport minimal de 1 : 100 entre les volumes du

liquide 3 dialyser et de 1l'ecau distillée est respecté.

4.6. Lyophilisation

La lyophilisation constitue également une étape
importante dans la préparation des extraits antigéniques.

Nous avons eu recours 3 un équipement Usifroid
(Boulogne, France) comprenant un congélateur i rouleaux,
un microsublimateur de type MSP 32-4 et un galvanom@tre relié
i une série de sondes thermiques ce qui fournit la possibilité
d'un contrdle permanent des divers paramétres au cours de la
lyophilisation.

Le dialysat est réparti par volumes de 50 ml dans
les flacons plasma (capacité 500 ml) et une sonde thermique y
est introduite également. Le flacon est ensuite déposé horizon-
talement sur le congélateur 3 rouleau dans un bain d'alcool et
de carboglace et le produit est congelé rapidement en coquille
8 une température la plus bassepogsible. Le flacon est ensuite
rapidement introduit dans une alvéole du sublimateur, relié 3
1l'enceinte sous vide et entouré d'un bain thermostaté ce qui
permet une accélération de la sublimation par apport de calories.
Le produit est ainsi lyophilisé& en une seule étape.

Le produit obtenu est une poudre floconneuse, trés
légére et bien soluble dans 1l'eau distillée.
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,7. Conservation.

L'antigéne est pesé et conditionné dans des flacons
& pénicilline 3 raison de 20 34 30 mg, & fin de connaltre le
rendement final dec la culture en poids sec.

L'extrait antigénique est conservé 3 1l'abri de toute
réhydratation et réoxygénation pour ne pas altérer la qualité.
Une meilleure conservation est gssurée par le maintien sous
gaz inerte ou l'air est remplacé par l'azote stérile (Azote
A 28, Air liquide). Les antig@nes ainsi traités peuvent &tre
conservés 3 l'obscurité et 3 la température ambiante du labora-
toire, ou mieux encore en congélateur 3 =-30°C.

Nous n'avons observé aucune altération importante

des extraits conservés aprés 36 mois et plus.

4,8. Rendement.

Le rendement de la récolte dépend de 1a qualité du
sérum de veau incorporé au milieu de culturc (facteur 3 négliger
aprés emploi du sérum de veau foetal) de la qualité de 1'inoculum

et de la durée de multiplication.
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Nous avons eu recours, pour ce travail, 3 172 litres
de milieux C.G.V.S. et 3 86 litres de milieu de culture C.G.V. 210
grammes d'organismes ont fourni 9 g d'extrait lyophilisé.
Généralement les récoltes ont &té de l'ordre de 1 g d'organismes

par litre de milieu de culture et le lyophilisat a représenté environ

4 pour cent du poids humide (Tableau 2).
La qualité antigénique des extraits obtenus a été
constante durant toute la pé€riode du présent travail.

4.9. Analyse physico-chimique

Des lyophilisats de six espéces différentes ont été
analysés par examen spectrophotométroqie dans l'ultra-violet
et dans le visible et par dosage de 1'azote.

4.,9.1. Spectrophotométrie.

Les spectres d'absorption lumineuse ont &té établis
d 1'aide d'un spectrophotométre enregistreur Beckman, modé&le DB ¢
(double faisceau) en cuves de 1 cm (chemin optique); spectrophoto-
métre : DO de O § 2; enregistreur : 100 mV, vitesse 2 et 5,
€talonnage avec témoins eau bidistillée et sulfate de dextrane
(donnant un maximum d'absorption & 260 mn); dilution effectuée:
1 mg/3 ml.

a)ultra-violet

Quatre lots de N.fowleri (souches ITMAP 359, HB-1
et IMVS Morgan), un lot de N.jadini (ITMAP 400) et un lot de
N.gruberi (c.c.A.P. 1518) ont été examinés 3 la concentration’

de 1 mg/ 3 ml eau bidistillée. Les spectres U.V., de N.fowleri

(fig. 10) et de N.jadini sont quezlitativement et quantitativement
3 peu prés identiques. La pente ascendante de 1la courbe est faible
et croit lentement dans la zone située autour de i =280 nm.

On observe un maximum d'absorption vers x= 258 nm et un minimum
versik2is - 248 nm. Le spectre d'absorption de N.gruberi est un
peu différent et montre un maximum d'absorption vers X =266 nm

et un minimum vers X = 247 nm.

5
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Le matériel U.V., absorbant de N.fowleri et de

N.jadini est constitué essentiellement d'acides déoxyribonucléiques
et de ses dérivés tandis que chez N.gruberi 1le matériel U.V.
absorbant consiste surtout en dérivés d'acide ribonucléique.

Un lot d'A.castellanii (souche Neff) et un lot 4d'A.
rhysodes ont été examinés 3 la concentration de 1 mg/3 m} eau

bidistillée. Les spectres U.V. dec ces deux souches sont
sensiblement identiques (fig.11). On observe un maximum d'absorp-
tion vers ™ = 258 nm et un minimum vers )= 240-243 nm.
Ces spectres sont typiques des acides nucléiques
et dérivés. La quantité importante d'acides nucléiques
dans les lyophilisats refléte la multiplication exponentielle
des organismes étudiés.
b) Visible :
Les mémes lyophilisats ont &ét& examinés 3 la méme concen-
tration qu'en ultra-violet.
Aucune absorption n'a été observée entre ™ =320 nm
et = 800 nm. On peut conclure 3 l1l'absence de pigment
en quantité décelable dans les conditions de 1l'examen.
La méme observation a &té faite pour T.b.brucei

(Le Ray,1974) et pour T.cruzi (Afchain, communication personnelle).




Spectre d'absorption dan
extrait antigéni

Figure 10

s 1'ultraviolet d'un

que 1yophilisé de N.fowleri.

Spectre d'absorption dans 1'ultraviolet d'un

Figure 11.

extrait antigénique lyophilisé d'A.castellanii.

nm
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Tableau 2 : Rendement de la récolte (poids humide) et de
l'extraction (pcids sec) de diverses espéces de
Naegleria et Acanthamoeba.
Espéce Souche Nombre Poids humide Pcids sec
Lots (mg/1 milieu) (% poids humide)
N. fowleri ITMAP 359 i 1.021 6,2
N.fowleri ITMAP 360 2 690 6,2
N.fowleri MEDVED Morgan 2 974 4,3
N.fowleri HB-1 1 1.195 6,8
N.fowleri VITEK 1 1.038 5,7
N.fowleri MEDVED PAa 2 1.202 4,7
N.fowleri N.a.1 1 729 5,7
N.fowleri C-66 1 892 5,8
N.jadini ITMAP 40O 2 911 3,9
N.gruberi C.C.A.P, 1518 3 529 5,4
 Naegleria sp. VMEDVED A 4 735 5,3
Naegleria sp. MEDVED PPMFR 2 814 4,3
Naegleria sp. MEDVED BG 6 2 1.495 4
Acanthamoeba sp.Neff 3 866 3,6
A.rhysodes C.C.A.P. 1534 2 784 h,7
A.culbertsoni .-1 3 1.046 2,7
A.polyphaga 1 324 4,3
Acanthamceba sp. ITMAP 1042 1 756 4,7
A.palestinensis 1 4oy L,2
A.astronyxis 2 837 3,3
A.terricola 1 453 5,5
A.cadtellanii 1 924 4,3
A.castellanii (d.c} 2 - 760 3,6
Acanthamceba sp. IMVS RUS 22 1 1.016 2,6

-
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4.9.2. Dosage d'azote.

Le dosage d'azote a été effectué par la méthode de Dumas
appliquée au Nitrogen Analyser, modéle 29 Colemena. Les examens
ont porté sur des quantités de lyophilisats de 2 mg et 2,5 mg.

La teneur en azote chez une méme souche est stable
d'un lot 3 l'autre de lyophilisat (tableau 3), mais par contre
variable d'une souche 3 l'autre d'une méme espéce. Pour N.fowleri
nous avons trouvé une moyenne de 18,5 (en mg d'azote pour 100 mg
de lyophilisat) et une variation de 15,2 3 25,2 suivant les
souches. Des lyophilisats de N.gruberi obtenu aprés culture
monoxénique et axénique, montrent une teneur en azote variable,
allant de 11,7 3 14,5 pour cent. Des lyophilisats de trois
espdces différentes d'Acanthamoeba ont montré peu de variation
en teneur d'azote allant de 16,6 3 18,2%.

Tableau 3 : Teneur en azote d'extraits lyophilisés de Naegleria
et d'Acanthamoeba.

Espéce souche Lyophilisat mg % azote
Naegleria
N.fowleri ITMAP 359 2 16,2
no 3 16,1
" 5 16,6
N. fowleri MEDVED Morgan 1 20,8
N. fowleri VITEK 2 20
N. fowleri HB-1 1 25,2
N. 'fowleri MEDVED PAa 3 15,2
N. gruberi C.C.A.P. 1518 © 5 11,1
N. gruberi C.C.A.P. 1518 ° 9 14,5
N. jadini ITMAP 400 1 16,7
Naegleria sp. MEDVED BG-6 2 17,6
Acanthamoeba
Acanthamoeba sp. Neff 1 16,6
Acanthamoeba spo. ITMAP 1042 1 17
A. rhysodes 1 18,2

*+ en culture monox&nique
% en culture axénique



_52_

5. Analyse immunoélectrophorétique.

Les principes de l'analyse immunoé&lectrophorétique
ont été développées par 1'Ecole 1lilloise de Biguet et Capron
(Biguet et al., 1965; Capron, 1970). Le protocole proposé pour
les antigénes vermineux et fongiques procéde par hyperimmuni-
sation du lapin 3 1l'aide d'extraits lyophilisés en présence d'ad-
juvants, par absorption assurant la spécificité des hyperimmun-
sérums et par immuno&lectrophorése. Il nous restait & en

b3

adapter les modalités 3 un matériel protozoologique.

5.1, Immunsérum.
Les immunsérums sont obtenus par immunisation expéri-
mentale de lapins suivant la méthode préconisée par Biguet et al.,

(1965).

5.1.1., Immunisation.

Des lapins de ferme de 3 kg sont immunisés par injection
hebdomadaire, dans 1l'espace sous-claviculaire, de 2 mg d'antigéne
hydrosoluble dissout dabs 0,5 ml d'eau physiolcgique, émulsionné
dans un volume &gal d'adjuvant de Freund complet (Difco). Avant
La premidre injection de 1'antigéne, on prélédve du sang pour contrdler
l'absence d'anticorps naturels vis-3-vis l'antigéne d'immunisation.
L'immunisation, par injection hebdomadaire est menée aussi ‘
longtemps que s'observe une augmentation du nombre d'arcs de préci-
pitation lors du contrdle bimensuel de sérums en immunoélectrophorése.
Ce procédé d'immunisation permet d'obtenir des sérums hyperimmuns
(hyperimmunisation).

Une immunisation révélant la cinétique de 1l'gpparition
des anticorps est menée avec un antigéne figuré. Cet antigéne
constitue le culot de l'ultracentrifugation préparative, lequel
est injecté de la méme fagon que pour l'hyperimmunisation sans
adjonction d'adjuvant de Freund. Cectte immunisation est menée
durant six semaines et les lapins sont saignés deux fois par
semaines.

Nous avons au total immunisé 39 lapins.
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5.1.2. Saignée,

Les saignées s'effectuent 3 la veine marginale de
l'oreille 3 1'aide d'un dispositif de saignée sous vide. Aprés
la sixi®me semaine d'hyperimmunisation la premidre saignée
s'effectue, puis sont pratiquées tous les quinze jours, pendant
que l'immunisation continue. Une saignée de contrdle est effectuée
avant toute injection. Des volumes de 20 3 150 ml de sang sont
obtenus. Le sérum est séparé aprés rétraction du caillot 1le
Jour de la saignée. L'immunsérum recueilli 3 chaque saignée est
caractérisé par le numéro du lapin et par le numéro d'ordre de la

saignée.

5.1.3. Contrdle, caractéristiques et conservation.

Dés 1'obtention des immunsérums leur qualité et leur
spécificité ont été examinées en double diffusion et en immu-
noélectrophorése. Les anticorps précipitants dirigés contre
les composants antigéniques originaires du milieu de culture
ont été épuisés par absorption. Des mignées distinctes n'ont
jamais &t€é mélangées. Les immunsérums ont été conservés
par congélation 3 -30°C pendant les contrdlcs de qualité
ensuite par lyophilisation en volume de 0,3 ml et maintien
sous vide en ampoules scellées.

5.2. Absorpticn

Les anticorps non spécifiques présents dans un immun-
sérums ont &té absorbés par des extraits antigéniques hé&térologues,
afin de déterminer les composants antigéniques spécifiques de l'or-
ganisme étudié. L'épuisement de ces anticorps est contrdlé
par double diffusion en gel. Nous avens rencontrée une difficulté
au cours de notre étude due 3 la présence d'antigénes apparentés
présents chez l'orpanisme hétérolopue en quantité beaucoup plus
faibles que chez l'organisme homologue. L'absorption ne
proveoque alors qu'un &puisement apparent. Pour pouvoir affirmer
la spécificité des résultats, il est nécessaire de poursuivre
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1'absorption au deld de la dcse nécessaire 3 1l'épulsement,

sans qu'une modification des arce de précipitation en réaction

homologue se révéle.

L'épuisement des immunsérums a €t€ pratiqué :

a) avant toute étude, par des extraits lyophilisé& des milieux
C.G.V. et s€rum de veau, afin d'éliminer les réactions
croisées dues aux antigénes du milieu de culture.

b) lors de la comparaison des mosalques antigéniques d'organismes

+  distincts 3 1'aide de lyophilisats d'extraits hétérologues,
afin d'établir la spécificité antigénique de 1l'organisme homologue.

L'absorption est menée par solubilisation des extraits
antigéniques directement dans l'immunsérum. Préalablement, la

dose d'absorption a été définie en micro-méthode par addition

de quantités croissantes d'antigénes hétérologues (solution d'an-

tigéne 3 1 mg dans 20 microlitres d'eau distillée), par incubation

d 37°C pendant 2 heures puls 3 4°C pendant la nuit et par

centrifugation & 2.800 g pendant 10 minutes.

L'ensemble de 1l'épreuve d'absorption consiste dans

a) le contrdle en macro-immunodiffusion de 1l'existence de réactions
croisées (fig. 12);

b) 1'épuisement progressif de 1'immunsérum par addition de quantités
croissantes d'antig@ne hétéroclogue et contrdle en micro-
immunodiffusion vis-3-vis des antigénes hétérologues et homo-
génes (fig. 13). Ceci permet de déterminer la quantité d'anti-
géne. hftérologue nécessaire et suffisante pour assurer la

disparition totale des rfactions croisées.

¢) 1l'absorption de l'immunsérum répété une seconde fois & 1l'aide
de la dose d'épuisement apparent et contrdle en micro-
immunodiffusion ;

d) contr8le d'épuisement complet en macro-immunodiffusion (fig. 14).

e) 1l'analyse immunoélectrophorétique en caractérisant les composants
antigéniques spécifiques (fig. 15).



Ftapes de l'épreuve d'absorption croisée

Figure 12
Réactions croisées entre N.fowleri et N.gruberi, révélées &

1l'aide d'un hyperimmunsérum anti-N.fowleri,

Figure 13
Absorption progressive de 1'hyperimmunsérum anti-N.fowleri

par un extrait de N.gruberi.

Figure 14
Contrlle d'épuisement en double diffusion des réactions croisées.

Pigure 15
Caractérisation immunoélectrophorétique des spécificités

antigéniques de N.fowleri.
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5.3. Précipitation en gel.
Les réacticns d'immunoprécipitaticn sont pratiquées
selon les méthodes de Biguet et al. (1965).

5.3.1. Substrat

Nous employons 1l'agarose (indubiose type A 37;Industrie
Biologique Frangaise, Genneviliers) 3 1 % en tampon barbital
8 pH 8.2.(16 g de diéthylbarbiturate de sodium, Merck; 22 ml
HC1 1N, eau distillée 3 1.000 ml; pH 8.2 : I 0,1). L'agarose
est dissout dans le tampon barbital au bain-marie sans dépasser
90°cC.

Les lames de verre destinées 3 supporter le gel sont de
deux types principaux; microlames de 80 mm x 25 mm x 2 mm et
macrolames de 120 mm x 50 mm x 2 mm. Elles ont €té nettoyées
dans un bain d'acide sulfochromique, rincées i l'eau destillée
et conservées dans du méthancl-&éther &thylique (volume 1 : 1).

Les lames sont recouvertes rapidement avec 1l'agarose
8 raison de 4 ml par microlame et de 12 ml par macrolame
(environ 1 ml d'&parose par 5 cm2 épaisseur couche est d'environ
3 mm). Laisser refroidir 3 température ambiante.

5.3.2. Double diffusion. :
La double diffusion suivant Ouchterlony (1948), modifiée

par Abelev (1960) a comme principe, 1a diffusion de 1l'antigéne et de

1'antisérum, 1'un vers l'autre 3 travers le gel d'aparose.

a) Macrométhode : 0,25 ml de sérum est déposé dans un puits de 12mm

-~

de diamétre et opposé § 2 mg d'antirdne solubilisé dans 20 microlitres
d'eau distillée et déposé dans un puits de 4 mm de diamétre distant

de 7 mm 3 bord (fig. 16 b). La réaction se fait durant la nuit 3 tem-
pérature ambiante, puis pendant incubation & 4°C durant

48 heures.
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b) Mierométhode 25-30 microlitres 4'immunsérum dans un puits

de 4 mm de diam@tre sont opposés 3 3 microlitres d'une solution
antigénique (1 mg antigéne solubilisé dans 10 microlitres d'eau
distillée), déposés dans un puits de 1 mm de diamétre distant

du puits d'immunsérum de 2 mm bord 3 bord. La disposition des

puits est représenté i 1'échelle millimétrique (fig.16 a).

Ce procddé a &t& utilisé& pour la recherche des conditions d'épuise-
ment par absorption progressive.

5.3.3. Immunoélectrophorése.

Dans 1l'étape immunoélectrophorétique nous distinguons
également une micro- et macrométhode. La microméthode est employée
en raison d'économie d'antigéne et sert principalement aux contrd-
les des saignées des lapins et des lots d'antiréne. La macrométhode
est employée en raison de commodité de lecture.

Les puits et gouttiéres sont découpés dans le gel; 1les
puits sont évidés; les gouttiéres ne le seront qu'aprés la
séparation électrophorétique. Les lames sont déposées dans une
cuve en perspex (Pleuger, Wijnegem) munie d'électrodes 1linéaires
en platine. Un couvercle 3 parois inclinées assure 1'écoulement
latéral de 1l'eau de condensation en cours d'électrophoré&seé., L'anti-
géne lyophilisé& est solubilisé 3 raison de 10 micrclitres d'eau
distillée par mg de lyophilisat. Les puits des microlames regoivent
1 mg ceux du macrclames 5 mg. Le contact entre le gel et le tampon
des compartiments 3 €lectrode est assuré par des ponts de.papier
Whatman n°1. L'électrcphorése est menée 3 temp&rature ambiante

d 20 V pendant 2h30 sur microlames, 3 24 V pendant 5 h sur macro-
lames. La différence de potentiel est mesurée aux extrémités de
chaque lame.

La séparation &lectrophorétique terminée, les gouttidres
sont €évidées et remplies d'immunsérum concentré préalablement’.
3x par lyophilisation et resolubilisé en eau distillé; dans le
tiers du volume initial, 3 raison de 0,1 ml par gouttidres de micro-

lame et de 0,3 ml par gouttiére de macrolame (fig.17).



Figure 16.
Matrices millimétriques des réactions de précipitation en double

diffusion : (a) microméthode; (b) macrométhode.

Figure 17.
Matrices millimétriques des réactions de précipitation en immunoé-
1ectrophor§se : (@) microméthode; (b) macrométhode.
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Aprés inéubation en chambre humide, avec de l'azide de sodium,
pendant une nuit a8 température ambiante, les microlames sont laissées
24 heures 3 4°C et les macrolames 48 heures. Cette incubation
peut &tre prolongée si nécessaire mais ne doit pas dépasser
3 jours & 4e°cC,.

5.3.4. Lecture des lames.

Une lecture préliminaire des immunoé&lectrophorégrammes
est effectuée en lumilre indirecte apré&s 1l'incubation des lames &
température ambiante ainsi qu'avant lavage. Aprés coloration, la
lecture définitive a lieu par examen 3 la coupe en lumiére
transmise 3 travers un verre dépoli et par décalque de 1l'image
projetée au moyen d'un agrandisseur photographique.

Les arcs de précipitation sont numérotés, par convention,
de 1'extrémité cathedique vers l'extrémité anodique et de 1la
gouttieére vers le centre de la lame.

5.3.5. Lavage, déminéralisation et coloration.

Aprés incubation des réactions d'immunoprécipitation,
les lames sont placées pendant au moins trois heures, dans une
solution de citrate trisodique 3 5 % dans 1'eau distillée afin de
dissoudre d'éventuels complexes du type substance C-protéine
C-rlactive. Les substances de type C se rencontrent fréquemment
dans les extraits cellulaires et déterminent de fausses ré€actions
de précipitation (Biguet et al., i965) avec la protéine C-réactive
de certains sérums.

Ensuite les lames sont lavées en solution isotonique
tamponée (9 g de CaCl,, 1 g de NaN,, 900 ml d'eau distillée,

100 ml de tampon barbital pH 8,2 ; pH final ajusté 3 7.5 - 8.0

& 1'aide d'une solution de KH, PO, 3 8,08 g/1) 3 température
ambiante durant 24 3 48 heures dans undispositif & courant continu,
outillé d'un'filtre 3 charbon activé.



-5‘8-

Aprés lavage les lames sont nettoyées au pinceau avec
soin puis recouvertes de papier Whatman n°1 pour la déminéralisation
et le séchage 3 température ambiante.

Ensuite les lames sont colorées au Noir Amido B (425 ml
d'une solution d'acide acétique pur 3 60 ml/1, 425 ml d'une
solution d'acétate de sodium 3 13,61 g/1; 2 g de noir Amido
10 B Merck, eau distillée jusqu'a 1000 ml) durant 5 minutes pour
les microlames et 10 minutes pour les macrolames. La différentia-
tion est assurée dans l'acide acétique pur 3 2 % dans 1l'eau
pendant 10 minutes dans 3 bains successifs, puis les lames sont

séchées sous ventilateur.

6. Epreuve sérologique par 1l'immunofluorescence.

Le but de toute réaction sérologique est de mettre
en évidence la fixation d'un anticorps sur l'antigéne corres-
pondant. En immuncfluoresc¢ence ce résultat est obtenu en marquant
les anticorps avec des substances fluorescentes appelées
fluorochromes.

Le principe de la réaction 4'immunofluorescence consiste
donc & mettre en contact des anticorps marqués et un antigéne
figuré. Aprd@s incubation, lavage qui élimine le conjugé en excés,
la préparation est examinée en lumidre ultra-vioclette.

Si les anticorps sont spécifiques de l'antigéne considéré,
ils se fixent sur l'antigdne en formant un complexe fluorescent grice
aux molécules du fluorochrome auxquelles ils sont couplés.

Au contraire, s'il n'y a pas de correspondance entre
l'antigéne et les anticorps marqués, ces derniers ne peuvent
se fixer et sont €liminés lors du lavage.

Depuis le travail princeps de Coons (1941), diverses
modifications importantes sont intervenues. Elles concernent
en partichlier les fluorochromes employés. Actuellement l'isothiocya-
nate de fluorescéine est le plus souvent employé en raison de la
facilité de conjugaison aux anticorps, la stabilité du conjugué et
1'intensité de sa fluorescence.
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Parmi les techniques d'immuncfluorescence les plus emplnyées
sont la méthode directe et la méthode indirecte.
6.1. Préparation des antigénes.

6.1.1. Antigénes de culture.
Ces antigénes sont préparés selen la méthode préconisée
par Wéry-Paskoff (1971) pour E. histolytica .

Des cultures axéniques, &péest de cing jours environ
sont centrifurées pendant 5 minutes 3 885 g. Pcur les cultures
d'amibes sur agar bactéries, les amibes sont prélevées au moment
ol la pcpulation présente principalement des formes végétatives.
Le sédiment d'amibes est encuite lavé 3 fois en eau casitone.
Aprés les lavages les amibes sont fixées pendant 30 minutes dans
une solution de tampon & pH 7.2. (NaCl 8,5 g3 Na,PO, 3,5 g3
cau bidistillée 100 ml; ajuster le pH & 7.2. avec Na Cl 1N)
contenant 2 % de formol de commerce. Aprés fixation, la suspension
d'amibes est de nouveau lavée troils fois dans le tampon
d pH 7.2. Le culct est ensuite dilué de fagon 3 obtenir environ
25 amibes par champs microscopique (obj. 40x oc.10x). Les gouttes
d'antigénc sont ensuite déposées sur des lames pour immuno-
fluorescence (B.G. Mérieux) 3 10 réactions par lame. Les antigénes
sont ensuite séchés 3 la température ambiante, puis emballésen papier
doux (Kleenex) et conservé® en présence de silicapel bleau (Merck)
dans des boites hermétiquement fermées au congélateur & =-30°C.
Au moment de l'emploi, les lames sont reportées & tcmpérature
ambiante dans un dessicateur contenant du silicagel.

6.1.2. Antipénes de biopsies.

Les biopsies doivent &tre nécessairement fixEes au
formol pour assurer les meilleurs résultats. La préparation des
coupes histologiques est assurée par les techniques classiques.
I1 est souhaitable d'employer des coupes trés minces (2 3 3 microns)
lesquelles doivent &tre déparaffinées avant la réaction 4'immunofluo-
rescence.
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6.2. Antisérum.
Deux méthodes d'obtention d'antisérums scnt employées :
a) une méthode préconisée par Vaitukaitis et al. (1971)
modifiée par Capron. Cette méthode consiste en une seule série
d'injections intradermiques 3 1'aide d'1 mg d'antigéne solubilisé
dans 1 ml d'eau physiclogique et émulsionné & 3 ml d'adjuvants
de Freund incomplet, préalablement ajoutée de M.butyricum

(25 mg pour 19 ml de Freund incomplet). Avec ce mélange on procéde

d 40 injections intradermiques sur les flancs 4dAu lapins

préalablement rasé. Simultanément, une injcction intramusculaire

avec 1 ml de vaccin anticoquelucheux est effectue. Les lapins

sont saignés anrds 8, 15, 21 et 28 jours.

Les différents saignées sont contrllées en réaction

homclogue, ensuite en réacticn hétérolopue vis-3-vis d'organismes
communs et les antisérums seront sélectionné&s suivant leur spécificité.

b) une méthode préconisée par Van Meirvenne et al (1974), laquelle
consiste. en une seule injection intraveineusc d'amibes vivantes.
Une culture d'amibes est lavée 3 plusieurs renrises et concentrée
de fag¢on d'obtenir 1.106 amibes dans 0,5 ml d'cau casitone
rpluccs@e. Cette susrpension est inject&e dans la veine margina‘e
de 1'oreille du lapin. Les saiendes sont effectudes au 7, 14
et 21 jours aprés 1l'immunisation. Ces saignées sont ensuite contrd-
lées par la réaction 4'immunofluorescence et sélectionnées suivant
leur spécificités.

6.3. Immunofluorescence indirecte.

Dans 1a méthode d'immunoflucrescence indirecte Weller et
Coons, 1954), on met en contact 1l'antigéne avec les dilutions du
sérum & &tudier. Si ce dernier contient des anticorps spécifiques,
ceux-ci se fixent sur les sites antigéniques. Dans le deuxiéme
temps de la réaction, ces anticorps sont mis en &vidence grice
d un conjugué fluorescoat anti-immunoplobulines (fig. 18)., Cette
technique bénéficie d'une plus grande sensibilité que la méthode
directe.



Figure 18.
Principe de la méthode indirecte d'Immuno-Fluorescence
(d'aprés P. Ambroise-Thomas).
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Nous avons enployé la méthode préconisée par Ambroise-
Thomas (1969) pour 1'étude de 1l'amibiase 3 E. histclytica et la

technique de Stamm (1974) pour les coupes histologiques.

6.3.1. Méthode pour antierdnes de culture.

Les pcrte~objets contenant les antigdnes sont sortis
du congélateur et portés 3 la température du laboratcire dans
un deSSicaiﬁﬁﬂnﬁ%?ﬁﬁﬁgnt du silicagel. Les sérums 3 étudier
dont dilués propression arithmétique dans le tampon & pH
7.2. 8 partir de la dilution de 1/2. Sur chaque empreinte d'antigéne
une goutte de chaque dilution du sérum est placée et incubée pendant
30 minutes 3 température ambiante dans une chambre humide. Les
lames sont ensuite lavées dans le tampon 3 pH 7.2. 3 trois reprises
On recouvre ensuite chaque empreinte 4'une goutte de conjuré fluores-
cent dilué 3 raison de 1 : 100 dans une solution de Bleau d'Fvans
d 1 : 200 (Bleu Evans 1 g; tampon pF 7.2 : 200 ml). Aprd&s 30
minutes de contact les lames sont de nouveau lavées 3 trois reprises
dans le tampon, puis aprés avoir enlevé l'excés de tampon elles
sont pouvues 4'un couvre objet monté sur une goutte de glycérine
tamponnée (9 parties glycérine, 1 partie tampon pH 7.2; ajuster
PH 7.2. 3 7.4.).

6.3.2. Méthode pour coupes histologiques.

Cette méthode est la méﬁ%e%%% décrite antérieurement,
seulement le conjupué flucrescent est dilué & 1/50 et mis &
incuber pendant 30 minutes, tandis que la courte coloration par le
bleu A'Evans est effectuée pendant 10 3 15 minutes & la dilution
de 1 : 10.000.



- 62 -

6.3.3. Dispositif de lecture.

Nous avons réalisé nos examens 3§ l'aide d'un micros-
cope Leitz "Dialux" &quipé pour la fluorescence d'un boitier
d'éclairage 250 pourvu d'une lampe 3 vapeur de mercure HBO-200 W.
Nous utilisons un condensateur 3 fond clair, 3 sec et des objec-
tifs achromatiques 20x, 40x et des oculaires 6x.

Nous avons choisi des filtres d'excitation dans le bleu
conditionné par le spectre d'absorption du fluorochrome utilisé.
Nous utilisons des filtres 4 mm BG 12 et un 4 mm BG 38. Le filtre

d'arrét est un "Rlau Abs" (K 51I).

6.3.4, Interprétation des résultats.

Pour apprécier objectivement 1l'intensité de la fluorescence
(diaphragme du condensateur ferm&) on interprdte la brillance
de la maniére suivante :

+++4 = fluorescence brillante sur toute la surface des amibes
+++ = fluorescence brillante i la périphérie, pdle au milieu
++ = étroite bande de fluorescence 3 la périphérie

+ = peu de fluorescence i la périphérie

absence de fluorescence

Les dilutions d'antisérums employdes, au taux de spécifici-
té en réaction homologue, vis-3-vis d'un antigéne hétérologue sont
interprétés comme é&tant significatifs 3 ++++ et +++,

7. Morphologie et biologie.

7.1. Observations en microscopie photonique.

Toutes les observations morphologiques ont été effectuées
sur le vivant, 3 l'aide d'un microscope "Leitz" Ortholux II,
€quipé d'un contraste de phase.

Les mensurations de kystes portant sur une moyenne de 100
individus et de formes végétatives portant sur une moyenne de 25
individus ont &t& réalisées sur le vivant (objectif 100 X,

micro métre oculaire 6X).
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" Les tests de flagellation sont pratiqués par incubation

en eau distillée 3 28°C pendant au moins 2 heures.
La division nucléaire a été étudiée 3 1l'aide de la -

technique de Singh et Das décrite par Das et al, (1974).
Nous reprenons ici "in extenso" cette méthode.
A. souches

Des cultures homogé&€nes d'amibes du genre Naegleria

-~

sont obtenus 3 partir d'un seul kyste. La lignée est ensuite
subcultivée tous les 24 3 48 heures sur agar non nutritif
recouvert de jeunes cultures d'Aerobacter aeropgenes dans le but des

€tudes cytologiques.

B. méthode

- Un mince film d'agar non nutritif (Difco) 3 1 % est appliqué, &
l'aide d'un couvre objet, sur des porte-objets préalablement
nettoyés et stérilisés,

- Une jeune culture d'Aerobacter aerogenes, cultivé sur B.H.I.

(Brain Hear infusion, Difco) gélosé, est délicatement déposée 3
1'aide d'une oese sur le mince film d'agar.”

- Les amibes sont ensuite ensemencdes sur le film d'agar recouvert
de bactéries et cultivées pendant 24 3 48 heures.

- Les amibes en phase active de multiplication sont fix€es &
l'aide du fixateur de Carnoy (60 parties d'alcohol &thylique
absolu; 30 parties de chloroforme et 10 parties d'acide acétique
glacial), pendant 35 3 40 minutes. |

- Aprés fixation, les préparations sont transférées dans
1'€thanol 3 90 % pendant 24 heures.

- Les préparations sont ensuite placées successivement dans
1'éthanol 3 70 %, 50 Z et 30 %, puis dans 1l'eau distillée.

- Le film d'agar est enlevé des préparations en agitant doucement
la lame porte-objet dans l'eau distillée. Un grandg nombre de
trophozoites collés 3 la lame, peut &tre observé 3 l'aide d'un
microscope inversé.
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~ Les préparations sont ensuite placées dans l'alun ferrique pendant
3 38 4 heures, puis dans l'eau distillée.

- Ensuite les préparations ont &té placées dans une solution aqueuse
d'hématoxyline a 0,5 % pendant 24 heures ou plus.

- Elles sont différentiées dans 1'alun ferrique 3 1 % sous contrdle

microscopique. Aprds diffdrenciation les préparations sont lavées .

- La déshydratation est exécutée selen la méthode classique

d 1'éthanol et le xylol en exposant les préparations pendant

10 minutes a chaque degreé.

7.2. Brocédé d'observation en microscopie électronique.

7.2.1. Microscopie &lectronique conventionnelle.

Le matériel est fixé dans une solution de tétroxyde
d'osmium 3 1 ¢ en milicu tamponné 3 pH 7,2. Nous avons utilisé
différents types de milieu tamponné. Le milieu commercialisé
par Mérieux sous le nom de tampon Acétate de Véronal-Magnésium-
Caleium 3 pH 7,2 est le plus facile & utiliser de plus il nous
permet d'obtenir d'excellents résultats. Ce tampon est utilisé& addi-
tionné de 4 % de saccharose.

Aprés déshydratation 3 1'étanol pur puis & l'oxyde de
propyléne le matériel est enfin enrob& dans 1'Epon R 812, selon
Luft, (1961).

Les coupes ont &t& faites & 1'ultratome LKB III, puis
contrastdes 3 l'acdtate d'uranyl et au citrate de plomb (Millonig,
1961; Reynolds, 1963), enfin examinées au microscope électronique

Philips EM 300.

7.2.2. Microscopie électronique A balayage.

Le matériel 3 examiner est fix& selon Parducz (1964) dans unc
solution de tétroxyde d'osmium et de chlorure mercurique. Il
est ensuite déshydraté par passage successifs dans des bains

d'alcool, dans des bains dlacétate d'iscamyle puis dans du CO2

liquide. Cette dernidre opération se fait dans un(appareil a2 point
critique (Polaron). L'enceinte de cet appareil est brusquement
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chauffte, le CO2 liquide passes en phase gazeuse dans que les
membranes cellulaires s'efféndrent. Enfin, les cellules

dé 3 & . .
shydratées sont recouvertes, par evaporatlon, d'une fine couche

~

d'or. Le matériel est alors examiné 3 1'aide d'un microscope
€lectronique JEOL SEM 50.

7.2.3. Cryod€capage et microscopie &lectronique.

Le matériel est préalablement passé dans un bain de glycérine

ou de diméthylsulfoxyde, est fixé par immersion dans du fréon

puls dans de 1l'azote liquide. Placé sur un support, ce matériel est
ensuite introduit dans un Freezing Etching Apparatus F 301 de
Balzers, toujours 3 la température de l'azote liquide.

Grice 3 un dispositif spécial le fragment supérieur du matériel

d examiner est class&, puis grice 3 un autre dispcsitif 1'eau du
cytoplasme situde au niveau de la tranche de section est sublimée
de fagon 3 produire une 1légére dénivellation, enfin le tout est
recouvert d'or par évaporation,

La mince couche d'or de recouvrement est ensuite plongée dans un
bain d'acide sulfurique, de cette fagon toutc trace de matériel
organique disparait. Cette mince couche est ensuite dépnsée sur
une grille et examinée au microscope &lectronique Philips F M 300,

T.3. Etude biclogique.

Les méthodes d'isolement, de cldénage et de culture sont
déerites précédemment dans ce chapitre (2.2.3; 2.2.4). ,

Des souris NMRI de 10 3 15 grammes ont &t& emplcyées pour
l'instillation par voie intranasale et 1'inoculation par voie
intracérébrale. Les techniques empnloyées sont celles décrites par
Lépine et al. (1964).

A. Instillation intranasale :
Anesthésie : 1l'anesthésie 3 1'éther doit &tre profonde

pour &viter le réflexe d'éternuement chez la souris lors de 1l'instil-
lation,

Nous préférons employer ccomme anaesthésique le Nozinan
(Levomepromazine, Specia), 3 raison de 15 mg/Kg par injection

intrapéritonéale.
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De méme qﬁ'Anderson et Jamieson (communication personnelle)
nous avons pu constater que les amibes du genre Naegleria
sont sensihles aux vapcurs d'éther; cette sensibilité &
1'8ther donne des résultats inconstants et non reproductibles.
Instillation : Prendre la scuris entre le pouce

et 1'index par 1la peau de la nuque et la tenir verticalement.

On place 1'aiguille 3 quelques millim@tres au-dessus des

narines de la souris et on laisse tomber la quantité de suspension
i instiller. En tenant la souris 3 la verticale on &vite un
éventuel rejet de la suspension. Cette manipulation est d'ailleurs
effectuée dans une enceinte en perspex.

B. Incculation intra-cérébrale.

Pour effectuer cette manipulation nous emplcocyocns une
seringue de 1 ml gradue au 1CO &me avec une aiguille intradermique.
La souris est immobilisée sur un grillage servant d'appa-
reil 3 contention.
Ensuite 1'aiguille est enfoncée de 2 & 3 mm de profondeur & environ
5 mm au~dessus de 1l'oeil. Ne pas injecter plus de 0,03 ml;

retirer 1l'aiguille d'un coup sec.

Le geste consistant & fixer le piston de la seringue avec
1'index lors de la perforation du crine et du retrait de l'aiguille
est important car il &vite toute erreur sur la quantité injectée.



CIAPTTRE 3

ANALYSE DMMUNOELECTROPHORETIQUE DU GENRE NAEGLERIA

"Ce sont les espéces les plus florissantes ou
dominantes de chague genre qui présentent la
plus forte moyenne de variétds, lesquelles (...)
tendent 3 se convertir en espéces nouvelles et

distinctes".

Charles Darwin.
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La comparaison des structures antigfniques d'un groupe donné du régne
animal permet de montrer 1l'apport indiscutable des méthodes immunoélectrophoréti-
ques pour toute étude zoologique, taxonomique et biologique (Capron et al., 1972).

I1 ne faut surtout pas perdre de vue, que les composants révélés par
1'immunoélectrophorése, proviennent de l'organisme entier et que chacun de ces
composants représente une famille immunologiquement distincte de protéines. Donc,
la différence immunostructurelle observée entre deux espéces peut 8tre considérée
comme 1'expression d‘'une proforde différence génétique.

Le genre Naegleria représente une unité dont 1'homogénéité morphologi-
Que est trds marquée. Actuellement, trois espdces ont été décrites, N. gruberi
(Schardinger, 1899), N. fowleri (Carter, 1970) et récemment nous avons décrit une
nouvelle espéce N. jadini (Willaert et Le Ray, 1973). D'autres espéces décrites
ont &té mises en synonymie avec N. gruberi (Fulton, 1970) et N. fowleri (Griffin,
1972; willaert et al., 1972; Lastovica, 1974). A ces trois espéces du gemre
Naegleria viendront sans doute se joindre d'autres espdces. L'apport de 1'€tude
comparée des structures antigéniques par 1'immunoélectrophorése est appelée 8 y
Jouer un grand réle.

Nos recherches 3 propos de ces amibes ont &té entreprises 3 la suite
de cas de méningo-encéphalite amibienne primitive survenus en Belgique (Jadin et
al., 1971; Hermanne et al., 1974 et Vardepitte et al., 1973) et i la suite de
leur dispersion considérable de ces amibes dans notre envirormement (Jadin et
Willaert, 1972).

Aprés l'isolement d'une série de souches de ﬁggglggig chez 1l'homme et
dans son environnement, nous avons entrepris leur caractérisation antigfnique en
vue d'établir leur position taxonomique, afin d'éliminer la confusion due & 1'ap-
parition de synonymes ainsi que pour vérifier 1'éventualité d'une adaptation 3 la
Vie parasitaire de ces amibes, dites "libres".

1. Etude préliminaire.
1.1. Etude antigénique du milieu de culture.

Les structures antigéniques d'amibes du gerre Naegleria ont été analy-
sées au stade en culture axénique présentant en majorité des formes végétatives.
Des formes flagellées sont occasionnellement présentes, mais un stade kystique n'a
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pas été observé dans une jeune culture axénique.

Dans le but de contrdler 1l'analyse des antiggnes amibiens, l'antigfni-
cité du milieu de culture "C.G.V.S." est contrdlé i 1'aide d'hyperimmunsérums anti-
milieu de culture et antisérum de veau et antis@rum de veau foetal. La réponse
antigénique vis-3-vis du milieu de culture, des lapins immunis@s avec un antigéne
amibien, est contrdlée 3 1'aide d'antigénes "milieu de culture" préparés par dialy-
se et lyophilisation. Par la méme occasion, les conditions optimales de lavage
des corps cellulaires lors de leur récolte ont pu étre précisées.

L'analyse immnoélectrophorétique des différents constituants du milieu
de culture C.G.V.S. a révélé que seul le sérum de veau foetal est responsable de
la présence d'anticorps contaminants chez le lapin lors de 1'hyperimmunisation avec
les antigénes amibiens.

Un hyperimmunsérum préparé contre le sérum de veau et contre le sérum
de veau foetal, permet d'observer en réaction homologue, par 1'analyse immunoélec-
trophorétique, 23 composants antigéniques.

L'analyse immnoélectrophorétique des amibes cultivées en milieu C.G.V.
S. menée 3 1'aide d'hyperimmnsérums anti-sérum de veau et anti-sérum de veau foe-
tal, révdle 4 3 5 composants antigéniques (fig.25). Les hyperimmunsérums anti-ami-
bes opposés au C.G.V.S. ou au sérum de veau révdlent de 1 i 3 arcs de précipitation,
parmi lesquels les arcs localisés dans la zone des immunoglobulines et de 1'albumi-
ne sérique se retrouvent constamrent.

Etant donné que la structure antigénique du sérum de veau est identique
d celle du milieu de culture, il est préférable d'utiliser 1l'antigéne sérum de veau
(ou sérum de veau foetal) pour les absorptions des hyperimmunsérums anti-amibiens
afin de ne conserver que les camposants amibiens.

Le milieu C.G.V., utilisé pour la culture des Acanthamoeba et de Monas,
ainsi que le milieu de culture d'Euglena gracilis opposés aux hyperimmnsérums

anti-amibiens ne déterminent aucun arc de précipitation.

Par contre, le milieu agar + Aercbacter aerogzenes tués opposé aux hy-
perimmunsérums anti-amibiens révéle de 1 i 4 arcs de précipitation, lesquels cor-
respordent aux anticorps dirigés contre 1'A. aerogenes (fig.19). Ce milieu de cul-
ture est utilisé principalement pour 1'cbtention des extraits antigfniques de

Y;;avara, H. vermiformis et T. rostratus.




Figure 19,
Anticorps précipitants spontanés révélés par des hyperimmunsérums
anti-N.fowleri et anti-A.castellanii par un extrait antigénique

d'Aerobacter aerogenes.

Figure 20
Contrdle des conditions de lavage. Constituants antigéniques du
milieu de culture C.G.V.S. présents aprés récolte des organismes

-~

au cours des quatre lavages (L 1 3 L 4),

Figure 21
Constituants antigéniques de N.fowleri 1libérés au cours des
lavages des organismes aprés la récolte.

Figure 22

Contrlle de l'extraction des constituants antigéniques cellulaires
de N.fowleri. Comparaison immunocélectrophorétique des extractions

obtenues par le mortier-glace et par "1'X-Press”.

Figure 23
Mosalque immuncélectrophorétique de N.fowleri ITMAP/359. Vingt -
sept composants sont cbjectivés sur 1'immuncélectrophorégramme.
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Tous les hyperimmunsérums anti-amibiens ont &té absorbés préalablement
par un antigéne A. aerogenes avant de déterminer les parentés entre les espéces
d'amibes et les antigénes précités.

1.2. Contrdle de la pureté antigénique des antigénes amibiens.

La présence d'antigdnes sériques dans les extraits antigéniques ami-
biens a &té mise en évidence et dépend des conditions de lavage. En effet, 1'hyper-
immunsérum anti-sérum de veau a permis de contrdler immnologiquement les eaux de
lavages successif's des organismes récoltés.

Les diverses eaux de lavage, obtenues au cours de la récolte des ami-
bes, sont concentrdes 100 fois par dialyse en tubes Nojax (Calibre 12, Sophic,
Levallois) contre le P.V.P. (polyvinylpyrrolidone, SPECIA, Paris). Ces différentes
eaux de lavage sont testées en immunoélectrophorése contre un hyperimmunsérum
anti-sérum de veau. Les immuno&lectrophorégrammes des eaux de lavage n°l, 2 et 3
révdlent respectivement 13, 5 et 5 fractions antigéniques. L'eau de lavage n°l ne
révéle qu'une trace de fraction antigénique dans la zone des albumines (fig.20).

Cette analyse a permis de déterminer les conditions minimales assurant
la disparition dans les eaux de lavage, des composants antigéniques du milieu de
culture.

En conséquence, les immunsérums anti-amibiens ont &té systématiquement
absorbés par le sérum de veau (ou sérum de veau foetal) 3 raison de 5 3 15 mg de
lyophilisat par ml d'immnsérum, suivant le protocole d'absorption croisée.

Les antigfnes "eaux de lavage" opposés 3 un hyperimmunsérum anti-ami-
bien homologue ont permis de contrdler la perte du matériel antigénique pendant
les lavages. Ces immuno&lectrophorégrarmes des eaux de lavages n°s 1, 2, 3 et 4
révdlent respectivement 9,5, 4 et 4 fractions antigéniques d'origine amibienne
(fig. 21).

L'analyse immunoélectrophorétique permet ainsi de réaliser la cinéti-
que de la disparition des proté&ines du milieu de culture et le contrdle de la lyse
des amibes au cours des lavages successifs pendant la récolte de l'antigéne corps
cellulaire. Elle semble &tre une méthode de choix pour le contrdle de la purifica-
tion et la standardisation des antiggnes.
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1.3. Comparaison immunologique des méthodes d'extraction d'antigfnes.

La mise au point du nombre de broyages au pilon, nécessaire et suffi-
sante pour obtenir une extraction optimale a été effectué par Le Ray (1975) 3
propos des flagellés. Aprés trois pilonnages, peu de cellules 3 contour intact
subsistent dans la suspension et 1l'analyse immunoélectrophorétique ne révéle pas
d'augmentation de 1'intensité des arcs de précipitation. Au cinquiéme broyage, le
cassage cellulaire parait terminé. Un second cycle de cing broyages ne solubilise
que peu de matériel antigénique. En conséquence, le nombre de cing broyages a été
retenu.

Nous avons ensuite comparé 1l'extraction par broyage au pilon & 1l'ex-
traction 3 1l'aide de 1'"X-Press".

Quatre compressions ont dorné les meilleurs résultats selon les crité-
res morphologiques, ultrastructurels et immmologiques. Ce mode de broyage, d'exé-
cution simple et rapide a fourni des résultats parfaitement reproductibles et com-
parables en immuno&lectrophorése mais non supérieurs (fig.22) aux résultats obte-
nus en mortier, 3 propos des amibes libres. Par contre le rendement du lyophili-
sat obtenu aprds broyage par X-Press s'est montré en général inférieur 3 celui
obtenu par broyage au mortier (Tableau 4). Quatre compressions 3 1'X-Press procu-
rent un rendement 1légdrement supérieur 3 trois compressions tandis que la compa-
raison immunodlectrophorétique ne révéle aucune différence significative.

2. Structure antigénique de N. fowleri

Au départ de nos recherches nous avons adopté 1'appellation N.fowleri
(Carter, 1970) en faveur de N. aerobia (Singh et Das, 1970) et N. invades (Chang,
1971), en raison de sa priorité en date de publication suivant les régles du code
international de la nomenclature zoologique.

Les structures antigéniques de Naegleria fowleri ont &té analysées 3
1'aide des formes végdtatives en culture in vitro. Les structures antigéniques
ont été &tablies pour référence aux souches ITVAP 359, IMVS Morgan et HB-1, patho-
génes pour 1'homre. Elles ont &té& comparées et 1'identité de leurs composants a
été déterminée par 1'éprueve d'absorption croisée.
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Tableau 4 : Rendement des lyophilisats suivant le mode et le nombre d'‘extractions.

Espéce

Normbre Nombre broyages Moyenne Poids sec

lots (% poids humide)

Mortier X-Press

N. gruberi 1518

"

N. fowleri IMVS Morgan

"

N.fowleri IMVS PA 90

1"

N.fowleri IMVS PA a
"
]

Naegleria sp.IMVS A 2

"

A.culbertsoni A-1

L

A. rhysodes

1t

H. vermiformis

"

2 - 3 2,3

2 - 4 4,05
1 5 - 5,7

1 - 3 2,8

1 5 - 4,1

1 - 3 3,6

1 5 - 4

1 - 3 3,9
1 - 4 5,3

2 - 3 2,3

2 - it 4,05
2 7 - 3,2

1 - 3 1,7

1 5 - 5,4

1 - 3 b1

1 - 3 0,94
1 - y 1
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L'analyse immunoélectrophorétique a permis de définir successivement :
a) la structure immunoélectrophorétique de N.fowleri;
b) la stabilité de cette structure au cours du maintien des souches in vitro;
c) la constance de cette structure chez des souches isolées 3 partir de 1'homme
et de distribution géographique distincte; .
d) la constance de cette structure chez des souches isolées chez 1'homme et celles
isolées dans 1'environnement; |
e) la stabilité de la structure immnoélectrophorétique en culture in vitro 3
différentes températures.
L'étude des structures antigéniques de N.fowleri a été réalisée en se
basant sur les réponses antigéniques de 12 lapins et 3 1l'aide de 23 lots d'extraits
antigéniques. ’

2.1. Structure antigénique de la souche ITMAP 359,

L'analyse immnoélectrophorétique a &té menée 3 1l'aide de huit immun-
sérums homologues distincts et cing lots d'extraits antigéniques.

2.1.1. Hyperimmunisation.

Six lapins ont été immnisés de fagon 3 obtenir des hyperimmunsérums,
titrant un maximum en anticorps, permettant par la suite de révéler les parentés
antigéniques existantes entre les diverses souches et les différentes espéces.
Parmi ces hyperimmunsérums, deux ont été retenus, caractérisés par leur pouvoir de
révélation élevér (£ig.27). Celles-ci ont servi de référence pendant l'ensemble de
cette étude.

L'analyse immunoélectrophorétique d'un extrait hydrosoluble de
N.fowleri souche TIMAP 359 par les hyperimmunsérums homologues Hls7, Mlsg et 6559
permet d'objectiver au moins 27 composants antigéniques d'origine amibiemne (fig.
23). Ceux-ci sont schématisés sur la fig.2l.

L'absorption préalable des hyperimmunsérums 3 1l'aide du sérum de veau
et 1'incubation des immunoélectrophorégrammes dans une solution de citrate trisodi-
que permettent d'affirmer la nature spécifiquement amibienne de la structure anti-
génique décrite.

ILe nombre important de composants antigéniques observé dans les ex-



Figure 24
Diagramme des composants immunoé&lectrophorétiques de N.fowleri.
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Figure 27.
Nombre d'arcs de précipitation révelés par différents lapins
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traits antigéniques de N.fowleri témoigne de la complexité de ses structures immu-
nochimiques réflétant sa constitution génétique.

2.1.2. Imunisation cinétique.

Deux lapins ont été immunisés 3 1l'aide d'un antigéne "brut" (culot
d'ultracentrifugation préparative) sans addition d'adjuvant de Freund. Cette immu-
nisation permet de suivre la cinétique de 1l'apparition des anticorps et de vérifier
la spécificité de geux-ci vis-3-vis d'autres espéces au sein du méme genre et vis-
3-vis d'autres genres.

L'immunsérum 38 (83, Sy et SS) ainsi que 1'immunsérum 39 (82, SB’ Su
et SS) permettent de sulvre 1l'apparition progressive des arcs de précipitation en
réaction hamologue. (fig. 26, 27).

Le méme nonbre d'arcs de précipitation a étd décelé 3 1'aide
de ces immunsérums vis-3-vis d'extraits antigéniques d'autres souches de
* N.fowleri d'origine humaine et d'origine libre, ainsi que partiellement vis-3-vis
des extraits antigéniques d'autres espéces du genre Naegleria,

2.1.%. Stabilité en culture.

Les hyperimmunsérums n° 41 et 65 ont &té& produits par 1'immnisation
3 1'aide de deux lots distincts d'extraits antigéniques. Ces lots ont été préparés
3 un interval de 15 mois de culture continue. La comparaison immunoédlectrophoréti-
que des hyperimmunsérums 41 et 65 ne révéle apparemment pas de différences signi-
ficatives compte tenu des variations quantitatives dues 3 la préparation des ex-
traits antigéniques. L'épreuve d'absorption nous a permis de vérifier cette obser-
vation. L'absorption compléte des anticorps précipitants confirme que la structure

antigénique initiale est restde inchangfe au cours de 1l'entretien prolongé in vitro.
Ces résultats nous ont permis d'affirmer que la mosaique antigénique

de N.fowleri TTMAP 359 s'est montrée stable et reproductible au cours de notre
étude.

2.2. Structure antigénique de la souche IMVS Morgan.

L'analyse immunoélectrophorétique a été menée 3 l'aide de deux hyper-
immunsérums homologues distincts et de 2 lots d'extraits antigéniques.
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' L'analyse irmuncélectrophorétique de 1l'extrait hydrosoluble de
N.fowleri IMVS Morgan par 1 'hyperimmunsérum homologue T4 (815) a permis d'objecti-
ver au moins 28 composants antigfniques d'origine amibienne. Cette mosaique anti-
génique s'est montrée stable et reproductible par les deux extraits antigéniques

préparés i un interval de 12 mois de culture continue.
2.3, Structure antigénique de la souche HB-1

La souche HB-1 a servi 3 d&finir N.aerobia et N. invades.

L'analyse immunoélectrophorétique de 1'extrait hydrosoluble de
N.fowleri HB-1 par 1'hyverimmunsérum homologue 85 (S7, SB) permet d'objectiver au
moins 28 corposants antigéniques d'origine amibienne. Un seul lapin a été immunisé
d 1'aide d'un seul lot d'extrait antigénique. Nous n'avons pas estimé nécessaire
de produire plusieurs hyperimmunsérums avec différents lots d'antigéne, puisque
nous envisageons seulement d'effectuer un contrdle supplémentaire pour &tablir
1'identité de souches de N.fowleri corme on le verra par la suite.

2.4, Comparaison antigénique de souches N.fowleri d'origine humaine.

Une vingtaine de souches de N.fowleri d'origine humaine ont été isolées
3 partir de cas de méningo-encéphalite amibienne primitive sur tous les continents
(Willaert, 1974). L'identité de ces souches est mise en doute par les dénominations
successives différentes données par divers auteurs, ainsi que par des descriptions
morphologiques incomplétes donnant lieu 3 un malentendu entre auteurs. Pour cette
raison, Naegleria fowleri (Carter, 1970) a &té& successivement dénommée N. aerobia
(Singh et Das, 1970) et N. invades (Chang, 1971).

Nous avons voulu démontrer, non seulement 1'identité des souches de
N.fowleri isoldes chez l'homme, mais également 1'homogénéité géographique de l'es-

pdce, reconmie comme agent étiologique de la méningo-encéphalite amibienne primi-
tive.

Pour effectuer cette comparaison nous avons choisi les souches ayant
servi 3 la dénomination successive de N.fowleri (souche Carter, 1966), N. aerobia
et N. invades (souche HB-1) ainsi que des souches isolées dans des régions géogra-
phiques différentes.
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2.4.1. Les hyperirmunsérums anti-N.fowleri ITMAP n°® 42 et 65 ont &été opposés 3

des souches d'origine humaine et d'origine géographique variée.

1/ souche TMVS Morgan, isolée en Australie (Anderson et Jamieson, 1972);
2/ souche C-66, isolée en Australie (Carter, 1969):

3/ souche HB-1, isolée en Floride (Etats-Unis, Butt, 1966):

4/ souche Vitek, isolée en Tchécoslovaquie (Cervi, 1969);

5/ souche NH-1, isolée en Nouvelle Z&lande (Micoll, 1973);

6/ souche ITMAP 360, isolée en Relgique (Jadin et al., 1971).

Toutes ces souches sont entretenues en culture continue et se sont
montrées toujours pathog@nes pour la souris sans perte apparente de virulence.
La pathogénicité a &té& testée aprds clénage de la souche et avant de procéder 3
la préparation des extraits antigéniques.

L'analyse immuno&lectrovhorétique comparative (fig.28) permet d'ob-
Jectiver une structure antigfnique de ces souches apparemment isolopue avec la
souche TTMAP 359. Quelaues variations quantitatives observées sont comrparables
3 celles observées entre différents lots antigéniques de la méme souche. Cepen-
dant la complexité des immunoélectrophorégrammes ne permet pas d'affirmer leur
identité.

L'épreuve d'absorption de 1'hyperimmnsérum anti-N.fowleri ITMAP 359
par les six souches rentionnées ci-dessus é&tablit que celles-ci renferment tous
les composants immunoélectrophorétiques révélés chez la souche ITVMAP 359. Cette
€preuve d'absorption a ét2 contrdlée en Ouchterlony (fig.29) et en immunoélectro-
phorése (fig.30).

Les 7 souches &tudiées partagent apparemment la méme structure antig@é-
nique. Ces résultats sugpfrent donc que les formes de culture de N.fowleri sont
antipéniquement stables, constantes et homoggnes.

2.4.2. A 1'aide de 1'hyperimmunsérum n° 74 anti-N.fowleri IMVS Morgan, objecti-
vant en réaction homolofue 28 composants antigéniques, l'analyse immuno-
€lectrophorétique des extraits antigéniques des souches ITMAP 359, HB-1
et C-66 est effectuée come contrdle supplémentaire pour prouver 1'iden-
tité des souches isolées chez 1'homme.

Ltanalyse irmunoélectrophorétique comparative,suivie par 1'épreuve d'ab-
Sorption avec les extraits antigéniques hétérologues nous a permis de constater une




Figure 28

Constance antigénique des souches de N.fowleri d'origine humaine.
L'analyse immuncélectrophorétique indique leur similitude antigénique
Figure 29

L'hyperimmunsérum anti-N.fowleri ITMAP 35G avant et aprés absorption
par un extrait cée N.fowleri souche HB-1. Aprés gbsorption aucun
anticorps précipitant n'est révélé avec les extraits hétérologues.

Ficure 30
L'€preuve d'absorption de 1l'hyperimmuns&rum anti-N.fowleri ITMAP

359 menée en immunoélectrophorése.,

Figure 21

Comparaison immunoélectrophorétique de N.fowleri IMVS Morgan
humaine et de N.fowleri IMVS PA 9C (libre) 3 1'aide de 1'hyper-
immunsérum anti-N.fowleri IMVS Mcrgan.

Fipure 33

Spécificité antigénique de N.fowleri:

a) Similitude immunodlectrophorétique de N.fowleri et de
Naegleria sp PA a; le contrdle de 1l'épuisement des réactions
crois€es en double diffusicn montre la spécificité antigénique
de N.fowleri

b) Caractérisation immuno&lectrophorétique de la spécificité
antigénique de M.fowleri.
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une isologie campléte entre les souches étudiées.
Les quatre souches étudiées partagent donc la méme structure antigéni-
que révélée chez - sa souche IMVS Morgan.

2.4.3, Une dernidre vérification d'identité entre souches de N.fowleri d'origine
humaine est enfin effectuée 3 1l'aide de 1'hyperimmunsérum n°® 85 anti-
N.fowleri souche HB-1.

L'analyse immunoélectrophorétique comparative avec les extraits des
souches IMVS Morgan et C-66, suivie par 1'absorption avec les extraits hétérolo-
gues nous a permis de constater une isolopie compléte des souches étudiées. Ces
trois souches &tudiées partagent donc la méme structure antigénique révélée chez
la souche HB-1.

2.4.4, Ces résultats suggérent dans les limites de la méthode que les différentes
souches d'origine humaine de N.fowleri sont antigéniquement homogénes. Leur
structure immunoglectrophorétique se montre indépendante de 1'origine géo-
graphique de l'organisme lequel ne semble pas se modifier au cours de l'en-
tretien en culture in vitro.

L'identité immnostructurelle de N.fowleri TTMAP 359 et de N.fowleri
IMVS Morgan avec N.aerobia et N. invades HB-1 sculignée par la ressemblance de

leurs caractéres morphologiques, biologiques et sérologiques, établit 1'homogénéi-
té& antigénique gfographique de 1l'espdce. Ainsi elle confirme la priorité de
N.fowleri (Carter, 1970) dont N.aerobia et N.invades sont des synonymes juniors

non valables.

2.5. Comparaison antigénique de N.fowleri d'origine humaine et d'origine libre.

N.fowleri se rencontre dans notre environnement. Généralement, les cas
de méningo-encéphalite amibienne primitive ont été mis en rapport avec la natation,
dans la plupart des régions du monde ol des cas sont signalés. Néanmoins, jamais
l'agent causal n'a ét& mis en évidence dans les piscines incriminées.

En Australie du Sud, par contre, un grand nombre de cas ont &té signalés
sans rapport direct avec la natation mais un contact avec l'eau &tait soupgonné
(Anderson et Jamieson, 1972). Les villes ol les cas se sont produits sont distan-
tes d'environ 80 km, mais ont un facteur important en commun; elles n'ont pas de
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ressources naturelles d'eau mais sont approvisionnées par le méme pipe-line, le-
quel s'étend le long d'un parcours de 250 km 3 partir de la riviére Murray (fig.
31). Ce pipe-line est installé au-dessus du niveau du sol et est exposé 3 des tem-
pératures &levées durant 1'été. Des &chantillons d'eau prélevés 3 partir du pipe-
line et des échantillons d'eau prélevés aux robinets approvisionnés par ce pipe-
line ont révélé la présence d'amibes du genre Naegleria potentiellement pathogenes
pour la souris. En plus des isolements 3 partir de 1'eau, une souche de Naegleria
a été isolée du sol en Australie du sud (Anderson et al., 1973).

La présence des souches de Naepleria pathognes a &été signalée égale-
rent dans d'autres parties du monde. Singh et Das (1972) ont comuniqué 1l'isole-
ment de N.fowleri (N.aerobia) 3 partir du sédiment des eaux d'égouts & Lucknow -
aux Indes. Gordeeva (1973) a 1s0lé deux souches de Naegleria pathogénes & partir
d'un échantillon provenant d'un concentré des sédiments d'égouts dans les régions
de Moscou et de Gorky (URSS). Un isolement de N.fowleri a &té fait 3 partir de
sources d'eau chaude en Nouvelle-Zélande par Jamieson (communication personnelle,

1974). Chang (1974) rapporte 1l'isolement d'une souche de Naegleria d'un lac &
Rictmond, Virginie, dont 1l'effet cytopathogéne, en culture sur tissu, permet de
suspecter la pathogénicité. '

I1 nous a semblé important de confirmer l'identité de quelques-unes des
souches isolées dans l'environnement avec les souches isolées chez 1'homme.

Nous avons analysé successivement des extraits antigéniques de souches
provenant de 1'eau, de la boue d'gouts et du sol. Ces souches se sont montrées
potentiellement pathogdnes pour la souris, se cultivent ax&niquement 3 37°C et ont
&té cldnées avant 1l'analyse immunoélectrophorétique.

2.5.1. Souches isolées de 1l'eau.

Deux souches parmi. un lot d'une dizaine de souches isolées 3 partir de
1'eau en Australie du Sud ont été examinées par 1'analyse immuno&lectrophorétique.
I1 s'agit des souches DMVS PA 90 et TMVS PA 117 lesquelles ont &té isolées 3 par-
tir de 1'eau de robinets dans des maisons 3 Port Augusta. Des cas confirmés de
méningo-encéphalite amibiemne primitive sont survenus dans cette ville.

L'analyse immno&lectrophorétique comparative des extraits antigéniques
des souches IMVS PA GO et IMVS PA 117 permet d'objectiver une structure antigéni-

que de ces souches apparemment isologue: avec les souches ITVAP 359 et IMVS Morgan.
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L'épreuve d'absorption de 1‘'hyperimmunsérum anti-N.fowleri IMVS Morgan
par les deux souches mentionnées ci-dessus &tablit que celles-ci renferment tous
les composants immmnoélectrophorétiques révélés chez la souche IMVS Morgan. Cette
épreuve d'absorption a &té menée en double diffusion et en immunoélectrophorése
(fig. 32).-

Les trois souches &tudifes partagent donc la méme strucutre antigénique,
ce résultat suggdre 1l'identité immunostructurelle de ces souches.

De plus, 1l'analyse immunoélectrophorétique des extraits antigéniques
de ces deux souches, 3 1l'aide d'un immnsérum cinétique anti-N.fowleri ITMAP 359,
a permis de révéler un méme nombre d'arcs de précipitation, possédant la méme
mobilité &lectrophorétique qu'en réaction homologue.

2.5.2. Souche isolée de la boue d'égout.

A notre comnaissance, sept souches de Naegleria, pathogénes pour la
souris, ont €té isolées 3 partir de la boue d'égout (Singh et Das, 1972; Gordeeva
1973) . Parmi les cing souches isolées par Singh et Das, que nous avons regues et
adaptées en culture axénique 3 37°C, une souche a &té soumise 3 1l'analyse immuno-
€lectrophorétique comparative. Le contrdle de sa pathogénicité confirme les obser-
vations de Singh et Das.

L'analyse immuncélectrophorétique comparative de 1'extrait antigénique
de la souche N.a.l permet d'objectiver une structure antigénique apparemment iso-
logue avec celle de la souche N.fowleri IMVS Morgan.

L'épreuve d'absorption de 1'hyperirmunsérum anti-N.fowleri TMVS Morgan
par l'extrait hétérologue de la souche N.a.l &tablit 1'identité immunostructurelle
de ces deux souches au niveau des composants révélés.

2.5.3. Souche isolée du sol.

Jusqu'd ce jour, une seule souche de Naegleria, pathogéne pour la sou-
ris, a été isolée 3 partir du sol et a été rapportée par Arderson et al. (1973).
Cette souche a été isolée en juin 1972 d'une terre séche en Australie du Sud entre
les villes de Port Pirie et Port Augusta. Dans cette région des cas de méningo-
encéphalite amibienne primitive ont été signalés. Cette souche, non cldnie 3 1'iso-
lement, a provoqué une méningo-encéphalite amibienne primitive chez une seule sou-
ris sur six inocul@es par voie intra-nasale avec 65.000 trophozoites. Par la suite
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la virulence de cette souche s'est comportée dtune facon assez inhabituelle compa-

~

rée 3 celle d'autres souches de N.fowleri (Tableau 5).

Tableau 5 : Virulercce de la scuche PAa pour la souris

DATE Norbre 4'amibes Mortaiités pour
inoculées six sowris inoculées
21.7.1972 65 .0C0 1 aprés 9 jours
13.8.1972 120.000 4 aprés 5 jours
29.8.1972 117.500 1 aprés 15 jours
1 aprés 17 jours
4.9.1972 20u.000 aucune
1.10.1972 59.000 aucune
27.10.1972 3.100 aucune
7.11.1972 16.000 aucune
10.11.1972 4.500 aucune
17.12.1972 1C0.000 aucune
29.12.1972 23.300 aucune
8.1.1973 200,000 1 apr3s U4 jours

5 aprés 5 jours

L'invasion du cerwveau pa>» les amibes a €ud confirmée par la culture
Sur agar et par coupes histologiques. Des analyses sZrologigues au moyen de l'agglu-
tination (Anderson et Jamieson, 1972) n'étaient pas possibles entre le mols d'aolt
et décenbre, puisque 1a souche &tait incapable de se multiplier en culture axénique.
Finalement en décembre 1972 elle a pu 8tre axénisde et le test d'agglutination ef-
fectué avec un antisérum anti-N.fowleri s'est montré négatif. Cette souche se mul-
tipliant en culture axénique est erssuite inoculée 3 six souris et toutes meurent
d'une méningo-encéphalite amibienne primitive. I.a souche isolée i partir du cerveau
de ces souris s'est montrée, aussi bien avant qu'dpres clnage, positive pour
N.fowleri par le test d'agglutination, tandis que le r&sultat restait négatif vis-
a-vis de N.gruberi.

L'analyse immuno&lectrophorétique de 1'extrait antigénique de la souche
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IMVS PAa, 3 1'aide des hyperimmnsérums anti-N.fowleri souches ITMAP 359, IMVS
Morgan et HB-1, avant et aprds absorption, a révélé qu'au moins un arc de précipi-
tation en réaction homologue subsistait (fig. 33 a, b).

Supposant qu'il s'agissait d'une mauvaise qualité antigénique, un
secord puis un troisi€me lot d'extrait antigénique ont &té préparés. Les résultats
obtenus avec ces nouveaux lots confirment néanmoins les constatations initiales.

Les hyperimmnsérums anti-N.fowleri ITMAP 359, IMVS Morgan et HB-1
absorbés par les extraits antigéniques (lots 1, 2 et 3) de la souche IMVS PAa,
révélent encore au moins un arc de précipitation en réaction homologue tandis
qQu'en réaction hétérologue aucun anticorps n'est déceld.

L'absorption des hyperimmnsérums anti-N.fowleri par des quantités
pPlus importantes d'extraits antigéniques de la souche IMVS PAa ne permet pas de
faire disparaitre ce composant antigénique ni de 1'attéruer.

Suite & cette distinction peu marquée nous avons préparé un hyperim-
mnsérum anti-Naegleria sp. IMVS PAa. L'hyperimmmnsérum n° 93 anti-Naegleria sp.
IMVS PAa, objectivant en réaction homologue au moins 25 composants antigéniques ne
permet pas de révéler aprés absorption par les extraits antigéniques hétérologues
de N.fowleri ITMAP 359, IMVS Morgan et HB-1l, 1l'existence d'anticorps précipitants
en réaction homologue, ni en réaction hétérologue.

Ces résultats montrent que N.fowleri d'origine humaine se distingue de
Naegleria sp. TS PAa par un composant antigénique. Néanmoins, un hyperimmunsérum
anti-Naegleria sp. IMVS PAa ne permet pas de confirmer une distinction nette entre
deux espéces. A la vue de ces résultats on pourrait supposer que la souche IMVS
PAa représente une variante de 1l'espdce N.fowleri.

2.5.4. Conclusions.

Nous avons pu cbserver i 1l'aide de 1l'analyse immunoélectrophorétique
une constance infraspécifique de sept souches de N.fowleri d'origine humaine et
d'une distribution géographique différente. Cette analyse nocus a également permis
de constater une isologie compl8te entre les souches isolées de 1l'eau, de la boue
d'égout et les souches d'origine humaine.

Une différence antigfnique concernant au moins un composant antigénique
est observée entre N.fowleri d'origine humaine et la souche IMVS PAa, isolée 3
partir du sol. Néanmoins, cette souche montre apparemment les mémes caractéristi-
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ques morphologiques, biologiques et sérologiques que les souches de N.fowleri
d'origine humaine. Elle peut donc étfe retrouvée chez 1'homme. Cette souche nous
semble €tre une variante de l'espéce N.fowleri.

N.fowleri peut donc mener une existence libre dans notre environmement.

2.6. Comparaison antigénique de N.fowleri cultivée 3 28°C et 3 37°C.

En vue d'une comparaison immuno3lectrophorétique entre N.fowleri et
d'autres esp&ces appartenant au méme genre ainsi qu'entre genrss différents, nous
avons voulu vérifier si la température de culturc des différentes souches 3 étudier
peut influencer le profil antigénique d'unc espdce. N.fowleri se cultive ordinaire-
ment 3 la tenpérature de 37°C et la plupart des autres espdces étudiées se multi-
pPlient 3 28°C. I1 fallait donc vérifier la constance antigénique d'une souche 3
ces deux températures.

Dans ce but nous avons parall@lement cultivé notre souche de référence
N.fowleri TTVMAP 359, pendant 1U4 mois aux températures de 37°C et 28°C. Des ei-
traits antigéniques ont été préparés 3 partir de ces cultures et analysés 3 l'aide
de 1'hyperimmunsérum n°l41 (obtenu par immmnisation avec un extrait antigénique
d'organismes cultivés i 37°C).

L'analyse inmmunc@lectronhorétique comparative d'extraits antigéniques
de N.fowleri ITMAP 359 cultivés 3 28°C et 3 37°C permet d'objectiver une structure
antigénique apparemment isologue de ces deux extraits.

L'épreuve d'absorption de 1'hyperimmursérum anti-N.fowleri TTMAP 359
(37°C) par 1l'extrait homologue obtenue aprds culture 3 28°C, &tablit 1l'isologie
compléte de ces deux extiraits de ia méme souche.

Cette observation nous permet de constater qu'aucun changement fondamen-
tal de 1la constitution génétique d'un méme organisme, cultivé i des températures
différentes, s'est produit pendant les 14 mois de culture in vitro. Nous ne voyons
donc aucune objection majeure i comparer, 3 l'aide de 1l'analyse immunoé&lectropho-
rétique, deux espéces se cultivant 3 différentes températures.

3. Structure antigénique de N.gruperi.

N.gruberi (Schardinger, 1399) est 1'espéce type du genre Naegleria.
Au @ébut de nos recherches, nous n'avions pas encore pu réaliser la culture axéni-
que de la souche N.gruberi C.C.A.P. 1518 que nous avons employée pour la produc-
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tion des extraits antigéniques.

Nous envisareons done successivement 1'étude de la structure antigé-
nique de N.gruberi en culture monoxénique puis en culture axénique. Ensuite,
nous avons comparéd les deux extraits antigéniques 3 1'aide des hyperimmunsérums
obtenus avec les antigénes extraits 3 partir de cultures différentes.

3.1. Structure antipgfnique de N.pruberi en culture monoxénique.

Les extraits antiréniques de la souche C.C.A.P., 1518 furent produits
3 partir de cultures sur agar recouvert d'Aerobacter aerogenes. Ces lots d'anti-

génes ainsi que les immunsérums produits avec ces extraits nécessitent un con-
trdle rigoureux sur les composants contaminants. Il a été nécessaire de produi-
re un extrait antigénique d'Aercbacter aeropenes pour le contrdle et 1'absorp-

tion des hyperimmunsérums anti-N.gruberi. Aussi, nous avons produit un hyper-
imminsérum anti-A. aerogenes pour contrdler le degré de contamination des anti-

génes de N.gruberi. Tous les immnsérums seront donc par la suite absorbés par
un antigéne A.aeropenes avant de procéder 3 une analyse immuno€lectrophorétique.
Les immunsérums produits contre d'autres espéces ont &té &galement contrdlés

quant 3 la présence d'anticorps naturels vis-3-vis d'A. aerogenes.

En cas de présence d'anticorps anti-A.aerogenes dans les irmunsérums
servant aux réactions croisées, ceux-ci sont absorb&s par un antigéne A.aerogenes
de fagon 3 conserver seulement les composants spécifiques. Cing lots d'extraits
antigéniques ont &t& produits avec lesquels quatre lapins ont été immunisés.

L'analyse irmunoélectrophorétique d'un extrait hydrosoluble de
N.pruberi souche C.C.A.P. 1518 par 1'hyperirmunsérum homologue 72 S, permet
d'objectiver au moins 19 composants antigéniques d'origine amibienne. L'hyper-
immunsérum a été préalablement absorbé par un antigéne "milieu de culture" afin
d'assurer la spécificité de la réaction. Cette mosaique antigénique s'est mon-
trée stable et reproductible 3 1'aide des différents extraits antigéniques pré-
parés 3 un intervalle de 16 mois de culture continue.

3.2. Structure antigénique de N.gruberi en culture ax@nique.

Depuis 1'emploi de sérum de veau foetal dans le milieu de culture,
nous avons pu adapter la souche N.eruberi C.C.A.P. 1518 3 1a culture axénique
dans le milieu C.G.V.S. Cette souche est cultivée axéniquement 3 la température
de 28°C en culture continue depuis 15 mois. Flle ne s'est pas montrée pathogéne
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pour la.souris.

L'étude de la structure antigfnique a été réalisée en se basant sur
la réponse antigénique de 2 lapins et 3 1l'aide de 5 lots d'extraits antigéni-
ques. Parmi les hyperimmunsérums obtenus (n°s 102 - 103), 1'hyperimmunsérum
103 (S8 et S ) a été retenu pour son pouvoir de révélation &levé. Cet hyperim-
munsérum a serv1 de référence perdant 1'ensenmble de cette étude.

L'analyse immunoé€lectrophorétique d'un extrait hydrosoluble de
N.eruberi souche C.C.A.P. 1518 par 1'hyperimmnsérum homologue 103 89 permet
d'objectiver au moins 25 composants antigéniques d'origine amibienne (fig. 34).
L'hyperimmunsérum a été préalablement absorbé par un antigéne "milieu de cultu-
re" afin d'assurer la spécificitéd de la réaction. Cette mosaique antigénique
s'est montrée reproductible 3 1'aide de 5 extraits antigéniques préparés 3 un
intervalle de 12 mois de culture continue.

3.3. Comparaison des structures antigfniques de N.pruberi cultivé monoxénique-
ment et axéniquement.

Nous avons étudié 3 1'aide de l'analyse immunoélectrophorétique
comparative les deux extraits antigfniques obtenus dans des milieux de culture
différents.

3.3.1. Hyperimmunsérum N.eruberi (culture monoxénique).

L'analyse immuno8lectrophorétique comparative des extraits antigéni-
ques homologues et hétérolofues 3 l'aide de 1'hyperimmunsérum 73, permet 4'ob-
server une structure antigénique apparemment isologue. Aprés épuisement de
1'hyperimmnsérum par 1'extrait hétérologue, aucun anticorps diripé contre
1l'extrait homologue ni hétérolopue n'est plus objectivé en Ouchterlony et en
immunoélectrophorése.

3.3.2. Hyperimmnsérum N.rruberi (culture ax@nique).

L'analyse irmunodlectrophorétique comparative des extraits antigéni-
ques homologues et hétérologues 3 1l'aide de 1'hyperimmnsérum 103 permet d'ob-
server une structure antirénique différente des deux extraits. Aprés absorp-
tion de 1'hyperimmunsérum par 1'extrait hétérologue des arcs de précipitation
sont encore révélés en réaction homolorue tandis qu'en réaction hétérologue
aucune précipitation n'est cbservée.




Figure 34

MosalIque immunoélectrophcrétique de N.gruberi CCAP 1518.
Vingt-cing composants sont objectivés sur 1'immunoé&lectrophorégramme.

Figure 35

Mosalque immunoélectrophorétique de N.jadini ITMAP 400.
Trente-cing composants sont objectivés sur l'immunoé&lectrophorégram-

me.

Figure 36
Comparaison immunoélectrophorétique des extraits de N.fowleri,

de N.jadini et de N.gruberi 3 l'aide d'un hyperimmuns&rum anti-
N.fowleri.

Vingt-sept, quatorze et douze composants sont respectivement objec-
tivés.

Figure 37

Comparaison immuno&lectrophorétique des extraits de N.jadini, de
N.fowleri et de N.gruberi & 1l'aide d'un hyperimmunsérum anti-
N.jadini. Trente-cinq, quatorze et quatorze composants sont

respectivement objectivés.

Figure 38

Spécificités antipéniques de N.jadini :

a) Le contrdle de 1'épuisement des réactions croisées en double
diffusion montre les splcificités antigéniques de N.jadini

b) Caractérisation immunoélectrophorétique des spé€cificités antigéni-
ques de N.jadini. Aprés 1'épreuve d'absorption croisée (gouttiére .

inférieure).
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Cette comparaison des structures antigfniques de N.pgruberi cultivé
monoxéniquement et axéniquement fait apparaitre des ruances gquantitatives.
Elle suggére une différence qualitative des deux extraits due aux conditions
différentes de culture de l'organisme. En effet, le rendement en poids sec
des extraits antigéniques obtenus en culture axénique (5%7) est environ 10 fois
supérieur au rendement obtenu en culture monoxénique (0,60%). De plus, en
culture monoxénique les amibes forment rapidement des kystes lesquels eatrai-
nent une extraction prolongée qui peut mener 3 une dénaturation de certains
constituants protéiniques.

Les extraits antigéniques et les hyperimmunsérums obtenus 3 partir
 des formes de culture axénique seront erployés par la suite pour toute étude
comparative avec d'autres espéces.

4. Structure antigénique de N. jadini sp. nov.

Au cours de nos rccherches ncus avons pu isoler, 3 partir de 1'"™
d'une piscine privée 3 Anvers, une souche de Naegleria ITMAP l00 (Jadin et
Willaert, 1972) morphologiquement semblable & N.gruberi et N. fowleri. Cette
souche se cultive axéniquement 3 la température de 28°C, mais non 3 37°C. Cette

souche s'est montrée peu pathog@ne pour la souris lors de 1'isolement. Aprés
sa mise en culture axénique aucune 1&sion n'a pu étre prodvite chez la souris.
N. jadini se distingue de N. gruberi par son kyste dont la paroi est lisse et
contient en moyenne 1 pore, de N.fowleri par son incapacité 3 cultiver a 37°7
et par 1l'absence de pouvoir pathogéne spontané. C'est en définitive l'analyse
imminoélectrophorétique des protéines hydrosolubles de cette scuche qui nous
a permis d'établir indiscutablement 1'indépendance génétique de N. jadini.

Nous avons décrit cette souchz et nous 1'avons appelée N.jadini n.
sp. (Willaert et Le Ray, 1973) en hommage au Professeur J.B. JADIN.

L'étude de la structure antigénique de N.jadini a &t& réalisée en
se basant sur les réponses antipéniques de 2 lapins et 3 1'aide de trois lote
d'antigdnes différents. Parmi les hyverimmunsérums obtenus (n® L6 et U47) le
n® 47 Sg‘et SlO) a ét8 retenu par son pouvoir de révélation &levé. Cet hyper-
immunsérum a servi de référence pendant 1l'ensemble de cette étude.

L'analyse immunoélectrophorétique d'un extrait hydrocoluble de
N. jadini souche T™AP 40O par 1'hyperimmmsérum homologue 47 Sy permet d'ob -
jectiver au moins 35 composants antigéniques d'origine amibienne (fig. 35).
L'hyperimmunsérum a &té préalablement absorbé par un antigdne "milieu de cul-
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ture" afin d'assurer la spécificité de la réaction. Cette mosalque antigénique
s'est montrée reproductible 3 1'aide de trois extraits antigéniques préparés
3 un intervalle de 24 mois de culture continue.

Etant dorné que la souche ITVAP U400 est le seul représentant de
1'espéce N. jadini, nous n'avons pas pu vérifier 1'homogénéité de cette espéce.

5. Etude immunoélectrophorétique camparative entre N. fowleri, N.gruberi et
N. jadini.

Nous avons pu observer i l'aide de 1'analyse immunoélectrophoréti-

que la constance infra-spécifique de sept souches de N. fowleri d'origine
humaine. Cette observation nous permet de confronter 3 l'aide de l'analyse
immunoélectrophorétique comparée, les extraits antigéniques de plusieurs sou-
ches de Naegleria, morphologiquement similaires mais non pathogénes 3 des hy-
perimmunsérums anti-N.fowleri, anti-N. jadini et anti-N.gruberi.

Les parentés et les spécificités antigéniques de N. fowleri, de
N. pruberi et de N. jadini sont analysfes au moyen d'hyperimmunsérums préparés
contre chaque espéce.

5.1. Hyperimmnsérum anti-N.fowleri.

Des hyperimmunsérums anti-N.fowleri ITMAP 359 et IMVS Morgan objec-
tivant en réaction homologue respectivement 27 et 28 camposants antigéniques,
opposés i 1l'extrait hydrosoluble de N. gruberi (C.C.A.P.) 1518 permet d'objec-
tiver en immunoélectrophorése 12 arcs de précipitation commns aux deux eSpé--
ces (fip. 36).I1 apparait donc que N.fowleri se distingue de N. sruberi par un
minimum de 15 composants antigéniques.

L'extrait antigénique de N. jadini ITVAP 400 opposé aux hyperimmn-
sérums anti-N.fowleri TTMAP 359 et IMVS Morgan permet d'objectiver en immuno-
&lectrophordse 14 arcs de précipitation partapés par les deux espéces (fig.
36). Il apparait donc que N.fowleri se distingue de N.jadini par un minimum de
13 composants antigéniques.

Aprés épuisement au moyen des extraits hétérologues de N. gruberi
et de N. jadini, 1'hyperimmunsérum anti-N.fowleri détermine encore respective-
ment 15 et 13 corposants antigéniques en réaction homolopue, tardis que dans
les réactions hétérologues aucun composant n'est révélé en parfaite confirma-
tion des résultats précédents.



- 87 -

5.2. Hyperimmunsérum anti-N.jadini.

Un hyperimunsérum anti-N.jadini opposé aux extraits hétérologues
de N. fowleri et de N. gruberi permet d'objectiver en immuno&lectrophorése
respectivement 14 et 14 composants antigéniques. Il apparait donc que N.jadini
se distingue de N.fowleri et de N. gruberi par un minimum de 21 composants
antigéniques (fig.37).

Aprés épuisement de 1'hyperimmunsérum anti-N.jadini, par satura-
tion 3 1'aide des extraits antigéniques de N.fowleri et de N.pgruberi, les ré-
sultats obtenus ont &té confirmés par 1'analyse immunoélectrophorétique (fig.
38 a, b).

N.jadini posséde donc une structure antigénigue se distinguant de
la structure de chacune des deux espéces voisines par les 2/3 environ de ces
composants.

5.3. Hyperimmunsérum anti-N.gruberi.

L'analyse immunoélectrophorétique comparative des extraits antigé-
niques de N.fowleri et de N. jadini au moyen de 1'hyperimmunsérum n® 103 anti-
N.pruberi, permet d'objectiver respectivement 12 et 14 composants antigéniques
partapgés par ces espéces (fig.39).

I1 apparait donc que N.gruberi se distingue de N.fowleri par un
minimum de 14 camposants antigéniques et de N. jadini par un minimum de 12
composants antigéniques. .

Aprés épuisement de 1'hyperimmunsérum anti-N.gruberi var saturation
3 1'aide des extraits antigfniques de N.fowleri et de N. jadini, les résul-
tats obtenus ont &té confirmés par 1'analyse immunoélectrophorétique.

Ces résultats sont en parfaite concordance avec ceux obtenus 3
1'aide des hyperimmnsérums anti-N.jadini et anti-N.fowleri.

6. Structure antigénique d'autres espéces anpartenant au genre Naepleria.

L'existence d'autres espdces appartenant au genre Naegleria est
supggérée par la mise en évidence de deux types de souches distinctes en immu-
noélectrophorése de N. gruberi, de N. fowleri et de N. jadini. C'est gréce 3
une collaboration fructueuse avec A. Jamieson d'Adelaide en Australie du Sud,
que nous devons ces souches appartenant au genre Naegleria. Les résultats
sérologiques obtenus par le test d'agglutination semble montrer un comporte-
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ment inhabituel aux autres espéces conrnues.

L'étude immunoélectrophorétique de quelques unes de ces souches a
mis en évidence l'existence de deux autres espéces au sein du genre Naegleria,
Ces souches ne sont pas encore &tudifes du point de vue morphologique et biolo-
gique mais des projets ont &té mis au point dans ce sens. Il s'apit ici de
souches que nous appelons du type "A" et du type "PPMEFB",

6.1. Naerleria sp. A

Un premier type est le type "A" dont Anderson et Jamieson (1972)
ont isold cing souches i partir de 1l'eau potable en Adelaide (Australie). En
apglutination, ces souches se sont montrées différentes de N.pruberi, mais
elles ont été apglutinées au méme taux qu'en réaction homologue par un anti-
sérum anti-N.fowleri (Jamieson, 1973). Par contre, les tests de pathogénicité
ont ét& négatifs. L'aspect général de leur morphologie est semblable aux <sp™
ces d&j3 décrites. Nous avons &tudié deux de ses souches 3 savoir Naegleria
sp. IMVS A-2 et Naegleria sp. IMVS A-9.

6.1.1. Structure antigénique de Naegleria sp. IMVS A-2

L'étude de la structure antigénique de Naegleria sp. IMVS A-2 a
&té menée 3 1'aide d'un seul hyperimmunsdrum (n°88) homologue et de U4 lots
d'extraits antigéniques. '

L'analyse immunoélectrophorétique d'un extrait hydrosoluble de
Naegleria sp. souche TMVS A-2 par 1'hyperimmunsérum homologue 88 (Sg) permet
d'objectiver au moins 24 composants antigéniques d'origine amibienne (fig.40).
L'hyperimmunsérum a 8té préalablement absorbd par un antigéne "milieu de cul-
ture" afin d'assurer la spécificité de la rdaction. Cette mosaique antigéniqus
s'est montrée stable et reproductible 3 1'aide des 4 extraits antigéniques
préparés 3 un intervalle de 12 mois de culture axénique continue.

6.1.2. Comparaison des deux souches de Naegleria sp. A

Un seul lot d'extrait antigénique de la souche TMVS A-9 a été pré-
paré et campard par la suite i la mosalque antigénique de Naegleria sp. IMVS
A-2.

L'hyperimmunsérum n°88 anti-Naegleria sp. IMVS A-2, opposé en immu-
noélectrophor3se 3 1l'extrait antiménique de Naegleria sp. IMVS A-9 nous a per-



Figure 39

Comparaison immuncélectrophorétique de N.eruberi, de N.fowleri

et de N.jadini 3 1'aide d'un hyrerimmunsérum anti-N.gruberi

CCAP 1518. Vingt-cing, douze et quatorze ccmrosants sont respecti-

vement objectivés.

Figure 40
Mosalque immunoélectrophorétique de Naepleria sp. IMVS A-~2,
Vingt-quatre composants sont cbjectivés sur l'immunoélectrophoré-

gramme,

Figure 41

Comparaison immunoé&lectrophorétique des extraits de Naerleria
sp. IMVS A-2, de N.fowleri, de N.jadini et de N.gruberi 3 1l'aide
de l'hyperimmunsérum anti-Naegleria sp. IMVS A-2.

Firure 42

Analyse immunollectronhorétique des réactions croisées minimales
entre lNaegleria sp. IMVS A-2 et N.fowleri, N.jadini et N.gruberi,

Figure 43

MosaIque immunoélectrophcrétique de Naegleria sp. IMVS PPMFB-6.
Vingt-six composants sont objectivés sur 1l'immuncélectrophorégramme.

Figure 44
Comparaison immunoélectronhorétique des extraits de N.fowleri, N.
jadini, N.gruberi et de Naegleria sp.A-2 3 1'aide de 1'hyperimmun-

sérum anti-Naegleria sp. IMVS PPMFB-6.
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mis Qd'observer une structure antigénique apparemment isolopue que celle obser-
vée en rdaction homologue. Aprés épuisement de 1'hyperimmunsérum anti-Naegleria
sp. IMVS A-2 par 1'extrait hétérologue de Naerleria sp. IVS A-9 aucun anti-
corps dirigé contre 1'extrait homolopue et 1'extrait hétérologue n'est plus
objectivé en Ouchterlony, ni aprds l'analyse immunoélectrophorétique.

Ceci é&tablit 1'identité de ces deux souches au niveau des compo-
sants antigéniques révélés,

6.1.3. Etude comparative de Naegleria sp. T'WS A-2 avec N.fowleri, N. jadini
et N. gruberi.

L'analyse immunoélectrophorétique des extraits hydrosolubles de
N.fowleri TTMAP 359 et IMVS Morgan, N. jadini ITMAP 400 et N. gruberi C.C.A.P.
1518 par 1'hyperimmunsérum anti-Naegleria sp. IMWS A-2, permet d'objectiver
respectivement 10, 11 et 13 composants antigfniques partagés par ces espéces.
Ces résultats sont confirmés aprés absorption de 1'hyperimmunsérum anti-
Naegleria sp. A-2 au moyen des extraits hétérologues de N.fowleri, N.jadini et
N. gruberi (fig.l4l).

L'analyse immunoélectrophorétique de 1'extrait hydrosoluble de
Naegleria sp. A-2 par les hyverimmunsérums anti-N.fowleri, anti-N. jadini et
anti-N.pruberi permet d'objectiver respectivement 10, 16 et 13 camposants anti-
géniques partagés par Naegleria sp. A-2 avec les autres espdces du méme genre
(fig. 42).

L'ensermble de ces résultats permet d'établir 1'indépendance immuno-
structurelle de Naegleria sp. IMVS A-2 vis-3-vis de N.fowleri, de N. jadini c.

de N.gruberi. Les résultats montrent également qu'au moins deux souches de
cette nouvelle espéce ont été identifiées par 1'analyse immunoélectrophoréti-
que.

6.2. Naegleria sp. I"VS PPVFB

Un second tyvme est PPMFB. Six souches ont été isolées 3 partir de
six &chantillons d'eau d'un aquarium dans une maison de Port-Pirie(Australie).
Un cas confirmé de méningo encéphalite amibienne primitive et plusieurs cas
suspects s'étaient déclarés en cet endroit (Jamieson, 1973). Ces souches res-
semblent morphologiquement aux autres espéces du genre Naegleria. Elles sont
agglutinées par un antisérum anti-N.fowleri, mais l'inoculation aux animaux




..90_

est restée négative. Nous avons €tudié 3 ce jour une de ces souches, i savoir
Naegleria T'VS PPVB-6.

6.2.1. Structure antigénique de Naegleria sp. I'VS PPVEFRB-6

L'étude de lia structure antipénique de Ncepleria sp. ITWS PPVFB-6 a
eté menée 3 1'aide d'un seul hyperimmunsérum (n® 97) homologue et de dew: lots
d'extraits antigéniques.

L'analyse immmo2lectrophcrétique d'un extrait hydrosoluble de
Naegleria sp. IMVS PPMFB-6 par 1'hyperirmunsiérum homologue S7 (S. 11° 0,2 et & g..
permet d'objectiver au moins 26 comcosants antiFdniques dloriniie sndbicnne
(fig. 43). Cette mosaique antigénique s'est montrée reproductitle 3 1'aide de

que continue.

6.2.2. Etude conparative de Naegleria sp. IMVS PPMFB-6 svec N.foleri. N.jcdirt
et N.gruberi et Naegleria sp. A

L'analyse immunoélectropnorétiqus des eviraits hydroszoluhles de
N.fowleri T"WS Morgan, N.jadini ITVAP 400, N.eruberi C.C.A.P. 1518 et Naegleri»
sp. I'WS A-2 par 1'hyperimnmunsérum antl-Naeglerla &p. IMVS PPH"B-5 pemimet dicb-
jectiver respectivement 10, 11, 10 ct 23 cumposants ancigsniques partagés par
ces espéces (fig. UlU). Ces résultats sont confirmds aprds absorphion de 1'hy-
perimmunsérum antl—NaeFlerla sn. PPMFB-6 an moyen des extraits hitérolcgiles
de N.fowleri, N.jadini, N.gruberi et Naepleria sp.A.

L'analyse immuncélectrophorétique de i'exntrait nydrosoiuble de
Naegleria sp. Vs PPMFB—G 3 1'aide des hvoerlnmmnserums anﬁi—N.fowleri, an’.
et 22 composants antlgenlques en comun.,

L'analyse immunc&lectrophorétique des extraits antigéniques de
Naegleria sp. IMVS A et PPMFB nous a permis d'objcctiver une structure antigi-
nique nettement apparentée, mais cepenidant distincte chez ces deux souchss. il
faudrait une étude comparative plus approfondie de ces dcux espéces avant G2
conclure définitivement 3 la distinction absolue.

7. Parentés antigéniques du genre Naegleria

Les alfinités immmnochimiques d=s espéces apportenant an genve
Naepleria reflétent fid@lement leurs relations taxonomiques. L'ensemble 43
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parentés observées au sein du genre Naepleria sont rassemblées dans le tableau

6.

Tableau 6. Parentés antigéniques du genre Naegleria (réactions croisées mini-
males observées en immuncélectrophorése.

Antigenes N.fowleri N.jadini N.pruberi Naegleria Naegleria
Hyperimmunsérums sp. A sp. PPviB
N. fowleri 27 14 12 10 11
N. jadini 14 35 14 16 15
N. gruberi 12 14 25 13 13
Naegleria sp. A 10 11 13 24 22
Naegleria sp. PPMFB 10 11 10 23 26

- — —— —— . e——

Du point de vue qualitatif, le tableau montrz que les parentés anti-
géniques observées en immunoélectrophorése entre les différentes espéces du
genre Naegleria sont remarquablement importantes.

Les parentés antigéniques entre N.fowleri et N. jadini concernent

environ la moitié de leur structure antigénique alors que les parenté@s entrc
N. fowleri et N.pruberi concerrent moins que la moitié de leurs structures

antigéniques révélées.
Les parentés antipéniques entre M.jadini et N.gruberi concernent

environ le tiers de leurs structures antigéniques.
Les parentés antipéniques entre Naegleria sp. A avec N. forleri,

N. jadini et N. gruberi concernent environ la moitié dz leurs structures anti-

géniques alors que les parentés entre Naegleria sp. A et Naegleria sp. PPMFB
concernent la presque totalité de leurs structures antigéniques.

Les trois espéces N. fowleri, N. jadini et N. gruberi ne partagent

que cing composants antigéniques. Ceux-ci représentent semble-t-il 1a stiructn-
re immunochimique fondamentale du genre Naegleria. En effet, un hyper iimminsé-
rum anti-N.jadini épuisé préalablement par un antigéne N. fovleri et opposé en
immunoélectrophorése 3 N. gruberi révéle encore 7 composants antigéniques en
commun. N. gruberi ot N. jadini partagent un minimum de 12 compossnts antigini-

ques et 5 composants étant absorbés par N. fowleri, il s'ensuit qu'un miniimum
de 5 camposants antigéniques est partagé par ces trois esndces.
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De plus, N. jadini occupe réellement une position phylogénique inter-
médiaire entre N.fowleri et N. eruberi. Un hyperimmunsérum anti-N.fowleri épuisé

par N. jadini et opposé 3 N.pruberi ne permet plus d'observer de composants
antigéniques en immunoélectrophorése.

8. Conclusion.

La reproductibilité et la finesse de 1l'analyse immuno&lectrophoréti-
que permettent d'attribuer 3 cette méthode un role nrivilégié pour 1'identifica-
tion des espdces appartenant au genre Naegleria, étant donné 1'homogénéité des
caractéres morphologiques.

Ainsi, au sein du genre Naepleria, nous avons pu mettre en &vidence
une distinction antirénique nette entre N. pruberi, N, fowleri et N. jadini.

Nous pensons que le genre renferme d'autres espéces distinctes : l'analyse irmu-
noélectrophorétique met en évidence chez les souches "A" et "PPMFB" une diffé-
rence antigénique concernant le tiers des composants de N. fowleri et la moitié
environ des composants de N.pruberi et de N. jadini.

les parentés irportantes observées au sein du genre Maegleria sont
de 1'ordre de 10 3 19 composants antigéniques et d'autre part la spécificité
marquée s'exprime au niveau de la moitié environ des antigénes. Ces différences
accusées entre espdces voisines des protozoaires libres témoipnent d'un poten-
tiel évolutif marqué de la part du genre. Cette diversification est d'autant
plus frappante si 1l'on considére 1 'homoggnéité morphologique du genre Naegleria.
L'analyse immnoélectrophorétique permet ainsi de révéler 1'existence de pro-
fonds remaniements moléculaires, sous-jacents au conservatisme des structures
morphologiques.

- s > S > > o e
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CHAPITRE 4

Sreucture antigénique du genre Acanthamoeba

It is a luxury to be understood.

Ralph Waldo Emerson.
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Le genre Acanthamoeba comprend un nombre considérable

d'espéces décrites sous des noms bien déterminés. Le nom générique

d'Acanthamoeba souvent discut&, est mis en synonymie par plusieurs

auteurs avec Hartmannella et Mayorella.

L'aspect morphologique des amibes appartenant & ce
genre, est bien homogéne. C'est pourquoi, plusieurs auteurs
ont entrepris des &tudes biologiques, biochimiques et sérologiques
{Adam, 1964, 1969, 1973; Schm8ller, 1964; Siddiqui et Balamuth,
1966). De ces travaux, il ressort que beaucoup d'espdces étudiées
présentent les mémes caractéres que l'espdce A. castellanii.

Les travaux les plus importants de ces dernidres années
portant sur la définition du genre Acanthamoeba, sont ceux de
Pussard (1966, 1972, 1974) et de Page (1967). Leur position
est ferme et en faveur de la séparation des genres Acanthamoeba

et Hartmannella. En ce qui concerne l'identification des espé€ces,

ils se basent principalement sur les caract@res morrhologiques et
les caractéres mitotiques. Parmi les caractéres morphologiques
1'aspect du kyste peut Etre retenu comme un des plus importants
des caractéres morphologiques. Il faut néanmoins tenir compte
d'une étonnante variabilité de la paroi kystigque au sein d'une
population cldnée. Les caractéres mitotiques, homogénes au sein
du genre Acanthamoeba ne nous paraissent pas suffisants pour
séparer les espéces. Il était donc souhaitable de comparer des

structures représentant l'ensemble de l'organisme.
En nous basant sur les résultats obtenus par 1l'étude
immunostructurelle du genre Naegleria,il nous a semblé utile de

comparer quelques espéces appartenant au genre Acanthamoeba

afin d'essayer d'éliminer quelques problémes de synonymie, et

de déterminer les spécificités ainsi que les parentés des espdéces
appartenant 2 ce genre. Nous avons abordé cette &tude au moyen
d'hyperimmunsérums anti-A.culbertsoni et anti-Acanthamoeba sp.

Neff. A 1'aide de ces hyperimmunsérums nous avons pu comparer
successivement les structures antigéniques de A.culbertsoni
souche A.1., Acanthamoeba sp. Neff, A.castellani souche 1930,
A.castellani souche Hutner, A. rhysodes souches Adam et C.C.A.P.
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1534/3, A.polyphaga souche P.23, A.terricola souche 425,

A. pallestinensis souche Reich et A. astronyxis souche Ray.

1. Etude antigénique du milieu de culture.

Les structures antigéniques d'amibes du genre Acanthamoeba ont

€té analysées 3 partir des formes végétatives obtenucs en culture
axénique.

Dans le but de controler l'analyse des antigénes amibiens,
l'antifFénicité du milieu culture "C.G.V." est contrdlée chez

tous les hyperimmunsérums obtenus contre A, culbertsoni et

Acanthamoeba sp. Neff. Un seul hyperimmunsérum révéle un arc

de précipitation vis-3-vis de 1l'antigéne "C.G.V.". Cet hyper-
immunsérum a été écarté dans cette étude.

Nous avions d4éj3 pu observer lors de l'étude antigéni-
que du milieu de culture ajouté de sérum "C.G.V.S.", que
1'analyse immunoélectrophorétique des différents constituants
de ce milieu ne révéle que seulement le sérum de veau et le
sérum de veau foetal sont responsables de la présence d'anti-
corps contaminants.

Pour cette raison nous n'avons pas trouvé nécessaire de prépa-
rer un hyperimmunsérum anti-"C.G.V.". Nous nous sommes conten-
tés de contrdler systématiquement dans les hyperimmunsérums anti-
Acanthamoeba 1la présence d'anticorps anti-"C.G.V.".

2. Structure antigénique de¢ A. culbertsoni

La découverte d'un pouvoir pathogéne pour les animaux
et pour l'homme a accru considérablement 1l'intérdt que présente
cette amibe. Elle a été classifide par Singh et Das (1970) comme
espéce nouvelle et distincte et a été décrite par Culbertson
(1959) comme un contaminant des cultures de rein de singe,

A. culbertsonic et capable de provoquer, tout comme N.fowleri

une méningo-encéphalite chez les animaux et probablement aussi
chez 1l'homme (Jager et Stamm, 1972).
La souche quc nous avons étudiée (A-1) est une sub-
culture de la souche isolée par Culbertson. Son pouvoir pathogéne
. 2 6été testé in vivo 3 plusieurs reprises.
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L'8tude de la structure antigénique de A.culbertsoni

a été réalisé&-en se basant sur les réponses antigéniques de 2
lapins et 3 1'aide de 3 lots d'extraits antigéniques. Parmi les
hyperimmunsérums obtenus (N°s 70 et 71) le N° 71 (S5, S7 et S10)
a été retenu par son pouvoir de révélation €levé. Cet hyper-
immunsérum a servi de référence rour l'ensemble de cette étude.
L'analyse immunoélectrophorétique d'un extrait

‘hydrosoluble d'A.culbertsoni souche A-1 par 1l'hyperimmunsérum

homo logue 71Slo permet d'objectiver au moins 25 composants
antigéniques d'origine amibienne (fig.45). Cette "mosaique"
antigénique s'est montrée stable et reproductible 3 1l'aide de
trols extraits antigéniques préparés 3 unintervalle & 17 mois
de culture continue.

3. Structure antigénique d'Acanthamoeba sp.Neff.

Acanthamoeba sp. Neff (Neff, 1957) est considérée
comme &tant A.castellanii, espéce type de genre Acanthamoeba,
par Adam (1964) et Page (1967).

Nous avions choisi cette souche , au début de notre

€tude, en raison de 1la difficulté d'obtenir une subculture de la
souche origin-lle isolée par Castellani en 1930.

(Castellani, 1931). Depuis nous avons pu obtenir la souche
d'origine grace 3 l'obligeance de I.de Carneri.
L'étude immunostructurelle d'Acanthamoeba sp.Neff a été

menée 3 l'aide de six hyperimmunsérums et de trois lots d'extraits
antigéniques.

L'analyse immuncélectrophorétique d'un extrait
hydrosoluble d'Acanthamoeba sp. Neff par les hyperimmunsérums
homologues 62 et 71 (6233, s5, s6 €t Tlgs, s7, et g10) s Permet
d'objectiver au moins 26 composants antigéniques d'origine amibienne

(fig. 46). Cette Mosalque™ antigénique s'est montrée stable et
reproductible au cours de 1'immunisation de plusieurs lapins avec
les trois lots d'extraits antigéniques.
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3,1, Comparaison d'Acanthamoeba sp.Neff avec deux souches de

A. castellanii.

Nous avons voulu vérifier 1l'identité d'Acanthamoeba

sp.Neff avec A.castellanii afin de confirmer les observations
de Adam (1964), de Page (1967) et de Cerva (1967). Nous avons
successivement étudid les souches A.castellanii provenant

du laboratoire de S.H. Hutner et la souche originelle d'A.
castellanii isolée en 1930 par Castellani.

L'analyse immunoé&lectrophorétique des extraits
antigéniques d'A.castellanii souches Hutner et 1930 par l'hyper-

immunsérum (62 et 73) anti-Acanthamoeba sp. Neff, permet d'ob-

server la présence de structure apparemment isologue 3 celles
observées en réaction homologue. Aprés absorption de 1'hyperimmun-
sérum anti-Acanthamoeba sp.Neff par les extraits hétérologues

des souches Hutner et 1930 aucun anticorps dirigé contre 1l'extrait
homologue et l'extrait hétérologue n'est plus objectivé en
Ouchterlony, ni apr&s l'analyse immunoélectrophorétique (figil7).

Cette observation établit 1l'identité& de ces trois souches
au niveau des composants antigéniques révélés. Acanthamoeba

sp. Neff tombe en synonymie et devient A.castellanii souche
Neff.

4. Structures antigéniques comparées d'A.culbertsoni et d'A.castellanii

Cette analyse comparative est successivement effectuée 3
- 1'aide des hyperimmunsérums anti-A.culbertsoni souche A-1 et et
anti- A.castellanii scuche Neff.

T a— .




Figure 45

Mosaique immunocélectrophorétique d'A.culbertsoni A-1.

Vingt-cing compcsants sont objectivés sur 1l'immuncélectrophoréz

grammes.

Figure 46

MosaIque immunocélectrophorétique d'A.castellanii Neff,

Vingt-six composants sont objectivés sur 1'immunoélectrophoré&gramme.

Figure U7

Rfactions croisées entre A.castellanii Neff et A.castellanii 1930.
L'analyse immuno&lectrophorétique montre leur similitude antigénique.
L'hyperimmunsérum anti-A.castellanii Neff abscrbé par 1l'extrait
hétérologue d'A.castellanii 1930 ne révéle aucune spécificité antigéni-

que chez la souche homologue.

Figure 48

Comparaison imnunoélectrophorétique des extraits d'A.culbertsoni
et d'A.castellanii (A.sp.N.) 3 l'aide d'un hyperimmuns&rum anti-
A.culbertsoni (souche A-1). Vingt-cing et quatorze comnosants sont

respectivement cbjectivés.

Figure 49

Spécificités antigéniques d'A.culbertsoni A-1, Le contrSle de
1'épuisement en double Aiffusion et la caractérisation immuncélectro-
phorétique montre les spécificités antigéniques d'A.culbertscni

aprés l'épreuve d'absorpticn croisée.
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4,1, Hyperimmunsérum anti-A.culbertsoni A-1

L'hyperimmunsérum anti-A. culbertsoni objectivant en

-~

réaction homologue 25 composants antigéniques, opposé 3 1l'extrait

hydrosoluble d'A.castellanii Neff, permet d'objectiver en

immunoélectrophorése 14 composants antigéniques partagés par
les deux espéces (fig. u8).
I1 apparait donc que A. culbertsoni se distingue de

A. castellanii par un minimum de 11 composants antigéniques.

Aprés épuisement par l'extrait hétérologue de A. castellanii

Neff, 1l'hyperimmunsérum anti-A.culbertsoni révé&le encore 11

composants antigéniques en réaction homologue tandis qu'en réac-
tion hétérologue aucun composant n'est révélé (fig. 49).

4,2, Hyperimmunsérums anti-A. castellanii Neff,

Un hyperimmunsérum anti-A.castellanii Neff objectivant

en réaction homologue 26 composants antigéniques, opposé 3
1'extrait hydrosoluble d'A.culbertsoni permet d'objectiver en

immunoélectrophorése 14 arcs de précipitation partagés par les
deux espéces (fig. 50).
I1 apparait donc qu'A. castellanii se distingue de A.

culbertsoni par un minimum de 12 composants antigéniques. Aprés

épuisement par 1l'extrait hétérologue d'A.culbertsoni,

1'hyperimmunsérum anti-A.castellanii Neff détermine encore 12

composants antigéniques en réaction homologue, tandis qu'en
réaction hé€térologue aucun composant n'est révélé (fig. 51).

Ces résultats sont en parfaite confirmation avec ceux précédemment
obtenus. Ces résultats permettent d'établir 1'indépendance immu-
nostructurelle d'A.culbertsoni et d'A.castellanii.

La spécificité marquée des esp@ces ainsi que l'importance
des parentés antigéniques observées sont de 1l'ordre de la
moitié environ de leurs structures antigéniques respectives.

oo 3 e o A 5 75

s
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5. Structures antigéniques comparées d'A.culbertsoni avec

d'autres espé€ces appartenant au méme genre

Dans cette &tude nous avons comparé les structures anti-
géniques de A. polyphapa, A. rhysodes, A. terricola, A. palesti-

nensis et A. astronyxis 3 1l'aide d'un hyperimmunsérum anti-

-

A. culbertsoni. Les parentés ont &té &tablies 3 1'aide de deux
lots d'extraits antigéniques de A. rhysodes et de [. astronyxis.

Un seul lot a été& préperé pour les autres espéces. En ce qui

concerne A, rhysodes, deux lots d'antigéne ont €té obtenus &

partir de deux souches d'oripgine différente . Ces souches sont
probablement des subcultures de la méme souche, originelle de
Singh. Aucun hyperimmunsérum n'a été préparé vis-3-vis de ces L
esSpéces.

L'analyse immunocélectrophorétique des extraits antigéni-
ques de A. polyphaga, A. rhysodes, A. terricola, A. palestinensis

et A. astronyxis par l'hyperimmunsérum N°71 anti-A.culbertsoni

objectivant en réaction homologue 25 composants antigéniques,
permet d'objectiver respectivement 9,11, 10, 15 et 16 composants
antigéniques en commun (fig. 52).

I1 apparait donc que A. culbertsoni se distingue 4'A

polyphaga par 9 composants antigéniques, d'A. rhysodes par

11 composants, d'A. terricola par 9 composants antigéniques,

d'A. palestinensis par 10 composants et d'A. astronyxis par 9

composants antipéniques. Ces résultats sont confirmés apres
l'absorption de l'hyperimmunsérum anti-culbertsoni par les extraits

hétérologucs.
A. culbertsoni se diversifie trés nettement des autres

espéces €tudiées. Ses parentés antigéniques, de l'ordre de
9 8 16 composants, sont importantes mais d'autre part, sa
spécificité marquée s'exprime au niveau de la moitié au tiers

environ de ses antigénes.
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6. Parentés antigéniques comparées d'A. castellanii avec A.

terricola, A. polyphaga et A. rhysodes.

Ce groupe d'espéces appartenant au genre Acanthamoeba

est morphologiquement tré&s homogéne. Plusiecurs de ces espéeces

sont mises ersynonymie par Singh et Das (1970) et par Page (1967).

En raison de ce probléme de systématique nous avons d'abord étudié
les parentés antipgé&niques de ce groupe pour &€lucider la confusion

actuelle due au double emploi de plusieurs noms spécifiques.

6.1. Structure antigénique comparée d'A.castellanii avec A. terri-

cola.

4. terricola (Pussard, 1964) est une souche morpholo-

-

giquement semblable 3 A. castellanii. La comparaison de sa

structure antigénique par rapport 3 celle de A. castellanii

-~

a €té effectuée i 1'aide d'un seul extrait hydrosoluble de la
souche U425 4'A. terriccla.

L'hyperimmunsérum anti-A. castellanii souche Neff,

opposé en immunoé&lectrophorése 3 A. terricola permet d'observer

~

une structure antigénique apparemment semblable 3 celle observée
en réaction homologues. Apr%s’épuisement de l'hyperimmunsérum anti-
A. castellanii par l'cxtrg§ egQ}?gggrricola aucun anticorps dirigé
contre 1l'extrait homologue et 1l'extrait hétéroclogue n'est

plus objectivé, Cecl &tablit 1'identité& de ces socuches au

niveau des systémes précipitants objectivés. Une confirmation

au moyen d'un hyperimmunsérum anti-A. terricola est souhaitable
et permettra d'établir 1'identité absolue.

6.2. Structure antigénique comparéc d'A.castellanii avec A.polyphaga

et A. rhysodes.

Cette comparaison a &t& effectué 3 l'aide d'un extrait
antigénique de la souche P.23 d'A. polyphaga et de 2 extraits
d'A. rhysodes, provenant de deux souches d'origime différente.

Un hyperimmunsérum anti- A. castellanii objectivant en

réaction homologue 26 composants antigéniques, opposé aux extraits
hétérologues de A. -polyphaga et A. rhysodes (deux souches)

permet d'objectiver en immunoélectrophorése respectivement 21 et

12 sl bt R o




Figure 50

Comparaiscn immunoélectrophorétique des extraits d'A.castellanii
Neff (A.sp.N,) et d'A.culbertsoni (A.cu) 3 1'aide d4'un hyperimmun-
sérum anti-A.castellanii Neff. Vingt-six et quatorze composants

sont respectivement objectivés.

Fipure 51

Spécificités antigéniques d'A.castsllanii Neff.

Le contrdle de 1'épuisement des r&actions croisées en double
"diffusion et la caractérisation immunoélectrophorétique permet
d'objectiver les spécificités antigéniques d'A.castellanii Neff

aprés 1l'épreuve d'absorption croisée.

Figure 52
Comparaison immunoélectrophorétique des extraits d'A.culbertsoni,

~

d'A.palestinensis, d'A.terricola et d'A.astronyxis menée 3 1l'aide

d'un hyperimmunsérum anti-A.culbertsoni.

Figure 53

Comparaison immunoélectrophorétique des extraits d'A.castellanii
Neff (A.sp.N.) et d'A.rhyscdes (A.rh.) menée 3 1'aide d'un
hyperimmunsérum anti-A.castellanii Neff.

Figure 54

Spécificités antigéniques A'A.castellanii Neff.
L'hyperimmunéérum anti-A.castellanii Neff absorbé par 1l'extrait
de la souche hétéroclogue d'A.rhysodes permet de révéler les

spécificités antigéniques chez 1la souche homologue.
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23 composants antipéniques partagés par ces souches (fig. 53).
Il apparait donc qu'f. castellanii de distingue d4'A. polyphaga

par un minimum de 4 compcsants antigéniques et d'A.rhysodes

par un minimum de 3 composants antipéniques (fig. 54).
Ces résultats sont confirmés aprés absorption de 1'hyperimmunsérum
anti-A. castellanii par les extraits hé&térologues d4'A. polyphaga
et d'A. rhyscdes.

Les parentés antigéniques entre A. castellanmii et A.

polyphaga et A. rhysodes sont trés impcrtantes et concernent

un peu plus des 4/5 de leurs structures antigéniques respectives.
Ces trois espl@ces différentes sont antigéniquement trés apparentées
et peuvent &tre considérées comme un groupe homogéne, au sein

du genre Acanthamoeba, ccmme le suggéraient d'ailleurs leurs

caractéres morphologiques.

6.3. Structure antigénique comparée d'A. castellanii avec A. pales-

tinensis et A. astronyxis.

Cette étude a 8té effectufe 3 1l'aide d'un lot d'extrait

d'A.palestinensis et de 2 lots d'extraits antigéniques d'A.astro-

nyxis. A. palestinensis a été criginalement décrit comme étant

Mayorella palestinensis par Reich (1936).

Les hyperimmunsérums n°62 et 73 anti-A. castellanii

souche Neff utilisés pour cette comparaison rév@lent respectivement
26 et 22 composants immunoélectrophorétiques en réaction homologue.
Opposés aux extraits hydrosolubles d'A. palestinensis et d'A.astrony-

xis, ils montrent la présence respectivement de 17 et 14 composants
immuncélectrophorétiques apparentés (fig. 55). Ces parentés corres-
pondent 3 une isologie de 1l'ordre des 3/5 de 1la structure observée.
I1 est 3 remarquer que la proportion des antipénes apparentés

reste la méme lorsqu'elle est déterminde 3 l'aide d'hyperimmunsérums
de force inégale.

Réciproquement la spécificité antigénique d'A.castellanii

a €té déterminée par l'épreuve d'absorption. Aprés épuisement de
1'hyper immunsérum n®62 3 1'aide des extraits lyophilisés d'aA.

mrs gl o g e i S i
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palestinensis et 4'A, astronyxis, 9 et 12 composants restent révélés

en réaction homologue (fig 56). La spécificité antigénique

d'A. castellanii vis-3-vis d'A.palestinensis et d'A. astronyxis

intéresse donc environ les 2/5 de sa structure agtigénique
révélée en immunoélectrophorése, en accord avec le depgré d'appa-
rentement observé précédemment.

En conséquence, 1l'indice d'isclogie antigénique entre
ces trois espéces est d'environ trois cinquiémes. La parfaite
complémentarité observée entre isologie et spécificité témoigne
de 1la fid&lité et de 1la reproductibilité de 1'analyse immunoélec-
trophorétique, lorsque celle-ci est menée de fagon normalisée

3 1'aide de sérums hyperimmuns et ds 1l'épreuve d'absorption croisée.

7. Parentés antigéniques du genre Acanthamoeba

Les affinités immunoélectrophorétiques des espéces
appartenant au genre Acanthamceba reflétent leurs relations

taxonomiques. L'ensemble des parentés observées au sein du genre
Acanthamoeba sont rassemblées dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Parentés antigéniques du genre Acanthamoeba

“(réactions croisées minimales observées en immuncélec-
trophorése).

Hyperimmun
SCTums A.culbertscni A-1 A.castellanii Neff

Antigénes

A. culbertsoni A-1 25 14
A. castellanii Neff 14 26
A. castellanii Hutner 14 26
A. castellanii 1930 14 26
A. terricola 14 26
A. rhysodes 11 23
A. polyphaga 9 22
A. palestinensis 15 17
A. astronyxis 16 14

Les parentés antigéniques sont remarquablement importantes entre
les espéces €tudiées apparterant au genre Acanthamoeba,

Nous avons pu mettre en évidence, parml neuf souches
étudiées, l'identité de quatre souches. Ces quatre souches,
connues sous trois nomenclatures différentes dcivent étre
ramenées i urne seule espdce, 3 savoir Acanthamoeba castellanii
(Volkonski, 1930). Les dénominations Acanthamoeba sp.Neff et
A. terricola disparaissent et deviennent synonyme d'A. castellanii,

Ce résultat témoigne ainsi de 1l'homogénéité antigfnique de l'espéce
A. castellanii.

Les parentés antigéniques entre A. culbertsoni et A.

castellanii concernent un peu plus que la moitié de leurs structures

antigéniques; ceci met également en &évidence la spécificité marquée
de ces deux espéces.
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Les parentés antigéniques entre A.castellanii et

A. polyphaga et A.rhyscdes sont trés importantes et concernent

plus que les 4/5 de leurs structures antigéniques.
Les parentés antigéniques importantes, observées entre
A, castellanii d'une part et A. poclyphapa et A. rhysodes d'autre

part, établissent une grande ressemblance d2 leurs structures
antigéniques, supportée par leur identité morphologique. Ces
trois espéces trés apparentées antigéniquement et morphclogiquement

semblent constituer un groupe au sein du genre Acanthamoeba.

Page (in 1litt., 1974 ) est de cet avis en ce qui concerne
les caractéres morphologiques.
Les spécificités d'A.castellanii wvis-&d-vis d'A.polyphaga

et d'A.rhysodes sont peu marquées. Un hyperimmunsérum anti-A.castellanii

absorbé préalablement par A. polyphaga et opposé en immunoélectropho-

rése 4 A. rhysodes ne permet d'objectiver qu'un seul composant

antigénique, tandis que e¢e méme hyperimmunsérum absorbé
préalablement par A.rhyscdes ne permet plus d'objectiver de

composants antigéniques vis-3-vis 4'A. polyphaga.(fig. 57). Cette

constatation permet d'envisager 1la possibilité&, au sein de ce
genre, la notion de celle d'"espéce" et "sous-espéce™.
Les deux souches d'A. rhysodes étudi&es sont probablement

identiques. En effet, des hyperimmunsérums anti-A.culbertsoni

et anti-A. castellanii &puisés préalablement par un extrait anti- .

génique d'A.rhysodes (souche Adam) et opposés ensuite en

immunoé€lectrophorése 3 A. rhysodes (socuche C.C.A.P.) ne permettent

pas de révéler de compesants antigéniques en réacticn hétérologue.
-

Cette constatation est a confirmer par un hyperimmunsérum anti-

A. rhysodes.

Les esp&ces A, palestinensis et A. astronyxis se diver-

sifient trés nettement d'A.castellanii et leurs parentés anti-

géniques sont du méme ordre que celles observées entre A. castellanii

et A. culbertsoni et comprennent un peu moins que la moitié pour

A. astronyxis et les 2/3 environ pour A. palestinensis.




Figure 55
Comparaison immunoélectrorhorétique des extraits d'A.castellanii,

d'A.palestinensis, d'A. terriconla et d'A.astronyxis menée 3

1'aide d'un hyperimnmunsérum anti-A.castellanii Neff.

Figure 56
Spécificités antiginiques d'A.castellanii Neff révélées par

abscorption croisée de l'hyperimmunsérum anti-A.castellanii
par les extraits hétérologues d'A.palestinensis et d'A.astronyxis.

Figure &7
Spécificités antigéniques d'A.castellanii Neff et ¢'A.rhysodes

révélées par un hyperimmuns&rum anti-A.castellanii Neff
oréalablement absorbé par un extrait antigénique d'A.polyphaga.
Quatre et un composants antifréniques sont respectivement objectivés.

Bt e i e + o+ et

a) Réactions croisées en double diffusion des extraits antipgéniques
d'A.culbertsoni (A.a), d'A.castellanii (A.sp.N.) et d'Acanthamoeba
sp. ITMAP AO42 objectivées 3 1l'aide des hyperimmunsérums anti-

A.culbertsoni et anti-A.castellanii.

b) Spécificités antigéniques d'A.castellanii Neff révélées par

abscrption croisée de l'hyperimmunsérum anti-A.castellanii Neff
par l'extrait hétérologue d'Acanthamoeba sp. ITMAP 1042,

Trois composants antigéniques sont encore révélées en réaction

homologue.
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A. culbertsoni se diversifie trés nettement des

autres espéces étudifes. Ses parentés antigéniques, de l'ordre

de 9 3 16 composants, sont importantes mais d'autre  part sa spéci-
ficité marquée s'exprime au niveau de la moitié environ de ses
antigdnes. A. culbertsoni est indiscutablement l‘'espéce antigéni-

quement la plus indépendante au sein du genre Acanthamoeba.

Remarquons encore que les quatre souches d'A. castellanii

~

étudiées 3 1l'aide de l1l'hyperimmunsérum
anti-A. culbertsoni rév@lent le méme nombre de composants antigé-

niques en parfait accord avec les observations faites 3 1'aide
de 1l'hyperimmunsérum anti-A. castellanii.

8. Essai d'identification immunoé&lectrophorétique de quelques
espéces d'Acanthamoeba isolées au laboratoire.

Parmi les nombreuses souches d'Acanthamoeba isolées dans

le Département de Protozoologie du Professeur J.B. Jadin, nous en
avons choisi quelques unes pcur tenter de les identifier &
l'aide de 1l'analyse immunoélectrophorétique au moyen des seuls
hyperirmunsérums dont nous disposons.,

Nous avons successivement étudié les souches Acanthamoeba
sp. ITMAP 361, Acanthamoeba sp. ITMAP 1042 et Acanthamoeba
sp. IMVS RUS.22. Cette derniére souche a été isolée par A.

Jamieson (Adelaide, Australie).

8.1. Acanthamoeba sp. ITMAP 361
Cette souche, isolée i partir d'une eau de piscine

i Anvers, se cultive axéniquement en milieu C.G.V. & 28° C

mais supporte cependant 1la multiplication & 37°C. Morphologiquement

elle ressemble & A. castellanii. Elle a pu &tre transmise 3 la souris

3 plusieurs reprises par passages effectués par voie intracérébrale.
L'extrait antigénique hydrosoluble de cette souche opposé

aux hyperimmunsérums anti-A.culbertsoni et anti-A.castellanii

en méthode d'Ouchterlony révéle un apparentement plus proche avec
A. castellanii qu'avec A.culbertsoni. L'analyse immuno&lectropho-

rétique de 1l'extrait hydrosoluble d'fcanthamoeba sp.ITMAP 361 par

e e .

-- 2 e
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un hyperimmunsérum anti-A. castellanii (N°62) permet d'objectiver

au moins 21 composants antigéniques partagés par les deux souches.

L'hyperimmunsérum anti-A. castellanii épuisé préalablement

par l'antigéne d'Acanthamoeba sp. ITMAP 361 et opposé en immunoé-

lectrophordse 3 A. castellanii permet de révéler 4 3 5 composants

antigéniques en réaction homologue tandis qu'en réaction hétéro-
logue aucun composant antigénique n'est révéls,
Cette souche se montre antigéniquement tré&s apparentée

& A, castellanii mais n'est vas isologue 3 la structure antigénique

de cette espéce. Nous pensons néanmoins que la souche ITMAP 361
appartient au groupe A. castellanii - A, rhysodes - A. polyphaga .

Le manque d'hyperimmuns€rums anti-A.rhyscdes et anti-A.polyphaga

ne nous permet pas de réaliser 1l'identification compléte de cette
souche.

8.2. Acanthamoeba sp. ITMAP 1042

Cette socuche a été isolée 3 partir de selles diarrhéi-
ques provenant d'un enfant hospitalisé 3 la Clinique Good-Engels
i Anvers (Jadin et al. 1973). Cette souche se multiplie axéni-

quement 3 28°C et ressemble morphologiquement & A. castellanii.

Inoculée nar voie intracérébrale elle provoque la mort de 1la
souris. Nous avons subirrulé cette souche chez 1a scuris 3 cing
reprises.

Un extrait antigénique, préparé 3 partir de cette
souche en culture axénique, a &té opposé en Ouchterlony aux hyper-

immunsérums anti-A.culbertsoni et anti-A.castellanii . Cette

scuche s'est mentrée plus apparentée 3 A. castellanii qu'a

A. culbertsoni (fig. 58 a).

L'analyse immunoélectrophorétique de 1l'extrait
hydrosoluble d'Acanthamoeba sp.ITMAP 1042 por un hyperimmunsé&rum
anti-A.castellanii (N°62), rermet d'objectiver une structure

-~

apparemment identique 3 celle objectivée en réaction homologue.

2 i et Ewara
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L'hyperimmunsérum anti-A.castellanii &puisé préalablement
par l'antigéne d'Acanthamoeba sp. ITMAP 1042 et opposé en immunoé-
lectrophorése 3 A. castellanii permet d'objectiver en réaction

homologue encore 3 composants antigéniquzs tandis qu'en réaction
hétérologue aucun composant n'est révélé (fig. 58 b).
De plus, un hyperimmunsérum anti-A. castellanii, préala-

blement épuisé par 1l'extrait h&té&rocloguc d'Acanthamoeba sp.
ITMAP 1042 et opposé ensuite en immunoé&lectrophord®se aux antigénes
d'A. rhysodes et d'A.polyphagra révéle encore au moins un composant

antigénique vis-3-vis de ces deux souches.

Cette souche se montre antiréniquement différente d'A.
castellanii maim néanmoins trés apparentée. Nous n'avons pas
pu démontrer 1l'identitd de cette souche avec les espéces A.rhysodes

et A. polyphaga mais nous avons pu constater un apparentement

trés E€troit avec ces espéces. MNous pensons donc que la souche
Acanthamoeba sp. ITMAP 1042 appartient au groupe A. castellanii-

A. rhysodes - A. polyphaga.

8.3. Acanthamoeba sp. IMVS RUS 22

Cette souche nous a &t& communiquée par Jamieson (Australie).

Elle a &té isolée & partir du sol entourant une source d'eau
chaude dans le domaine de Rotura, Nouvelle Zé&lande. L'eau de cette
source sert entre autresd l'alimentation d'une piscine ol un
cas de méningo-encéphalite amibienne primitive 3 N.fowleri s'est
produit. '

Cette souche se montre potentiellsment pathogéne pour

la souris, tant par inoculation intra-cérébrale que par l'instillation

intra-nasale. Par vcie intra-cérébrale elle tue 1la souris, entre
b et 6 jours et aprés instillation intra-nasale les souris
meurent entre 5 3 8 jours. .
Ces tests de pathogénicité ont &€té répétés 3 plusieurs reprises
dans notre laboratoire et sont une confirmation des observations
faites par Jamieson. Suite 3 cette pathogénicité aigu&, nous
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avens cru qu'il s'agissait d'une souche dA'A.culbertsoni ., Néanmroins,
les résultats obtenus en agglutination (Jamieson, in 1litt.)
et en immunofluorescence ont montré. qu'en vérité cette souche

n'appartenait pas 4 A. culbertsoni ni & A. castellanii. Cette

souche se cultive axéniquement en milieu C.G.V. 3§ 37°C.

Un extrait antigénique préparé & partir de cette souche
a 8té opposé en Ouchterlony aux hyperimmunsérums anti-A.culbertsoni
et anti-A. castellanii. Elle s'est montrée plus apparentée d A.

castellanii .
L'analyse immunoélectrophorétique de l'extrait hydrosoluble
d'Acanthamoeba sp.IMVS RUS 22 par un hyperimmunsérum anti-A.castellanii

permet d'objectiver une structure apparemment isologue i celle

objectivée en réaction homologue. Aprés abscrption de 1l'hyperimmun-
sérum anti-A.castellanii par 1l'extrait hétérologue, aucun anticorps
précipitant n'est objectivé en Ouchterlony, ni en immunoé&lectropho-

rése aussi bien en réaction homologue gu'en hété€rologue.

Ces deux souches semblent donc &étre identiques mais le
résultat demande une confirmaticn 3 1'aide d'un hyperimmunsérum
anti-Acanthamoeba sp. IMVS RUS 22.

Cette observaticon confirme, qu'A.castellnanii peut

€tre pctentiellemnt pathogéne pour la souris.

Conclusion
L'identification de ces souches ne nous est pas possible

en l'absence d'hyperimmunsérums anti-A.polyphaga et anti-A.rhysodes.
Acanthamoeba sp. RUS 22 est probablement A. castellanii mais

une confirmaticn par un hyperimmunsérum anti-Acanthamocka sp. RUS

22 est souhaitable., Ces obscrvations permettent de conclure que

les souches &tudiées appartiennent au groupe L. castellanii -

A. pclyphaga - A. rhyscdes.
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CHAPITRE 5

Parentés antigfniques des genres Naegleria
et Acanthamoeba

-

Le climat qui convient 3 1'homme n'est

pas celui du bonheur. C'est celui de

1'inquiétude, de 1l'insatisfaction et

de l'aspiration vers ce qul le dépasse.
Albert Vaudel

"Lthomme et 1'évolution”.
P. 197.
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La définition des structures immunoélectrophorétiques
des différentes esp&ces appartenant aux genres Naepleria et
Acanthamoeba nous a permis d'aborder 1'é€tude de leurs relations

avec des organismes §itués45 divers niveaux taxonomiques. Cette
€tude comparative gtgenée en collaboration avec D. Afchain et
D. Le Ray en ce quil concerne les Trypanosomidae et les organismes
non apparentés.

La comparaison a concerné principalement des organismes
maintenus en culture axénique. La spécificité des résultats a
€té assurée par 1l'épreuve d'absorption croisée, aprés épuisement
systématique des hypsrimmunsérums d'analyse 3 l'aide du milieu
de culture.

Le degré d'apparentement antigénique des espéces du
genre Naegleria et Acanthamoeba a &€té appréci® successivement

au niveau de l'ordre des Amocebida, dans le phylum des Protozoa
et en dehors de celui-ci.
Au niveau de 1l'ordre des Amoebida nous avens comparé

le genre Naegleria et Acanthamoeba avec quelques espéces repré-

sentant les familles des Vahlkampfiidae, Hartmannellidae. et
Fntamoebidae.

Dans le phylum des Protozoa, dans le proupe-classe,
la comparaison a concerné, au niveau de la classe, les Phytomos-
tigophorea Fuglena et Monas, dans les Kinetoplastida plusieurs
représentants de la famille des Trypanosomatidae, et au niveau
dc la classe des Ciliata Tetrahymena pyriformis.

Hors du phylum, nous avons recherché l'existence de réactions
croisées entre les genres Naegleria et Acanthamocba et des

organismes parasites non apparentés : Champignons ct Helminthes.

1. Parentés antipgé€niques entre les genres Naepleria et Acanthamoeba.

Les parentés antigéniques entre ces deux genres ont
€té Ctablies 3 1'aide Ae cing hyperimmunsérums différents anti-
Naegleria et de deux hyperimmunsérums différents anti-Acanthamoeba.

Les analyses sont d'abord menées en méthode d'Ouchterlony
et les arcs de précipitation objectivis sont ensuite localisés en
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immunoélectrophorése. Le nombtre d'arcs objectivés en OQuchterlony
n'est pas toujoﬁrs révélt en immunoélectrophorése. Les résultats
des parentés antigéniques minimales figurant dans les tableaux
cerrespondent au nombre de ccmposants antigéniques localisés

en immunollectrophorése.

1.1, Hyperimmunsérums anti-Naegleria,

Les immunoé&lectrophord@ses ont ét& menées i l'aide de
8 extraits antipgéniques provenant de six espéces différentes Au
genre Acanthamoeba. Ces antigénes ont été opposés 3 cing

hyperimmunsérums anti-Naegleria représentant cing espéces diffé-

rentes. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 8.

o
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Tableau 8 : Parent&s antigéniques du genre Naegleria avec le
genre Acanthamoeba (réactions minimales observies

en immuno&lectrophorése).

Hyperimmun-
sérum
. s N.gruberi N.jadini N.fowleri Naegleria Naegleria
fintigénes 5o K. Sp . POVFE
Acanthamoeba sp. _
Neff 1 3 5 5
A,castellanii 0 1 0
A, terricola 0 1 0 1
A.rhysodes 0 2 1 0 0
A. polyphaga 0 0 0 1 0
A, culbertsoni 0 2 2 0
A, palestinensis 0 1 0 0 1
A, astronyvxis 0 1 0 0

Py ]

P e

Les renseignements rassemblés dans le tableau &
mettent en €vidence que les parenté€s ccncernant 1 3 3 composants
antigéniques sont spécifiquement partagées par certaines espéces.,
Ces parentés exprimes entre deux genres de familles différentes
sont réduites et leur reconnaissance par le lapin est irréguliére
et nécessite une immunisation prolengée. On remarquera que 1l'hyper-
immunsérum anti-N.jadinl et anti-N.fcwleri(fig. 59), révélant
respectivement 35 et 28 arcs de précipitations en réaction
homologue, ont mis en &vidence les meilleurs résultats cencernant
les parentés observédes entre les deux genres.
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De plus, l'hyperimmunsérum anti-N.jadini épuisé préa-
lablement par l'extrait antigénique d'A.castellanii souche

Neff et opposé en Ouchterlony aux antigénes dcs autres espéces
du genre Acanthamoeba ne permet de révéler aucun arc de préci-

pitation; ceci montre que les parentés partagéespar N.jadini

et A. castellanii comprennent les mémes composants partags par
N. jadini et le¢s autres espéces du genre Acanthamoeba.

Les compesants partagés par ces deux genres apparaissent tardive-

ment au cours de 1l'immunisation. Un antisérum de cinétique anti-
N. fowleri objectivant en réaction homologue 6 compcsants antigéni-
ques ne permet pas d'objectiver en dcuble diffusion 4'Ouchterlony

la présence de ccmposants antigpéniques. Des hyperimmunsérums

anti-Naegleria révélant moins de 20 composants antigéniques en
réaction homologue n'ont pas permis de visualiser une parenté

antigénique entre des espéces appartenant 3 ces deux genres.

1.2. Hyperimmunsérums anti-Acanthamoeba.

Les immunoélectrophoféses cnt €té menées 3 l'aide de
5 extraits antigéniques provenant de cing espéces différentes
appartenant au genre MNaegleria. Elles ont &té& opposés aux
hyperimmuns&rums d'A.castellanii souche Neff et d'A.culbertsoni
souche A-1,

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 9.
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Tableau § : Parentés antigéniques du genre Acanthamoeba

avec le genre Naepleria (réacticns minimales observées
en immunoélectrophorése).

Hymmunsérums

' A.castellanii Neff. A.culbertsoni A-1
Antigens
N.gruberi 0 0
N.jadini "0 2
N.fowleri 1 1
Naegleria sp.A. 1 0
Naegleria sp. PPMFB 0 0

Les résultats rassemblés dans ce tableau mettent en
évidence des parentés antigéniques trés réduites entre les
genres Acanthamoeba et Naegleria. Ces parentés concernent 1 &
2 composants antigéniques (fig.59) spécifiquement partagés par
certaines espéces, mais ceux-ci sont irréguliérement reconnus

par les lapins. Ces parentés concernent en moyenne moins &'un
cemposant antigénique. Les parentés antigéniques les plus
importantes sont révélées i l'aide des hyperimmunsérums anti-
Acanthamoeba et les extraits antigéniques de N.jadini et N.

fowleri comme c'était le cas dans le paracraphe précédent.
Cette observation confirme la fidélit& des réactions observées,

2. Ordre des Amoebida

Toujours par référence au genres Naegleria et Acanthamoeba,

-

nous avons confronté leurs structures antigéniques 23 celles

-

de diverses familles appartenant 3 1l'ordre des Amoebida.
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2.1. Vahlkampfiidae

Les Vahlkampfiidae font partie d'un groupe & position
systématique controversée, généralement rangésparmi les
Rhizopodes (Chatton, 1953; Kudo, 1956; Page, 1967; Singh et Das,
1970) celles-ci ont &té& placés"for ccnvenience" parmi les Flagellés
dans 1l'ordre des Rhizomastigida par le Committee de Taxonomie
(1964), Cette famille comprend en effet les organismes amoeboldes
présentant au cours de leur cycle un stade flagellé illustrant
ainsi les affinité&s fondamentales des Rhizopodes et des Flagellés.
Ces considérations nous ont conduit 3 examiner en
détails les relaticns antigéniques du genre Naegleria et Acanthamoe-

ba avec d'autres genres eppartenant & la famille des Vahlkampfiidae.
Quatre hyperimmunsérums anti-Naegleria et deux hyper-
immunsérums anti-Acanthamoeba ont ét& opposés 3 une souche

-~

appartenant au genre Tetramitus 3 savcir T. rostratus et une souche

du genre Vahlkampfia, V.avara, T.rostratus représente ici un

autre genre appartenant aux amoebo-flagellates tandis que chez
V. avara , un stade flagellé n'as pas été mis en évidence au
ccurs de son cycle. |

Les résultats obtenus en immunoélectrophorése sont
rassemblés dans le tableau 10.
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Tableau 10 : Parentés antigéniques du genre Naegleria et

Acanthamoeba avec g:rostratus et V,avara.

he. T.rostratus V. avara

HIS

N.gruberi it b
N. jadini 2 1
N.fowleri ’ 1 2
Naegleria sp A 0 1
A.castellanii 0 2
A.culbertsoni 1

Les renseignements rassemblés dans ce tableau mettent
en &vidence que les parentés observées entre différents genres
appartenant 3 la méme famille sont plus importantes que les parentés

-

observées entre genres appartenant 3 deux familles différentes (fig.
60) .

Au sein de la famille des Vahlkampfiidae on constate
que les parentés unissant deux genres différents d'amoebo-falgellates,
sont aussi impcrtantes que les parentés observées éntre un genre
d'amoebo-falgellate et le genre Vahlkampfia, ne produlsant apparemment

pas de stade flagellé temporaire.

2.2, Hartmannellidae

Une seule espéce appartenant au genre Hartmannella a été

confrontée aux hyperimmunsérums anti-Naegleria et anti-Acanthamoeba

Le genre Acanthamoeba appartient &galement & la famille des
Hartmannellidae, ainsi deux genres appartenant 3 1a méme famille
seront confrontés.

Les réactions croisées observées sont indiquées dans
le tableau 11.
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Tableau 11 : Parentés antig€niques du genre Nacgleria

et Acanthamoeba ave H. vermiformis. (Réactions

minimales observées ou immuno&lectrophorése).

Antigd . .
* gene H. vermiformis

Hyperimmunsérums

N. gruberi

N. jadini
N. fowleri

Naegleria sp A
A, castellanii

O r»r O = O O

A, culbertsoni

Les parentés observées entre genres appartenant 3
la méme famille, ainsi que les parentés observées entre genres
de familles différentes dont trés minimes ou nulles.
Elles peuvent &tre considérées comme négligeables. On remarquera
qu'une disparité antigénique importante presque totale s'observe
entre Acanthamoeba et Hartmannella , deux genres classifiés

dans la famille des Hartmannellidae.

2.3, Entamoebidae,

Une seule espdce appartenant au genre Entamoeba a &té

confrontée aux hyperimmunsérums anti-Naegleria et anti-Acanthamoeba;
il s'apgit d'E.histolytica scuche HK 9. Les réactions croisées ainsi

~

que l'hyperimmundisation a été effectude 3 1'aide d'un antigéne de
commerce (I.V.N.).

2.3.1. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 12'
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Tableau 12 : R&actions croisées observées entre les genres

Naegleria, Acanthamceba et Entamoceba.

Antipene E. histonlytica

Hyperimmunsérums

N. gruberi

N. jadini
N. fewleri

Naegleria sp.A
A. castellanii

O O O +» » O

A, culbertscni

Ces résultats montrent que les parentés observées entre
ces différents genres appartenant i différentes familles sont
trés réduites et népligeables.,

2.3.2. Un hyperimmunsérum anti-E.histolytica objectivant en réaction
homelogue un minimum de 25 composants antipgéniques a été&é cppoesé

aux extraits antigéniques de plusieurs esplces du genre Naegleria
et Acanthamoeba .

Tableau 13 : Réactions croisées observées d'E.histolytica
avec Naeprleria et Acanthamoeba.

Hyperimmunsé&rum
F. histolytica

Antigénes

N. gruberi

N. jadini

N. fowleri
Naegleria sp.A
Naegrleria sp PPMFB

A.castellanii

A. culbertscni

A. palestinensis

» O O O O O O O O

A. astronyxis
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Les renseignements rassemblés dans ce tableau mettent en -
évidence que les parentés observées entre les genres Acanthamoeba

et Entamoeba sont nulles ou néplig-ables.

Aucune parent& n'a &t& observée entre Naepgleria et Entamoeba.

Entre Entamneba et fAcanthamoeba seulement un composant

antigénique est nées en évidence avec A. astronyxis.

En conclusion, les relations antigéniques entre Naegleria
Acanthamceba et Entamoeba scnt nulles ou négligeables

3., Classe des Phytomastigophorea.

Les parentés antigéniques de Naepleria et Acanthamoeba

avec quelques flagellés ont &€t& appréciées en comparant l'amoebo-
flagellate N.fowleri et les amibes sans stade flagellé,

A. castellanii, A. culbertscni et E. histolytica 3 deux phytoflagel-
1és appartenant & des ordres distincts. L'Euglénien Euglena et

la Chrysomonadine Monas.

Les parentés antigéniques observées sont rassemblées
dans le tableau 14,
Tableau 14 Parentés antigéniques entre Amoebida et Phytomas-

tigophorea.

Antigénes
E. gracilis Monas sp.
Hyperimmunsérums
N. fowleri 0 1
N.jadini 0 0
A. castellanii 0 2
A. culbertsoni 0 1
E. histolytica. 0 0

L'analyse immunoélectrophorétique d'Euglena gracilis

(forme chlorophyllienne) par les hyperimmunsérums mentionnés
dans le tableau 14 n'a pas permis de révéler la présence de
composants antigéniques communs.
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L'examen d'un organisme aplastidié, Mcnas sp.,

-~

appartenant 4 un groupe distinct de Phytoflarellés, 3 l'aide

Ades hyperimmunsérums anti-N.fowleri, anti-A.castellanii, anti-

A.culbertsoni et anti-F. histnlytica a révélé qu'un scul

-

composant est partaré nar ce protiste et par Naepleria, 1 3 2
composants sont partagés avec Acanthamoeba tandis qu'avec E.

histelytica aucun composant n'est révéleé.

Le composant & localisation anodique, observé par

les hyperimmunsérums anti-Naepleria et anti-Acanthamoeba est

identique. L'analyse immunoélectrophcrétique par fente courte

A permis d'effectuer 1l'éprecuve d'identité. Ces parentés sont
reconnues irréguligrement par les animaux d'expérience. Un

des trois hyperimmunsérums anti-Naegleria examinés ne réapit
pas vis-3-vis de Monas.Cet antipgéne ne paralt pas représenter
une parenté de hasard puisqu'on le retrouve chez Naegleria

et Acanthamoeba 4'une maniére constante. L'arc de Précipitation

cbservé ccrrespond 4 une réaction antigéne-anticorps; son allure
n'étant pas modifiée aprés inculaticn rreolongée dans le citrate
trisodique.

L'absence de toute réaction croisée, entre les milieux de culture
et les hyperimmunsérums d'étude, 2 été systématiquement

contrdlée par double diffusion en gel.

4, Famille des Trypanosomatidae

Toujours par . référence aux; genres Naegleria, Acanthamoeba

et Entamoeba, nous avons confronté les structures antigéniques
des Sarcodina 3 celles de divers Mastigophora.

4.1. Section Salivaria : T.brucei brucei, T.brucei gambiense

Aucun hyperimmuns€rum anti-Naegleria, anti-Acanthamoeba

et anti-E. histolytica n'a entrainé de réaction de précipitation

vis-3-vis de T.brucei brucei et cde T.brucei gambiense,

L'absence de parentés antigéniques entre les Amoebida

-

et les Salivaria a &€té& confirmé 3 1l'aide d'un hyperimmunsérum
anti-T.brucei brucei déterminant en réaction homologue 35 arcs de
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précipitation et opposés aux extraits hydrosolubles de N.fowleri ,

N.jadini, A.castellanii, A.culbertscni et E.histolytica. |
(Le Ray, 1974).

4,2, Sectinn Stercecraria : T.cruzi

Aucun hyperimmunsérum anti-Nazprleria, anti-Acanthamoeba

et anti-E.histolytica n'a entrainé de réaction de précinitation

vis-3-vis de T.cruzi.

Néanmoins un hyperimmunsérum anti-T.cruzi 3 vermis de
mettre en évidence la présence d'un arc de précipitation vis-a-vis
de N.fowleri (Afchain, communication personnelle).

L'absence de parentés antigéniques entre Acanthamoeba

et Entamoeba a été confirmé 3 1'aide d'un hyperimmunsérum anti-
T.cruzi déterminant en r&action homologue 30 arcs de précipitation.

4,3, Genre Leishmania : L.donovani

Les hyperimmunsérums anti-llaegleria et anti-Acanthamoeba
ont &ét€ opposés 3 un extralt antigénique de L. donovani.

Aucune réaction de précipitation n'a &€té observée. Réciproquement,

un hyperimmunsérum anti-L.donovani révélant 28 arcs de précipitation

en réaction homologue n'a mis en évidence aucune parenté entre
ces protistes.
Un hyperimmunsérum anti-E.histolytica oppos€ & un

extrait antigénique de L. Acnovani a permis d'objectiver la

présence d'un arc de précipitation. Cette observation a &té

confirmée 3 l'aide A'un hyperimmunsérum anti-L.doncvani, objectivant

en réaction homolopue 23 composants antigéniques.

Résumé

Les relations antigéniques &'Amoebida avec différents
genres appartenant 3 la famille des Trypanosomatidae se sont
montrées trds réduites et presqgue nulles. Néanmoins une persistance
de parentés antiréniques au niveau taxonomique le plus &levd
s'observe mais elle ne concerne qu'un composant immunoélectrophoré-
tique. On peut se demander si ces parentés observées ne concernent

pas de composants ~ ubiquistes.
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5. Classe Cilistsa

Urne souche de Tetrahymena nyrifcormis (Ehrenberg) se

cultivant axéniquement 3 28°C en milieu C.G.V., a &t& analysée
3 1'aide des hyperimmunsérums anti-N.fowleri, anti-N.jadini,
anti-N.gruberi, anti-Naepleria snp.A et PPMFB, anti-A.castellanii

et anti-A.ctlbertsoni.

Aucune rfaction de précipitation n'a €t& observée avec
ce c¢ilié isolé 3 partir d'urine humaine chez un malade. scuffrant
d'une atteinte rénale.

6. Organismes non apparentés,

Ayant voulu estimer 1la fréquence et 1l'importance
des parentés antigéniques de hasard nous avons &tendu: nos
observations & différentes espices de champignons et d'helminthes.
Les extraits hydrosolubles de ces Champignons ¢t Helminthes
proviennent de la collection du Service d'immunologie et de Riologie
parasitaire, Faculté de médecine, Lille, et du Laboratoire de
Mycologie de 1'U.E.R. de Pharmacie, Lille.

Cette Etude 3 €t€ mente i l'aide d'hyperimmunsérums
anti-N.fowleri, anti-N.jadini , anti-Acanthamoceba sp. Neff et anti-

A.culbertsoni.

La spécificité des réactions a ét& vérifiée 3 l'aide des
sérums des lapins avant immunisation, afin de tenir compte
d'éventuels anticorps wrécipitants résultant d'un contact naturel
(voir tableau 19). Les réactions croisées des extraits antigéniques
provenant des champignons et d'helminthes, vis-3~vis de ces
quatre hyperimmunsérums ont €té &tudiées d'abord en double diffusion;
les réactions positives ont é{é caractérisées ensuite, par l'analyse
immunoélectrophorétique. Dans les deux cas, les précipités ont
€té soumis 3 une incubation prolongée en solution de citrate
trisodigue.

6.1. Champignens.

Vingt extraits antigéniques d'espéces fcngigues différentes

ont été examinds vis-3-vis des hyperimmunsérums anti-Naegleria
et anti-Acanthamoeba,

St e ., - " .-

- N . -
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Les résultats obtenus avec Naerleria sont rassemblés
dans le tableau 15.

Tableau 15 : Rfactions d'immunoprécipitaticn croisées entre Naegleria
et 20 extraits fongiq.es.

Esplce fongique Antiserums
N.fowleri N.jadini
Ouchterlony IEP Ouchterlony 1EP
Trichophyton rubrum 1 arc 0 0 -
T. soudanense 1 arc 0 0 -
Epidermovhyton floccosum 0 - 0 -
Candida albicans 0 - 1 arc 0
C.rcbusta 0 - 0 -
Rhedotorula so. 0 - 0 -
Histoplasma dubeisii 0 - 0 -
Blastcmyces dermatiditis 0] - 0 -
Mucor mucedo 0 - 0 -
Asvrerzillus fumiratus 0 - 0 -
A. nidulans 0 - 0 -
A. nirer 0 - 0 -
A, terreus 0 - 0 -
A. flavus 0 - 0 -
Penicillium notatum 0 - 0 -
Sterptomyces scmaliensis 0 - 0 -
Actinomyces vulgaris 0 - 0 -
Nocardia braziliensis 1 arc 0 0 -
Alternaria tenuis 1 arc 0 0 -
Micropolyspora faeni 1 arc 0] 0 -
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Le tableau montre qu'una réaction de précivitation a
Eté observée dans 5 cas vis-3-vis de N.fowleri et dans un cas
vis-d-vis de N.jadini. A chaque fois un seul arc de précipitation
o €té objectivé en Ouchterlony, né~nmoins aucun de ces arcs
de précipitaticn n'a ru &tre mis en &évidence par l'analyse
immuno&lectrophorétique.

Les résultats obtenus avec Acanthamceba scnt rassemblés
dans le tableau 16.

Tableau 16 : Réactions d'immuncprécipitaticn croisées entre ° <> .7

Acanthamoeba et 20 extraits fongiques.

Espéces fongique Antisérums

Acanthamoeba sp.Neff A.culbertsoni

Ouchterlony IEP Ouchterlony IEP

Trichorhyton rubrum

O

- O -
- 1 arc 0
- O -

T. soudanense

Fridermonhyton floccosum

Candida albicans

C. robusta

Rhodotorula so.

Histoplasma dubcisii

Blastomyces dermatiditis

Mucor mucedo

Aspergillus fumigatus

O O O O O O O O o O
]

A. nidulans

A. niper 0 -

A. terreus 1 arc .1 arc

iy flavus'” 0 -
Penicillium notatum

0
Sterptomyces somaliensis 0 -
Actinomyces vulgaris 0

Nocardia braziliensis 0 -

O 0O O O 0O O O O O O O O o o O o
f

Alternaria tenuis 1 arc 0

Micronolyspora faeni 0 - -
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Le tableau montre qu'une réaction de précipitation a
€té cbservée dans 2 cas vis-3-vis de Acanthamoeba sp. Neff et

dans un cas vis-a-vis de A.culbertsoni. A chaquz fois un seul arc

de précipitation a été objectivé en Quchterlony. Une seule fois,
un arc de précipitation a €té€ mis en évidence par 1l'analyse
immunoé&lectrorhorétique. I1 s'agit d'une réaction croise entre
Acanthamceta sp.Neff et Aspergillus terreus.

6.2. Helminthes.

Treize espéces d'Helminthes représentant des Trématodes,
des Cestodes et des Nématodes ont pu &tre examinfes vis-d-vis les
hyperimmunsérums anti-Naegleria et anti-Acanthamoeba.

Les résultats cbtenus avec Naegleris sont rassemblés
dans le tableau 17.
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Tableau 17 : R€actions d'immunoprécipitation croisées entre
Naegleria et 13 extraits solubles d'Helminthes.

Espéces d'Helminthes Antisérums

N.fowleri N.jadini
Ouchterlony IEP Ouchterlony IEP

Fasciola gigantica 0 - 0 -
F. hepatica 0 - 2 arcs 2 arcs
Schistosoma mansoni 1 arc - 1 arc 1 arc
Clonorchis sinensis 0 - 0 -
Taenia solium 0 - 0 -
T. saginata 0 - 0 -
Echinococcus granulosus 0 - 0 -
Cysticercus fasciolaris 0 - 0 -
Ascaris suum 0 - 0 -
Toxocara canis 0 - 0 -
Onchocerca volvulus 0 - 0 -
Diretalonema vitae 0 - 1 arc 1 arc
Panasrellus silusiae 0 - 1 arc 0

Une réaction de pnrécipitation a &té observée dans un
cas vis-3-vis de N.fowleri et dans quatre cas vis-3-vis de N.jadini .
Généralement un seul arc de précipitation a &té objectivé, une
seule fois 2 arcs en Ouchterlony. L'analyse immunoélectrophorétique
a révélée trcis précipitations positives vis-3-vis N.jadini . Deux
fois un arc de précipitation et une fois deux arcs de précipitation
ent &€té objectivés, insolubles dans le citrate trisodique. Tous
les arcs objectivés sont localisés dans la région du puits du dépdt
de l'antigéne.

Les résultats obtenus avec Acanthamoeba sont rassemblés dans
le tableau 18.
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Tablecau 18 : RCactions d'immunoprécipitation crcises entre

Acanthamoeba et 13 extraits sclubles d'Helminthes

Espdces d'Helminthes Antisé&rums

Acanthamoeba sp.Neff A.culbertsoni
Ouchterlony ITP Quchterlony IEP

o

' .
o

i

Fasciola gigantica

F. hepatica

Schistosoma mansoni

Clonorchis sinensis

Taenia solium

T.sarinata

Echinccoccus granulosus

Cysticercus fasciolaris

Ascaris suum

Toxocara canis

Onchocerca volvulus

Dipetalonema vitae

O O O O O O O O O O OO O
1 1

4 O O 0O OO0 O O o o o o
1

Panarrellus silusiae

t
Y
sV}

Le tableau montre qu'une seule réaction de précipitation
a &té observée vis-3-vis de A.culbertsoni 3 1l'aide de la double

diffusion avec l'antiréne de P. silusiae. Aucun arc de précipitation
n'a été mis en &vidence par 1'immunoélectrophorése.

Ces résultats démontrent le caractére exceptionnel des
réactions immunoélectrophorétiques croisées entre deux genres
appartenant 3 l'ordre des Amoebida et les champignons et helminthes.
En outre, les réactions positives n'expriment pas nécessairement
des parentés antigéniques vraies.

D'une part, les réactions crois€es sont représentées
par un seul arc (une fois deux arcs), localisé dans la région du
puits de aépdt de l'antipéne. Cette rérion est celle ol se situent

crear &
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généralement les précipités de type substancz C protéine
C-réactive; de ce fait, la plupart des précipités sont = . . T ols
partiellement solubilisés par le citrate trisodique.

D'autre part, un nombre trés réduit d'anticorps :
précipitants peuvent résulter d'un contact immunogéne autre que celuil ";
de 1'immunisation. Selon notre propre expérience illustrée
par le tableau 19, les lapins neufs présentent souvent des pré-
cipitines antibactérienncs et parfois des précipitines anti-proto-
zcaires., Ces cbservations sculirnent la nécessité ¢'une saignée de
contrdle avant toute immunisation. Elles montrent que les contact
naturels peuvent jouer un r8le dans les réactions croisées
observées., Dans ce cas, ces réactions croisées ne correspondent pos
3 des parentés antigéniques authentigues.

De plus, la démonstrafion de varentés antigénigues
authentiques, ne peut &tre prouvée que par absorption des anticorps
correspondants par les extraits antigéniques intéressés.

Tableau 19 : Précipitines sériques en double diffusion chez
20 lapins non immunisés expérimentalement.

Extraits antigéniques Nombre lapins positifs

fierchacter aerogenss 1

Myccbacteries chelonei

Acanthamoeba

Naegleria
Monas

Fuglena
Trypanosoma brucei

B, O P NN O W N

En conclusion, les relations antigéniques de hasard
n'intéressent les Amoebida que de fagon néglipeable. Elles ne
concernent pas les composants immunoélectrophorétiques de Naegleria ,

ni @'Acanthamoeba caractérisés dans cette €tude.
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7. Substance C

La substance C est un polycside initialement décrit
au niveau de la capsule de Diplococcus pneumonine (Tillet et

Francis,1930). Cette substance a la propriété de se combiner
en présence d'ions ca*t avee 1a globuline sérique dite prctéine-C
réactive €laborée au cours cdes états inflammatoires par la plupart
des Vertébrés (Baldo et Fletcher, 1973). Le comprlexs substance C
protéine C-réactive détermine une réaction de précigitation non-
spéeifique, car ne correspondant pas & une relation antigéne-anticorps,
et réversible : le précipité se redissout en l'ahsence des ions
Ca++.

Des substances analogues 4 la substance C sont d'occurence

fréquente dans les extraits cellulaires. Leur présence a été

décrite chez les champirnons et chez les helminthes (e.g. Biguet et al.

1965; Capron et al., 1965). Dans le cadre de cette €tude, il
€talt né€cessaire de rechercher la présence de substances de
type C dans les extraits antigéniques de Protozoaires.

Nous avons analysé une série dYextraits de souches

-

de Naepleria et d'Acanthamoeba 3 1l'aide de sCrums humains riches

en protéine C-réactive. L'observation de précipités redissous
par incubation pendant 1% heures dans une solution de citrate
trisodique démontre la présence de substances de type C chez

plusiecurs Zes espéces de Naegleria et d'Acanthamoeba.

I1 s'avére donc indispensable de soumettre 3 1l'épreuve
du citrate triscdique, les rézctions de précipitation concernant
les Amoebida. Cette précaution permet d'éviter de fausses
réactions positives lors des €tudes comparatives.,

8. Synthése

En conclusion, 1'étude immunoélectrophorétique des
parentés antigéniques du genre Naegleria et Acanthamaoceba

met en évidence des caractlres significatifs au point de vue
taxonomique et phylogénique. Ces résultats permettent de dégager
la valeur et de préciser les limites de la méthode d'analyse
immuno€lectrophorétique.
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La structure immunoélectrophorétique de Naegleria et
A'Acanthamocba, telle qu'elle a été€ définie aux chapitres

précédents, n'est pas concernée par des réactions croisées

de hasard avec des orranismes situés en dehors du phylum des
Protistes, 4 condition d4'Gliminer 223 faussces réactions de
préciritations dues 3 des substances de type C.

Le degré d'isclogpie antigénique exprimé par Naegleria au niveau

de la famille ces Vahlkampfiidae est en accord avec la diversifica-
tion antigénique observée au sein de ce genre. Ce depré d'isologie
semble &tre en accord avec la classification dz Page (1967).

Les parentés antigéniques de Naegleria avec des genres
représentant d'autres familles appartenant 3 1l'ordre des Amoebida,
sont moins significatives et parfois nulles s'accentuant au fur et 3
mesure que l'on descend les &cheslons taxonomiques de 1l'ordre des
Amoebida.

En dehors de l'ordre des Amoebida, les parentés antigéniques
de Naegleria avec les flagellés parasites, les Trypancscomatidae,
et les ciliates sont nulles pendant que celles observées avec
les phytoflagellés sont réduites mais existantes en particulier
avec Monas.

Le cdegré d'isclogie antigénique exprimé par Acanthamoeba

au niveau de la Famille des Hartmannellidae ne correspond
absolument pas avec sa situation texonomique actuelle.

En effet, les rarent&s antigéniques observées outre le
genre Acanthamoeba, sont plus importantes avec les genres appartenant

i d'autres familles que celles observies au sein de sa propre famille.
En dehors de l'ordre des Amoebida les parentés antigéniques

d'Acanthamoeba avec les Phytoflapellés,les flagellés parasites et
les Ciliates sont inexistantes ou négligéables.

L'8tude des parentés antigéniques de Naegleria et 4
Acanthamoeba apporte des données nouvelles objectives pour une meilleure

comprféhension taxonomique et phylétique de la famille.
Les données acguises par notre étude sont représentées graphiquement
sur la figure 61 et 62.

-



VAHLK AMPFIIDAE
N.fowleri
N.jadini
N.gruberi
Naegleria sp.
V.avara
Trostratys
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| Figure 61.

Isologie antigénique témoignée par N.fowleri
au sein du phylum.



PARENTES ANTIGENIQUES DE A.CASTELLANI

HARTMANNELLIDAE
A.castellanii
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Euglena

TRYPANOSOMATIDAE
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| Figure 62.
Isologie antigénique témoignée par A.castellanii

au sein du phylum.
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I1 apparait donc que la divergence &volutive au niveau
moléculaire est trés marquée chez les amibes libres. Ce groupe
s'avérera sans doute vlus riche en espéces distinctes décrites
actuellement. Il s'ensuit que sa phylogénie restera encore d'accés
difficile.

Du point de vue taxonomique, les relations soulignées
par la classification proposée en 1964 par le "Committee on Taxonomy
of the Scciety of Protozoologists™ sont i reconsidérer.

Nous n'avons observé aucune parenté antigénique entre les amoebo-
flagellates représentés par les Vahlkampfia et les Trynanosomatidae.
Cette indépendance antigfénique au niveau de l'ordre contraste

avec les relations existantes entre flagellés au niveau de 1la classe
(Le Ray, 1974) et les relations entre les amobo-flagellates et les
Amibes. A la vue de nos résultats, il semble que les Rhizomastigida

-

ne peuvent &tre considérés comme &tant des flagellés,
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CHAPITRE 6

IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE

"... one should never, never
take life for granted."

A.R. STEVENS in 1litt

PSSy O R
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L'analyse immunoélectrophorétique des protéines hydroso-

lubles des amibes appartenant au genres Naegleria et Acanthamoeba,

nous a permis dfidentifier et de séparer les différentes espéces
appartenant 3 ces genres. Cette analyse nous a permis d'établir
aussi bien l'uniformité antigénique que l'homogénéité antigénique
géographique de l'espéce N. fowleri (Willaert et al., 1974). Nous
avons pu mettre en évidence au sein du genre Naegleria, une distinec-

tion antigénique nettre entre N. gruberi, N. fowleri et N. jadini.

De plus, nous pensons que le genre renferme d'autres esp&ces dis-
tinctes. Au sein du genre Acanthamoeba, nous avons également pu

mettre en évidence, une distinction antigénique entre les différentes
espéces ou groupe-espéces, ainsi que 1'identité de certaines espé-
ces décrites sous des noms différents.

Néanmoins, l'analyse immunoélectrophorétique de réalisa-
tion fastidieuse, exige des cultures axéniques massives pour obte-
nir les meilleurs résultats. Cette méthode ne peut &tre considérée
comme technique de routine en laboratoire puisqu'elle n'est ri ra-
pide, ni facile i é&xécuter. Les méthodes d'identification employées
par les biologistes pour les amibes libres trouvent peu d'utilité
pour le pathologiste, le clinicien ou l'épidémiologiste. Pour des
études épidémiologiques, il est important de pouvoir identifier une
amibe dans du matériel d'autopsie, spécialement quand il n'y a pas
eu recours 3 une culture et méme quand l'organisme a &été cultivé,
il faut pouvoir confirmer 1l'identité de celui-ci en culture et ce-
lui retrouvé dans les sections histologiques. Trop souvent des con-
taminations ont &téprisespour l'agent causal de 1l'affection. C'est
pourquoi, nous avons essayé d'établir une technique appropriée pour
identifier rapidement au laboratoire, les amibes présentes dans un
€chantillon d'eau ou dans des coupes histologiques provenant de
cas suspects de méningo-encéphalite amibienne primitive.

L'intérét des réactions d'immunofluorescence n'est plus
3 démontrer. Elle a fait ses preuves en microbiologie, en histolo-
gie, en parasitologie et dans d'autres domaines encore depuis sa
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naissance, il y a plus de vingt ans. L'aspect "artistique" de cette
méthode peut retenir davantage l'attention par la beauté des images
que 1l'on peut obtenir et faire ainsi oublier les problémes de spé-
cificité que la mise en oceuvre de cette réaction implique (Pillot,
1972). Nous n'avons pas l'intention de rappeler ici tous les progrés
et modifications qui ont été& réalisés pour donner & cette méthode
une allure sophistiquée.

C'est & Goldman et al. (1960) que nous devons la mise au
point d'une technique d'immunofluorescence indirecte pour le diag-
nostic de l'amibiase dysentérique. Siddiqui et Balamuth (1966) se
sont servis de cette technique pour une étude comparative entre ami-
bes parasitaires et amibes libres. Cervd (1966) et Cervd et Kramar
(1973) ont eu recours 3 cette technique pour établir les relations
entre les souches pathogénes du genre Naegleria et du genre Acantha-

moeba,

Récemment Van Dijck et al. (1974), Willaert et al. (1974)
et De Jonckheere et al. (1974) ont mis au point une méthode d'identi-
fication rapide pour des amibes libres présentes dans des &chantil-
lons d'eau. Jager et Stamm (1972) et Stamm (1974) identifient les

amibes libres dans les sections histologiques 3 1l'aide de 1'immuno-
fluorescence indirecte.

Nous avons envisagé dans cette #tude 1l'identification des

différentes esp@ces &établies au sein des genres Naegleria et Acan-
thamoeba, ainsi que le diagnostic rétrospectif dans des cas suspects
de méningo-encéphalite amibienne primitive.

1. Genre Naegleria.

Les espéces connues du geﬁre Naegleria différerc iées par
l'analyse immunoélectrghorétique,onq permis de préparer des antisé-
rums 3 l'aide des deux méthodes précédemment décrites.

e e coap et ——— e
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Tableau 20 : Liste des antisé&rums anti-Naegleria.

Antisérum Espéce Immunisation Antigeéne
nO

95 N. fowleri IMVS Morgan  Vaitukaitis et al. Extrait soluble

96 N. fowleri IMVS Morgan Vaitukaitis " Culot centrif,
.98 N. gruberi CCAP 1518 Vaitukaitis " Culot centrif.
99 N. jadini ITMAF 400 Vaitukaitis " " Culot centrif,
102 N. gruberi CCAP 1518 Vaitukaitis " " Extrait soluble
104 N. jadini ITMAP 400 Vaitukaitis " " Extrait soluble
105 N. jadini ITMAP 400 Vaitukaitis " " (0)
106  Naegleria sp. IMVS R Van Meirvenne et al.Organismes

0 = Un hyperimmunsérum anti-N. fowleri (0,3ml) est préalablement

épuisé par un extrait antigénique de N. jadini. Les complexes anti=~
géne-anticorps sont €liminé&s par centrifugation et l'antigéne propre
3 N. jadini solubilisd dans le surnageant est employé pour 1'immuni-
sation.

1.1. Antiserum N. fowleri,

Les deux antisérums contre la souche N. fowleri IMVS Morgan
ont €té testés en réaction homologue et en réaction hétérologue. Le
meilleur a &té retenu pour effectuer les tentatives d'identification

de souches inconnues. Les résultats obtenus avec l'antisérum 96 sont
rassemblés dans le tableau 21. Cet antisérum montre encore une flu-~

orescence aappréciable en réaction homologue & la dilution de 1/128
(fig. 63).

Les résultats de la comparaison 3 1l'aide de la méthode
d'immunofluorescence indirecte de 16 souches différentes de N. fowleri

montre une fois de plus 1l'homogénité de l'espéce. Parmi ces 16 souches

-

nous citons 10 souches d'origine humaine, une souche isolée 3 partir
de l'eau de réseau, une souche a partir du sol et quatres souches 3

B L
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Tableau 21 : Réactions homologues de N. fowleri en immunofluorescence

indirecte.

Dilutions

Souches antiserum 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512

N. fowleri

ITMAP 359 +HEE e+ +++ ++ 0 0
ITMAP 838 +HEE H4E HEE +4 ++ +4
ITMAP 1230 T ++ 0
IMVS Morgan ++++  +++ ++4 ++ +4 0
Vitek +++4 4 +++ ++ ++ 0
HB-1 O Y N 0 0
C-69 ++44+ 44 +++ ++ 0 0
MCV LEE ++++ 4 ++ ++ 0 0
MCV CJ R U Yrare ++ 0
MCV WM _ +44+ ++4 +++ +++ ++ ++
IMVS 291 +4+ +4+ ++ +4 0 0
IMVS PAa +H4+ H+E+ H 4+ ++ 0 0
N.a.1 e ++ 0 0
N.a.2 ++++ +H4+ H 4+ ++ 0 0
N.a.3 ++4++  ++++ 4 ++ 0 0
N.a.l +H44+ HEE +4 ++ 0 0

partir de la boue d'égout. Toutes ces souches se sont montrées patho-
génes pour la souris et les amibes ont été retrouvées dans le cerveau
des souris 3 l'autopsie.

Ces résultats montrent &galement une analyse comparative
entre souches d'origine humaine et d'origine libre, permettent d'ob-
server une antigénicité remarquable uniforme entre les Naegleria pa-
thogénes d'origine géographique différente. Ces résultats sont con-
formes 3 nos résultats obtenus par l'analyse immunoélectrophorétique
et plaident en faveur de 1l'indépendance antigénique de l'espé&ce N.
fowleri.
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1.2, Antiserum N. jadini.

Trois antisérums contre la souche ITMAP 400 ont &t& préparés
et comparés en réaction homologue et hétérologue pour contrdler la
spécificité. L'antisérum n® 105 a été retenu pour poursuivre ce tra-
vail. Les résultats obtenus avec les antisé&rums n® 99, 104 et 105
sont représentés dans le tableau 22,

Tableau 22 : Réaction homologues et hétérologues de N. jadini en im-

munofluorescence indirecte,

Dilutions antiserum 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256

Souches N. jadini
n° 99
N. jadini ITMAP 400 ++ 0
N. fowleri IMVS Morgan +++ ++
N. gruberi C.C.A.P. 1518 ++ 0
n® 104
N. jadini ITMAP 400 +++ ++
N. fowleri IMVS Morgan +++ ++ 0 0 0
N. gruberi C.C.A.P. 1518 ++ + 0 0 0
n° 105
N, Jadini ITMAP 400 +4++  +H++ HEEE ++4 ++
N. fowleri IMVS Morgan +++ ++ 0 0 0
N. gruberi C.C.A.P. 1518 +4+ 0 0 0 0

Une réaction croisée importante révélée par les trois anti-
sérums anti-N. jadini est observée en particulier vis-3-vis de N. fow-
leri. Etant donné que le titre en réaction homologue de l'antisé&rum
n® 105 est significativement plus élevé qu'en réaction hétérologue,
nous avons estimé valable d'employer les titres de 1/64 et 1/128
comme seuil de spécificité. Ne possé&dant qu'une seule souche de N.ja-
dini, la constance infra-spécifique de l'espéce n'a pu étre verifiée.

-
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1.3, Antisérum N. gruberi

Deux antisérums contre la souche de N. gruberi C.C.A.P,
1518 ont été préparés (n®°s 98 et 102). L'antisérum n°® 98 a été re-

tenu pour son titre plus élevé. Nous avons contrdlé cet antisérum
en réaction homologue et vis-3-vis de la souche IMVS BG-6 (fig. 64).
6. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 23.

Tableau 23 : Réactions homologues de N. gruberi en immunofluorescen-

ce indirecte.

Dilutions 1/16 1/3%2 1/64 1/128 1/256
Souches antisérum
N. gruberi
1518 ++4+ 4+ + 4+ 4+ 0

BG-6 +H++ HH4t 4+ 0 0

Un plus grand nombre de souches devraient &tre examinées
avant de conclure 8 l'homogénéité de l'espéce, mais les résultats
obtenus avec les deux souches montrent l'apparentement sérologique
probable de ces souches & la méme espéece.

1.4. Antisérum Naegleria sp. IMVS A

Un antisérum (n® 106) contre la souche Naegleria sp. IMVS
A-2 a été préparé et contrdlé en réaction homologue et vis-3a-vis de
la souche Neegleria sp. IMVS A-9, dont nous avons dé&ja démontré
1tisologie 3 1'aide de l'analyse immunoélectrophorétique. Les résul-
tats obtenus en réaction d'immunofluorescence indirecte sont rassem-
blés dans le tableau 24,

Cet antisérum posséde un titre peu élevé, mais il s'est
montré trés spécifique somme on le verra par la suite. Au sein de
cette espéce, Egalement un plus grand nombre de souches devraient

-~

€tre éxaminées pour conclure 3 l'homogénéit sérologique de l'espéce.




Fig. 63. Immunofluorescence indirecte positive en réaction homologue
avec N, fowleri (interprétation : quatre croix).

Fig. 64. Immunofluorescence indirecte positive en ré&action homologue
avec N. gruberi (interprétation : trois croix).
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Fig. 63. Immunofluorescence indirecte positive en réaction homologue
avec N. fowleri (interprétation : quatre croix).

Fig. 64. Immunofluorescence indirecte positive en réaction homologue
avec N. gruberi (interprétation : trois croix).
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Tableau 24 : REaction homologue de Naegleria sp. A en immunofluores-

cense indirecte.

Dilutions 1/8 1/16 1/32 1/64
Scuches antisérum

Naegleria sp. A
IMVS A-2 ++++ 4+

IMVS A-9 ++++ +++

1.5. Spécificité des réactions entre les différentes espéces du genre

Naegleria.

Les quatre meilleurs antisérums, obtenus vis-3-vis des
quatre espéces appartenant au genre Naegleria ont &té testés en réac-
tion homologue et en réaction hétérologue, vis-3-vis de plusieurs
souches de chaque espéce. Les résultats obtenus de cette analyse com-
parée sont rassemblésdans le tableau 25.

Ces résultats permettent les constatations suivantes @
Généralement peu de réactions croisées importantes sont observées
entre les différentes espéces en considérant les antiserums 3 leur
dilution optimale rév&lant une réaction spécifique, c'est-a-dire pour
N. fowleri 3 un titre de 1/32, pour N. jadini un titre de 1/128, pour

~

N, pgruberi & 1/64 et pour Naegleria sp. A au 1/16.
a) l'antiserum anti-N. fowleri dilué au 1/32, montrant encore une flu-

orescence brillante en réaction hcmologue, ne permet pas d'observer
une réaction croisée vis-3-vis d'autres esplces étudiées. Cette
dilution de l'antisérum sera donc employée par 1la suite pour 1'i-

dentification de N. fowleri,

b) Avec l'antisérum anti-N. jadini dilué 3 1/64 une 1légére réaction
croisée est encore cbservée avec N. fowleri et N, gruberi; néan-
moins, cette réaction croisée est sensiblement moins importante

que la réaction observée en i homologue. La dilution de
1'antisérum 3 1/128 sera retenue de préférence pour l'identifica-

tion de 1l'espéce.
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" Tableau 25 : Réactions croisées en immunofluorescence indirecte entre espéces du genre Naegleria .

ANTIGENES ANTISERUMS
Espéces Souches " M. fowleri " N. jadini N. gruberi Naegieria Sp.A

1/16 1/32 1/64 1/32 1/64 ~1/128 1/16 1/32 1/64 1/8 1/16. . 1/32

iT. fcwleril INMVS Morgan +++4  +t+4 +++4 ++4+ ++ 0 0 0 0 0 0
S HB-1 L T S 0 0 ++ +4+ 0 0 0 0

?; ITMAP 359 ++4++  +++ ++ +++ ++ 0 0 0 0 0 0
IMVS PAa ++++  HH++ 4 0 0 0 0 0 0 ++ 0 0

N.a.l. ++4++ 4+ 4 ++ 0 0 0 0 0 0 0 0

"Y. jadini ITMAP 400 0 0 0 +HEF FEHE 4+ ++ 0 0 0 0 0
M. gruberi CCAP 1518 0 0 0 +++ 4 0 tEEE 0 0
IMVS BG-6 0 0 0 +++ 4 0 +H++ +HHHE 4+ O 0 0

Maegleria sp. IMVS A-2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +++ +++ 0
IMVS A-9 0 0 0 ++ 0 0 ++ 0 0 ++++  +++ 0

IMVS PPMFB-2 0 0 0 ++ 0 0 ++ 0 0 ++ 0 0
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¢c) L'antisérum anti-N. gruberi diluéd 3 1/64 peut &tre employé pour

1'identification de l'espéce. A ce taux, aucune réaction croisée

n'est observéc vis-3-vis de N. fowleri, N. jadini et Naegleria sp,
A et PPMFB.
d) L'antisérum anti-Naegleria sp. A peut &tre employé 3 la dilution

de 1/16 puisqufaucune réaction croisée importante n'est observée
avec les autres espéces appartenant au genre Naegleria.

Un plus grand nombre de souches devrailt étre examiné avant
de conclure 3 une ahsence totale de réactions croisées entre les
différentes espéces du genre Naegleria; néanmoins, nos constatations
ont permis d'établir une différence sérologique entre les espéces

étudiées appartenant au genre Naegleria. MNous pensons, que 1'immuno-

fluorescence indirecte permet ainsi d'identifier rapidement les diffé-

rentes espéces, 34 l'alde d'antisérums employés aux taux spécifiques.

Nous avons voulu contrdler la spécificité de nos antisé-
rums en faisant la réaction d'immunofluorescence indirecte sur un
antigéne mixte. Cet antigéne mixte est constitué par un mélange en
parties &gales de N. fowleri, de N. jadini et de N. gruberi. Cet
antigéne opposé 3 l'antisérum anti-N. fowleri dilué 3 1/32 permet

de retrouver une fluorescence brillante sur les tiers environ des
amibes. De plus, une particularité est observée chez l'espéce

N. jadini oppos8e & cet antisérum : en effet, la couronne de lipo-
protéines entourant la membrane nucléaire peut montrer une faible
fluorescence chez N. jadini. Ainsi i1 est possible dans ce mé&lange
d'identifier les trois espéces. Cette fluorescence de la courOnne
des lipoprotéines entcourant la membrane nucl€aire chez N. jadini a
été contrdlée sur l'antigéne N. jadini opposé & 1'antisérum N. fow-
leri 3 différents titres et & 1l'antis€rum N, gruberi. Dans aucun
cas les anticcrps anti-N. gruberi ont donné lieu & une fluorescence
de la couronne périnucléaire de N. jadini.

Les antisérums anti-N. jadini et anti-N. gruberi nous ont

permis respectivement d'observer une fluorescence brillante chez le
tiers environ des amibes constituant cet antigéne. Aucune particu-
larité n'a été observée chez les amibes non fluorescentes.

e G E AT
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1.6. Réactions croisées entre le genre Naegleria et d'autres genres.

Nous avons voulu vérifier s'il existait des parentés séro-
logiques entre lc genre Naegleria et le genre Vahlkampfia appartenant

d la méme famille et aux genres Acanthamoeta et Hartmannelle apparte-
nant § la famille des Hartmannellidae et avec le genre Entamoeba ap-

partenant 34 la famille des Entamoebidae.

Les résultats de ces réactions, effectudes avec les anti8&rums

anti-N. fowleri, anti-N. jaﬂiﬁi et anti-N. rruberi sont rassembl@s dans le
tableau 26.

Tableau 26 : Réactions croisées en immunofluorescence indirecte entre

Naegleria et d'autres genres de l'ordre des Amoebida.

ANTIGENES ANTISERUMS -
Espéce Souche N. fowleri N. jadini N. gruberi

1/32 1/64 1/64 1/128 1/32 1/64

V. avara CCAP 1588 0 0 0 0 0 0
A. castellanii 1930 0 0 0 0 0 0
A. culbertsoni A-1 0 0 0 0 0 0

H.C.-1 0 0 0 0 0 0

H.C.-2 0 0 0 0 0 0
Acanthamoeba sp. Neff 0 0 0 0 Y 0
A. rhysodes CCAP 1534 0 0 0 0 0 0
A. polyphaga P. 23 0 0 0 0 0 0
A, astronyxis RAY 0 0 0 0 0 0
H. vermiformis CCAP 0 0 0 0 0 0
E. invadens Rodhain 0 0 0 0 0 0
E. histolytica M. K. 0 0 0 0 0 0

Les résultats obtenus permettent de constater que les anti-
sérums anti-Naegleria employés aux taux spécifiques ne montrent au-
cune réaction croisée avec les genres Vahlkamfia, Acanthamoeba, Hart-
mannella et Entamoeba,

|
i
|
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En conclusion, nos résultats établissent bien slr une parenté
sérologique indiscutable entre les différentes espdces du genre Naeg-
leria,mais ces parentés n'empéchent nullement le diagnostic spécifi-
qQue de 1l'espéce au sein de ce genre. De plus, aucune parcenté sérolo-
gique entre le genre Naegleria et d'autres genres de la méme famille
est observée, ni avec d'autres genres appartenant i des familles 4if

férentes.

2. Genre Acanthamoeba

Des antisérums contre quelques espéces du genre Acanthamoecba,
dont la caractérisation immunoélectrophorétique a été établie précé-
demment ont été préparés selon la méthode Van Meirvenne et al. (1974),
sauf l'antisérum anti-A. culbertsoni par la méthode Vaitukaitis et al.
(1971).

Tableau 27 :Liste des antisérums anti-Acanthamoeba

Antisérum Espéce Souche
100 A, culbertsoni . A-1
108 A. astronyxis RAY
109 A. castellanii 1930
110 A. polyphaga p. 23

2.1, Antisérum A. culbertsoni

Un seul antisérum, n°® 100 a été préparé avec la souche A-1
de Culbertson., Le sérum a &té récolté au huitigéme jour de 1l'immuni-
sation. L'immunofluorescence indirecte montre en réaction homologue
une forte brillance des amibes jusqu'd 1la dilution de 1/64, tandis
qu'd la dilution de 1/128 peu de fluorescence périphérique n'est ob-
servée, Le titre optimal est 1/64, lequel sera par la suite employé
pour l'identification d'autres souches.

Deux souches de A. culbertsoni isolées par Singh et Das
(1972) & partir d'échantillons de boue d'égouts, nous ont été remis

-
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par Das pour identification 3 1l'aide de 1‘'immunofluorescecnce. Les
résultats de ces réactions homologues sont rassemblées dans le tableau
28,

Tableau 28 : Réactions homologues de A. culbertsoni en immunofluores-

cence indirecte,

Dilutions AS 1/16 1/32 1/64 1/128
Souches
A -1 ++++ ++4 +++
H.,C - 1 +4++ ++ 0
H.C - 2 ++4++ +++ ++

Ces résultats ne permettent pas de montrer des différerces
significatives entre ces souches et permettent d'établir une homogé-

néité sérologique au sein de l'espéce.

2.2. Antisérum A. astronyxis

Un seul antisérum (n°108) a &té produit au moyen de la
souche Ray (1964) et des sérums sont obtenus au 7€ jour (Sl) et au
14e jour (S2) de 1l'immunisation. Les résultats obtenus en réaction

homlogue sont rassemblés dans le tableau 29.
Tableau 29 : Réaction homologue de A. astronyxis en immunofluores-

cence indirecte.

Dilutions 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
antiserum

108 S, THEE HEEE 44 ++ ++ 0 0
108 S, +H++ +H++ A+ 44 +++ ++4

L'antisérum 108 s2 montrant encore une brillante fluores-

cence 3 la dilution de 1/64 sera retenu pour l'étude des réactions

croisées avec d'autres espéces.

T O
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2.3, Antisérum A. castellanii

Un seul antisérum (n°® 109) a &été produit au moyen de 1la
souche isolée 3 1l'origine en 1930 par Castellani et les sérums sont
prélevés au 7e jour (Sl) et au 14e jour (S2) de 1l'immunisation. Les
résultats obtenus en réacticn homologue sont rassembl&s dans le ta-

bleau 30.

Tableau 30 : Réaction homologue d' A. castellanii en immunofluores-

cence indirecte.

Dilutions AS 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
109 S1 +++4 +4++ +++ +4 0 0 0
109 S2 +++4 +++ 4+ +++4 ++++ +++ +++ 0

L'antisérum 109 82 montrant encore une brillante fluores-

cence 3 la dilution de 1/64 sera retenu pour 1l'étude des réactions
croisées avec les autres espéces du genre Acanthamoeba.

2.4, Antisérum A. polyphaga

Un seul antisérum (n° 110) a été& produit avec la souche P.23
(Page, 1967) et les sérums sont obtenus au 7€ jour (Si) et au 1he
jour (Sz) de l'immunisation. les résultats de la réaction homologue

sont rassemblés dans le tableau 31,

Tableau 31 : RBaction homologuede A. polyphaga en immunofluorescence

indirecte.
Dilution AS 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
110 S1 ++++ ++++ HHEE 4444 +++ +++ ++
110 S ++++  H+++ HHEE H4 44 +++ 44 ++

2
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Les deux antisérums montrant le méme titre en réaction ho-

mologue peuvent &tre retenus pour les observations en réaction hété-
rologue.

2.5. Spécificité des réactions entre les différentes espéces du genre

Acanthamoeba.
Les quatre antisérums que nous venons d‘'étudier en réaction

homologue sont ensuite opposés en réaction hétérologue aux différentes
espéces du genre Acanthamoeba. Nous avons choisi pour effectuer les

réactions croisées pour chaque antisérum les deux derniers taux les
plus élevés donnant une fluorescence brillante en réaction hcmologue.
Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 31,

Tableau 31 : Réactions croises en immunofluorescence indirecte entre

espéces du genre Acanthamocba,

ANTGENES ANTISERUMS
A. astronyxis A. polyphaga
Espéce Souche A. culbertoni A.castellanil

1/32 1/64 1/32 1/64 1/32 1/64 1/32 1/64

A. culbertsoni A-1 +++ +++ 0 0 0 0 0 0
A. astronyxis Ray 0 0] +++ +++ 0 0 0 0
A, castellanii 1930 0 0O  +++ +++ +++ +++ 0 0
A. polyphaga P 23 0 0 0 0 ++ ++4 +4++
A. rhysodes 1534 0 0 0 0 0  ++ 0
A. castellandi 0 0 0 O  +++  ++ 0 0
A. palestinensis Reich 0 0 0 0 0 0 0 0
A. terricola 425 ++ 0 0 0  +++ 0 ++ 0
Acanthamoeba sp. Neff 0 0 ++ 0 +4+ 0 0 0

Ces résultats permettent de faire les constataticns suivan-~
tes
A) 1'antisérum anti~A. culbertsoni ne donne aucune réaction croisée
au 1/64 avec les autres espéées du méme genre examinées, Une réac-
tion croisée négligeable au 1/32 est observée avec A. terricola.

g N
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b) 1l'antisérum anti-A.astronyxis ne donne aucune réaction croisée avec

A. culbertsoni et A. palestinensis tandis qu'avec Acanthamoeba sp.
Neff une faible réaction croisée est observée.

¢c) les antisérums du groupe A. castellanii -~ A. polyphaga ne donnent
aucune réaction croisée avec A. culbertsoni, A. astronyxis et A.

palestinensis, tandis qu'avec quelques autres espéces &tudiées,
dont toutes appartiennent au méme grcupe, une faible réaction croi-

sée est cobservée.

2.6, Spécificité des réactions entre Acanthamoeba et d'autres genres

-

appartenant 8 l'ordre d'Amoebida.
Nous avons successivement recherché les réactions croisées
entre A. culbertsoni et différentes espéces du genre Naegleria, Hart-

mannella vermiformis, Vahlkampfia avara et Entamoeba invadens. Les
mémes réactions ont &té effectuées avec le groupe A. castellanii -

A, poblyphaga et avec A, astronyxis vis-3-vis des mémes antigénes.

2.6.1. Antisérum A. culbertsoni
Les résultats des réactions croisées observées par 1'immuno-

fluorescence indirecte sont rassembl&s dans le tableau 32.

Ces résultats permettent d'établir la spécificité de 1l'anti-
sérum anti-A. culbertsoni 3 la dilution de 1/32. On observe que les
réactions croisées entre A. culbertsoni et d'autres espéces du genre

Acanthamoeba (2.5.) ne sont pas plus importantes qu'avec les espéces
appartenant aux familles des Vahlkampfiidae, Hartmannellidae et Ent~
amoebidae. Les réactions croisées observées entre A. culbertsoni et

le genre Naegleria sont plus importantes qu'entre A. culbertsoni et
H, vermiformis lesquelles appartiennent & la méme famille. Cette con-
statation confirme nos résultats acquis par l'analyse immunoélectro-

phorétique.
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Tableau 32 : Réactions croisées observées en l'immunofluorescence
indirecte avec l'antisérum anti-A.culbertsoni vis-a-vis

d'espéces hétérologues.

ANTIGENES ANTISERUMS
Espéce Souches 1/16 1/32 1/64
A. culbertsoni A-1 +++4 ++4 +++
N. gruberi CCAP 1518 ++ 0 0
N. jadini ITMAP O 400 0 0 0
N, fowleri IMVS Morgan ++ 0 Q

ITMAP 359 0 0 0
HB-1 ++ 0 0
Vitek 0 0 0
Naegleria sp. IMVS A-2 ++ 0 0
IMVS A-9 0 0 0
V. avara CCAP
H. vermiformis CCAP
E. invadens ITMAP Rodhain 0 0 0

2.6.2. Antiserums dc¢ groupe A. castellanii - A. polyphaga

Les résultats des réactions croisées observées en immuno-

fluorescence indirecte sont rassemblés dans le tableau 33.

Ces résultats permettent d'établir la spécificité des anti-
sera anti-A, castellanii et anti-A. polyphaga ohbservée vis-a-vis les

genres Hartmannella, Vahlkampfia, Naegleria et Entamoeba. Méme entre
deux genres (Acanthamoeba et Hartmannella)appartenant & la méme famil-

le, aucune réaction croisée n'est observée. Une folis de plus, ces ob=-
servations confirment nos résultats obtenus par l'analyse immunoélec-

trophorétique et souldvent le probléme de l'appartenance d'Acantha-
moeba et Hartmannella au méme genre, comme le préconisent Singh (1952)
et Singh et Das (1970).
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Tableau 33 : Réactions croisdes observées en immunofluorescence

- indirecte avec les antisérums anti-A. castellanii et

anti-A. polyphaga vis-3-vis d‘'espéces hétérojcgues.

ANTIGENES ANTISERUM
Espéce Souche Anti-A.castellanii Anti-A.polyphaga

1/16 1/32 1/64 1/16 1/32 1/64

A, castellanii 1930 +44+ +++ +++ ++ 0 -0

A. polyphaga P.23 +++ ++ 0 ++++ +++ ++%

N. gruberi CCAP 1518 0 0 0 0 0 0

N. jadini ITMAP 400 0 0 0 0 0 0

N. fowleri IMVS Morgan 0 0 0 0 0 0
ITMAP 359 0 0 0 0 0 0
HB-1 0 0 0 0 0 0
Vitek 0 0 0 0 0 0

V. avara CCAP 0 0 0 0

H. vermiformis CCAP

E. invadens ITMAP Rodhain O 0 0 0 0

2.6.3, Antisérum A. astronyxis

Les rdsultats des réactions croisées observées en immuno--
fluorescence indirecte sont rassemblés dans le tableau 34.

Ces résultats permettent d'établir la spécificité de l'an-

-

tisérum anti- A. astronyxis 3 la dilution de 1/16 vis-3-vis les es-

péces du genre Naegleria et vis-3d-vis de Vahlkampfia, Hartmannella

et Entamoeba,
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Tableau 34 : Réactions croisées observées par l'immunofluorescence

indirecte avec l'antisérum A. astronyxis vis-a-vis

d'espéces hétérologues.

ANTIGENES ANTISERUM

Espéce Souche 1/16 1/32 1/64

A. astronyxis RAY +++ +++ +++

N. gruberi C.C.A.P. 1518 C 0 0

N. jadini ITMAP 400 0 0 0

N. fowleri IMVS Morgan 0 0 0
ITMAP 359 0 0 0
HB-1 0 0 0
Vitek 0 0 0

V. avara C.C.A.P.

H. vermiformis C.C.A.P.

E. invadens ITMAP Rodhain 0 0 0

3. Essai d'identification par l'immunofluorescence indirecte de
quelques souches isolées en laboratoire.

Au cours de nos recherches, nous avons isolés de multiples
souches d'amibes libres dont 1l'identification morphologique s'arréta
au niveau du genre. Nous avons essayé d'identifier, un petit nombre
parmi ces souches, 3 l'aide de 1l'immuno-fluorescence indirecte.

Nous avons opposé les antigénes figurés des souches mor-
phologiquement attribuables au genre Naegleria, aux antisérums pré-
parés contre les différentes espéces de ce genre et les antigénes
figurés des souches morphologiquement comparables au genre Acantha-
moeba aux antisérums préparés contre quelques espéces appartenant &
ce dernier genre. Pour la différenciation morphologique nous avons
tenu compte de l'aspect du kyste, de la formation du pseudopode et
de l'absence ou la présence d'un stade flagellé temporaire.




- 151 -

Tableau 35 : Origine de quelques souches isoldes en laboratoire.

Souches Origine Culture Pathogenicité
- Naegleria sp.

ITMAP 1121 Larus ridibundus axénique négative
ITMAP 1164 Lebistes reticulatus  axénique négative
ITMAP 1213 Eau piscine axénique négative
ITMAP 1220 Eau élevage moustiques ax&nique négative
ITMAP 1387 Eau ruisseau monoxénique négative
IMVS RU 30 Source eau chaude axénique négative
IMVS RU 42 Source eau chaude axénique négative
Acanthamoeba sp.

ITMAP 1042 Selles homme axénique positive
ITMAP 1302 Eau piscine monoxénique négative
ITMAP 1395 Eau piscine axénique négative
IMVS RUS 19 Sol axénique positive
IMVS RUS 22 Sol axénique positive
IMVS RUS 32 Source eau chaude axénique négative
IMVS HOV 6-2 Contaminant aérien axénique positive

Les antigénes a partir de ces souches proviennent soit de
cultures axéniques soit de cultures monoxéniques. Ils ont été pré-
parés comme décrit précédemment. Les antisérums ont été employés au
titre spécifique que nous venons de déterminer.

3.1, Identification de quelques souches d'amibes libres appartenant

au genre Naegleria.

Les résultats obtenus en immunofluorescence indirecte vis-
d-vis de ces souches sont repris dans le tableau 36.

D'aprés les résultats obtenus, nous pouvons envisager 1'i-
dentification des souches ITMAP 1164 et ITMAP 1213 comme étant le
Plus proche de N. jadini, puisqu'elles montrent une affinité sérolo-
gique prononcée pour cette espéce. De plus la souche ITMAP 1164 pré-
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sente des caractéres morphologiques et biologiques plus apparentés a ?

N. jadini qu'a N. fowleri ou N. gruberi.

Tableau 36 : Identification par 1l'immunofluorescence indirecte de

quelques souches d'amibes libres appartenant au genre

i
Naegleria. ‘
ANTIGENES ANTISERUMS
Genre Souche N. fowleri N. Jadini N. gruberi

1/32 1/64 1/64 1/128 1/32 1/64

Naegleria ITMAP 1121 0 0 0 0 +4+ +4
ITMAP 1164 0 0 +++ ++ 0 0
ITMAP 1213 0 0 #++ 0 0 0
ITMAP 1220 0 0 0 0 PR :;
ITMAP 1387 +4+ ++4 +4 0 +4 ++
IMVS RU 30 O 0 0 0 PP
IMVS RU 42 0 0 0 0 it it ;

Les souches ITMAP 1121, ITMAP 1220, IMVS RU 30 et IMVS RU 42
se sont montrées sérologiquement les plus apparentées 3 N. gruberi
les souches ITMAP 1121 et ITMAP 1220 atteignent un titre de 1:128
Vis-3-vis 1l'antisérum anti-N. grubheri, lequel est conforme avec le
titre obtenu en réaction homologue. De plus, les souches IMVS RU 30 et
IMVS RU 42 ont atteints respectivement un titre de 1/256 et 1/1024
cen r8action d'agglutination avec un antisérum anti-A. gruberi (titre
en réaction homologue = 1/1024). Les réactions d'agglutination avec

les antisérums anti-N. fowleri et anti-N. jadini ont donné des rés

sultats négatifs. Aucune &tude morphologique n'a é€té effectuée pour
confirmer ces constatations.

-~

Quant 3 la souche ITMAP 1387 on observe des réactions crois-
€es assez importantes avec les différentes espéces du genre Naegleria
Cette souche atteint un titre de 1/512 vis-3-vis de l'antisérum anti-
N. fowleri ; 1/128 vis-3-vis de N. jadini et 1/6H4 vis-3-vis de
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-

N. gruberi, Ces résultats ont été obtenus 3 plusieurs occasions. L'
inoculation par voie intranasale d'une suspension de ces amibes ne
nous a pas permis d'établir son pouvoir pathogéne pour la souris. La
Mise en culture axénique de cette souche a 8té sans succés. Une &tude
approfondie de cette souche, aussi bien du point de vue morphologigue,
biolbgique qu'immunologique est 3 envisager.

3.2. Identification de quelques souches d'amibes libres appartenant au
genre Acanthamoeba,

Les résultats obtenus en immunofluorescence indirecte vis-
d-vis de ces souches sont rassemblés dans le tableau 37.

Parmi les sept souches d'Acanthamoecba isolées dans notre

laboratoire d'une part et dans le laboratoire de Jamieson en Adelaide
(Australie), aucune de ces souches ne semble s'identifier ccmme étant
A. culbertsoni ou A. astronyxis. Pourtant plusieurs de ces souches se

Sont montrées pathogénes pour la souris aprés 1l'instillation dntra-
nasale. Parmi ces scuches nous citons ITMAP 1042; RUS 19; RUS 22 et
HOV 6-~2. Les tests de pathogenicité ont été répétés 3 plusieurs re-
Prises dans les deux laboratoires.

Toutes les souches, sauf la souche RUS 22, appartiennent ap-
Paremment au groupe A. castellanii. La souche RUS 22 n'a pu étre iden-.

tifiée 3 1'aide de ces antisérums. Le test d'agglutination n'a pas
permis d'identifier la scuche (Jamieson, 1974, in 1itt.).

3.3, Conclusion

L'identification de souches appartenant au genre Naegleria

-

et Acanthamoeba peut €tre faite 3 1l'aide de l'analyse en immunofluo-

rescence indirecte au meyen d'antisérum spécifique. Beaucoup plus 4'
identifications devront encore &tre exécutées avant que la méthode
Puisse &tre acceptée en analyse courante comme trés spécifique, et
Que l'identification des espéces puisse étre faite sans confirmation
Par d'autres méthodes. Il faut donc, encore €tre prudent dans l'in-
terpretation des résultats obtenus par l'immunofluorescence indirec-
t? et le seul moyen pour identifier la présence d'une amibe virulente

est 1l'inoculer chez la souris afin de démontrer sa pathogénicité.




ANTIGENES ANTISERUMS

Genre Souches A. culbertsoni A, castellanii A. pclyphaga A. astronyxis
1/32 1/64 . 1/32 1/64 1/32  1/64 1/32 1/64
Acanthamoeba ITMAP 1042 0 0 +++ ++ +++ ++ 0 0
ITMAP 1302 0 0 +++ ++ +++ ++ 0 0
. ITMAP 1395 0 0 0 0 +t 0 0 0
ply IMVS RUS 19 0 0 ++ 0 ++ 0 0 0
! IMVS RUS 22 0 0 0 0 0 0 0 0
IMVS RU 32 0 0 ++ 0 0 0 0
IMVYS HOV 6-2 0 0 ++ 0 0 0 2

Tableau 37 : Identification par 1l'immunofluorescence indirecte de quelques souches d'amibes

libres appartenant au genre Acanthamoeba,
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4. Identification de 1'agent &tiologique de la méningo-encéphalite
amibienne primitive dans les ccupes histologiques.

L'identité de 1l'agent étiologique de la méningo-encépha-
lite amibienne primitive est généralement; depuils ces derniéres an-
nées, &tablie par l'isolement in vitro de 1l'amibe responsable. Néan-
meins, plusieurs cas de méningo-encéphalite amibienne primitive ont
€té reconnus rétrospectivement, soit par la symptomatologie, soit par
la présence d'amibes dans des préparations histclogiques du cerveau
des patients déc&dés. Certains cas de méningo-encéphalite amibienne
primitive sont néanmoins supposés d'avoir &té provoqués non pas par
N. fowleri mais par unc espéce appartenant au genre Acanthamoeba. L'

aspect morphologique de ces amibes dans les coupes histologiques per-
mettent difficilement de les différencier, 3 moins de retrouver des
kystes d'Acanthamoeba.

Jager et Stamm (1972), 3 1l'aide de 1l'immunofluorescence in-
directe ont pu mettre en &vidence la présence d'Acanthamoeba dans le

cerveau d'un patient mort, aprés 11 ans de traitement, d'une maladie
de Hodgkin. Ils ont retrouvé également des kystes d'Acanthamoeba

dans ces préparations.

Parelkar et al.(1971) ont montré que des trophozoites 4!
E. histolytica pcuvent &tre spécifiquement identifiés par la tech-

nigque d'immunofluorescence indirecte dans des coupes histologiques
ainsi que dans les sclles. Cette méthode a &été confirmée par Wéry-
Paskoff et al. (1972).

J. Martinez (Medical Commonwealth Ccllege, Virginia, USA)
nous avait demandZ d'identifier l'agent responsable de trois cas de
méningo-encéphalite amibienne primitive rétrospective, suspects &
8tre causés par Acanthamoeba. Avant d'appliquer cette technigue sur
les coupes de cerveau humain nous avons vérifié la spécificité de 1!

antisérum anti-N. fowleri sur decs coupes de cerveau de souris infec-

tées préalablement avec N. fowleri,
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Il nous a été demandl également d'identifier A. castellanii

et A, polyphaga sur des ccupes histologiques de poumons et de cerveau
de souris expérimentalement infectdes avec ces souches. L'identifi-

cation de ces souches que nous avait confiées J. Martinez a été pré-
alablcment effectuée en se basant sur les caractéres morphologiques
par Page (Martinez, 1975);

Il nous a &té adressé& des coupes histologiques de muqueuse
gastrique et de foie d'un singe (Pygathrix nemaeus) montrant de nom-

breuses amibes identifiées comme étant probablement E, histolytica.

Ces coupes nous ont &té envoyZes par Krampitz et Geisel (Tropeninsti-
tuut , Munchen, DBR) pour confirmation.

4.1, Identification de N. fowleri dans des préparations histologiques

de cerveau de souris.,

On instille par voie intra-nasale une suspension de tropho-
20ites de N. fowleri, souche Morgan i des souris. Une souris regoit

environ 5,000 amibes. Les souris sont sacrifiées d&s qu'elles présentent

les symptémes d'une méningo-encéphalite amibienne primitive. Certains
cerveauxprélevés sont fixés dans 10% formol - eau physiologique, les
Autres au Carnoy. Les coupes sont ensuite réalisées suivant les tech-

Niques classiques. Aprds déparaffinage, nous avons sueessivement op-
Posé les antisérums anti-N. fowleri Morgan et anti-A. culbertsoni A-1

i ces sections fixées des deux fagons. Les résultats sont rassemblés
dans le tableau 38.

Tableau 38 : Immunofluorescence indirecte sur coupes de cerveau de
souris infesté par N. fowleri.

ANTIGENES ANTISERUMS
N. fowleri N. fowleri A. culbertsoni
1/16 1/32 1/64 1/16 1/32 1/64
Fixation au Carnoy ++ 0 0 0
Fixation au Formol FHEE HEE 4

N —————
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Les résultats obtenus indiquent que la fixation des piéces
anatomiques par le formol se montre plus favorable que la fixation
par le Carnoy pour effectuer les techniques d'immunofluorescence.
Stamm (1974) a fait la méme observation mais constate que, quand on
traite préalablement ces coupes fixées par des fixateurs au mercure,
a 1'iode-alcool; celles-ci peuvent &tre employées pour la fluorescen-
ce. Néanmoins, l'intensité de la fluorescence est beaucoup plus faible
que sur les coupes fixées par le formol.

D'aprés nos résultats, l'antisérum anti-N. fowleri sera em-

-

Ployé 3 1/32 (maximum brillance) ainsi que 1l'antisérum anti-A. cul-
bertsoni, puisqu'ad 1/32 aucune réaction croisée n'est observée,

4.2, Confirmation de la présence de N. fowleri dans le tissu cérébral

provenant des cas de méningo-encéphalite amibienne primitive chez

1'homme,

Nous avons pu examiner, grice 3 1l'obligeance de J. Martin
(Institut Bunge,Anvers) des préldvements de cerveau de trois cas de

méningoencéphalite amibienne primitive survenus 3 Apvers. Les piéces
anatomiques ont été fixées au formol.

Les résultats obtenus avec les antisérums anti-N. fowleri

et anti-A. culbertsoni sont indiqués dans le tableau 39.

Tablecau 39 : Réaction d'immunofluorescence indirecte sur les coupes de
cerveau de 3 cas de méningoencéphalite amibienne primi-

-

tive détectés i Anvers.

—

Cas MEAP Antisérums Anti-N. fowleri Anti-A. culbertsoni
1/32 1/32
1)1402 V.B. tht+ ,
Amibes trés nombreuses négative
2)1395 W ++4
peu d'amibes négative
3)1575 M ++4

peu d'amibes négative




_158-

Ces résultats confirment la présence de N.fowleri
dans les coupes de cerveau de cas de méningoencénhalite amibienne
primitive (fig.65). Aprds la réaction d'immunoflucrescence
indirecte, ces coupes ont &té€ colorées & 1l'hématoxyline-&osine
et les amibes ont pu 8tre localisées au mémes endroits
ol elles avaient &t& observées en immuncfluorescence. Aurune
amibe n'a €t& rendue fluorescente aprés contact avec l'antisérum
anti~A.culbertsoni.

L'erploi successif de différents antisérums sur ure méme
coupe influence peu l'importance de la ré&action. Les coupes
ayant été opposées d'atord 3 l'antisérum anti-A.culbertsoni

sans résultst, ont €té mises en contact avec l'antisérum anti-
N.fowleri. Aprés un temps ¢'incubation nermal les amibes

montrcent une fluorescence btrillante.Dans ces cas, la contre-
coloration par le bleu d'Evans n'est appliqu&e que lors de la

mice en contact avec le dernier antisérum nour éviter 1l'atténuation
de la flucrescence.

En plus de ces trois cas anversois, nous avons ru confirmer
€ralement la présence de N.fowleri dans le cas A 251-69 de
méninpgo-encéphalite amibienne primitive provenant de Virginie (Medi-
cal College, Richmond, Virginia).

4.3, Identification rétrospective de l'agent &tiologicue dans
trois cas suspects de méningo-encéphalite amibienne primitive
pProvenant des Etats-Unis.

En 1970, dos Santcs retrouve cing cas de méningo-
encénhalite amihienne primitive en Virginie apr&s l'examen
histrlogique de 16.174 piéces d'autopsie dont 542 appartenaient
d des sujets ayant présenté des symptdmes de méningites.

L'identification spécifique e 1l'agent &tiologique dans
3 cas sur 5 a &té rendue difficile nar la faible présence d'amibes
dans les coupes. Des coupes histologiques, provenant de différents
endroits de ces cerveaux ont €t€&€ mises & notre disposition
par J. Martinez.




Fig. 65. Immunofluorescence indirecte positive a 1'aide d'un immun-
sérum anti-N. fowleri sur coupe de cerveau humain.
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Certaines de ces coures ont été& mises en contact dans

un premier temps avece l'antisCrum anti-A.culbertsoni puils

ensuite avec l'antis@rum anti-N.fowleri . Aprés la réaction

d'immunoflusrescence indirecte toutes les coupes ont &té
Colorées 3 1'hémateoxyline-&osine pour vérifier 1a localisation
des amibtes identifiées par 1'immunofluorescence. Les resultats
Obtenus sont rassemblés dans le tableau 40,

Tableau 40 : Réaction d'immunofluorescence indirécte sur les
coupes provenant de 3 cas rétrospectifs survenus en
Virginie.

Réaction dt'immunofluorescence indirecte

Cas MEAP Coupe n° Anti-N.fowleri Anti-A.culbertsoni
A. 6467 - 20 N.R népative
26 +4+ N.R. |
27 4+ négative ;
Ao 6832 - 28 négative négative |
34 ++ quelques amibes N.R. ;
35 N.R. négative ;
36 ++ qulques amibes négative ;
A 9802 - 16 ++ guelques amibes N.R
22 N.R. négative
25 ++ nérative
e,

N.R. = non réalisde
Ces résultats nous permettent de conclure que ces trois
¢as sont dfis & N. fowleri , néanmoins dans le cas A 6832 trds
PeU d'amibes ont &té cbservées. Depuis, ces résultats ont été
COnfirmés par Stamm (1974) sauf pour le cas 4 6832 oll il n'a pas

trouvé qtamibves.
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Ce diagnestic a €t€ répété pour les trois cas sur
Plusieurs coupes histologiques provenant de différents endroits
du cerveau. Trés peu d'amibes ont été retrouvées chez ces
trois cas. Parfois 4 3 5 amibes seulement ont &té& reconnues
dans une coupe. L'utilisation des co8rdonnés du Vernier de la
Platine du microscope permet de localiser les amibes sur les coupes.
Aprds 1'analyse par immunofluorescence indirecte, les préparations
sont lavées 4dans un tampon et séchfes. Ensuite elles sont colorées
& 1'hématoxyline-écsine et les amibes sont retrouvies aux endroits
répérés en immunofluorescence. Suivant Parelkar et al.,(1971)

les sections peuvent &tre colorées avant la réaction d'immunoflucrescence

indirecte, mais ces auteurs observent en plus d'autres corps
fluorescents non identifiés ressemblant 3 des amibes.

Ce procé&dé ncus a permis de confirmer la présence de
N.fowleri dans le cerveau de cas confirmés de méningo-encéphalite
amibienne primitive et d'identifier cette méme amite dans des
cas rétrospectifs suspects.

4.4, Essai d'identification var 1'immunoflusrescence indirecte
d'amibes appartenant au genre Acanthamoeba.

A la demande de J.Martinez (Medical College, Virginia)
Nous avons essayé de confirmer l'identité de deux espdces d'amibes
dppartenant au genre Acanthamoeba lesquelles ont expérimentalement
montré une pathogénicité modérée pour la souris.

Ces amibes ont été identifiées par Page comme étant A.
Castellanii et A. pclyphaga. Plusieurs coupes e cerveau et de pou-

Mons de souris infectées ont été opposées aux antisérums

anti-A,castellanii, anti-A. pclyphaga, anti-A.astronyxis et anti-

§-Culbertsoni.

Les expériences R.2-3 et R.2-2 (tableau 41) ont été produi-
tes avec une souche identifiée comme A. polyphaga et les expériences

G 70-3, @ 70-5 et 66 G 3 avec une souche identifiée comme &tant
A.castellanii.

Les résultats que nocus avons obtenus avec les différents
entisérums sont rassemtblés dans le tableau 41,




- 161 -

Tableau U41: Essai d'identification d'espéces du genre Acanthamoeba
dans des coupes histologiques de souris exptrimentalement
infectées.,

——————
) ANTISERUMS
Expérience Anti- Anti Anti Anti
A.culbertsoni A.astronyxis. A.castellanii A.polymhaga
\ T e ) "
R2-3 4 N.R. +(trés faible=0) +++ ++
b +(trés faitrle=0 N.R. +++ ++
kystes flucorescents (Fluorescence
S e e e e e e e e e e e e e e e granuleuse)
R2-2 2 +(trds faible=0) négative +(trés faibles= +++
0)
- b ++(fluoresc.granul) N.R. ++ négative
G 7C-3 g +++{quslques négative négative ++
amibes dans cerveau)
poumons = négative
b négative N.R. ++ ++
G 70-5 4 +(faible=0) N.R. ++ ++
b négative +(trés
- faible =0)
R
6 G-3 g +(trés faible=0) N.R. ++ ++
b +++ ++
e ———
N.R. = non réalisée

Ces résultats ne nous permettent pas d'identifier avec
Certitude 1l'espéce responsable de l'infection chez la souris.

Dans les expériences R 2-2 et R 2-3, les résultats
Obtenus avec l'antisérum anti-A.castellanii sont un peu plus

Significatifs que ceux obtenus avec l'antisérum anti-A.polyphaga;

Mais la différence n'est pas assez marqufe pour identifier avec
certitude 1l'espdce en cause.
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Les m@mes résultats peuvent &tre observés dans les
expériences G 70-3, G 70-5 et 66 G-6. A 1l'aide cde ces résultats
il ne nous est pas possible d'identifier avec certitude A.
polyphaga ou A. castellanii. De plus, les résultats montrent que

les amibes présentes dans les coupes n'appartiennent pas

aux espcéces A. astronyxis ou A, culbertsoni. Néanmoins, dans les

coupes du cerveau de l'expérience G 70-3, nous avons trouvé
Plusieurs amibes rendues fluorescentes au contact de l'antisérum
anti-A.culbertsoni. Cette observation attire l'attention sur une

hétérogénéité possible de la population employée lors de l'infection
expérimentale.

En conclusion, les amibes présentes dans tcutes les
coupes peuvent &tre identifiées comme appartenant au groupe A.castellanii

-

Comme nous l'avons é&tabli, 3 1'aide de l'analyse immunoé-
lectrophorétique, il existe au sein du genre Acanthamoeba un groupe

d'espéces antigéniquement trés apparenté. Ce grcupe est constitué
Par les espéces A.castellanii, A. polyphags, et A. rhysodes.,

Par 1'intermédiaire de J.Martinez, nous avons regu des coupes
histologiques de cerveau humain provenant d'un cas récent de
méningo-encéphalite amibienne primitive survenu au Texas (Sotelo-

Avila et al., 1974). Ce cas & fait 1l'objet c'une ccntroverse au sujet
de 1a diagnose de l'agent étiologique :Naegleria, Hartmannella ou

Acanthamoeba sont suggdrés comme agent causal mais &galement

cryptococcus neoformans.

Aprés examen des coupes histologiques, J.Martinez met en

€vidence la présence de kystes d'Acanthamocba. Nous avons pu

les retrouver également dans les coupes colorées et l'immunofluores-
cénse a permis de les mettre en évidence.

Nous avons mis en contact ces coupes avec les différents
immunsérums d'étude et a vons obtenus les résultats suivants :
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Tahleau 42 : Immunofluorescence indirecte sur coupes de cerveau
humain d'un cas suspect de méningo-encéphalite

amibienne primitive.

————

Immunsérums Titre : Résultat
Asculbertsoni 1/16 Négatif
N.fowleri 1/32 NEgatif
E.histolytica 1/32 Négatif
A.castellanii 1/16 Positif ++
A.astronyxis 1/8 Négatif
A.polyphana 1/8 Posdtif ++

Ce résultat montre qu'il s'agit tien d'une amikte et que
1'agent responsable de ce cas de méninpo-encéphalite appartient
2u groupe A.castellanii - A. polyphaga - A. rhysodes. Ce résultat

a €té confirmé par W.P. Stamm (communication personnélle de J.
Martinez).

4.5, Identification par 1l'immunoflucrescence indirecte A'E.
histolytica dans des coupes histologiques.

Des coupes histologiques 4de muqueuse gastrique et de foie
A'un singe (Pygathrix nemaeus ), importé en Allemagne venant d'Asie,

Mort de malnutrition, montrent de nombreuses amibes. Geisel et
Krampitz identifient cette amibe &tant F.histolytica.

A 1'aide d'un antisérum anti-E.histclytica (souche HK9)
et d'antisérums anti-Naegleria et anti-Acanthamoeba, ncus confirmons
1'espece,

Les résultats obtenus avec différents antisérums sont rassem-
b1&s dans le tableau 43. |
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Tableau 43 : Immunofluorescence indirecte sur coupes histolcgiques
d'un singe (Pygathrix nemaeus).

COUPES
ANTISERUMS
Muqueuse gastrique Foie

Anti-A.culbertsoni 1/16 négative négative
Anti-N.fowleri 1/32 négative népative
Anti-N.gruberi 1/32 négative négative
Anti-E.histolytica 1/32 ++++ +++

1/64 +H++ +4+4

1/128 L 4+t ++

1/256 ++ +

1/512 + trace (=0) négative

1/1024 négative négative

D'aprés les résultats cbtenus 1l'identité de l'espéce
respcnsable de 1'invasion parasitaire est incontestable. Nous
cenfirmons donc la présence de E.histolytica dans ces coupes.

I1 est intéressant de ncter qu'aucune réaction croisée n'est observée
€ntre les différents antisérums employés dans cette &tude.

4.6. conclusions.

L'étude par 1'immunofluorescence indirecte nous a permis
de confirmer les observations faites 3 1'aide de 1l'analyse immu-
Ncé€lectrophorétique. Ces résultats permettent de confirmer
1'homogén&ité observie pour l'espdce N.fowleri, ainsi que la distine-
tion respective des espéces appartenant au genre Naegleria,

Etant donné 1l'absence totale de parentés sérologiques
€ntre les différents pgenres, l'identification rapide & 1'aide
d'antisérums, rendus spécifiques gréce aux dilutions, peut &tre
€nvisagée favorablement.

Au sein du genre Acanthamoeba une réacticn croisée importante

€st ohservée entre quelques espéces. Celles-ci appartiennent au groupe
Que nous avons délimité par 1l'analyse immuno&lectrophorétique.Par contre,

_—
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A. cultertsoni se différencie nettement de ce groupe.

A 1'aide 4'un antis&rum rendu spécifique il est possible
de mettre en évidence N.fowleri ainsi que d'autres espdces,
dans des coupes histologiques. On peut ainsi identifier et
confirmer des cas de méningo-encéphalite amibienne primitive.
L'immunofluorescence indirecte, exécutée 3 l'aide 4'immun-
S€rums rendus spécifiques nous semble &tre un moyen rapide et
Valable pour 1l'identification d'amibes dans du matériel suspect.




CHAPITRE 7

Etude morphclogique et biologique de N.jadini

"Rien n'est plus difficile, en effet,

qua de déterminer une amibe ",

Danpeard 1900.
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L'homogénéité morphologique du genre Naegleria rend

d€licate la distinction de ses espdces constitutives.
' - s ” - . . ” *
Clest l'analyse immunoélectrophorétique des structures antiréniques

des esp&ces appartenant au penra Naegleria qui nous a permis d'établir

Indiscutablement 1'indénpendance géndtique de N.jadini.

NEéanmoins, en plus des caractéres immuncélectrophcrétiques
différentiels de N.jadini par rapport & N.gruberi et N.fowleri,
Nous avons voulu mettre en évidence quelques caractdres morphologiques
€t biclogiques propres 3 cette espice, pour pouvoir justifier
entiéremment la création d'une nouvelle espd3ce au sein du genre

Nacpleria,

Le genre Nacrleria Alexeieff,1912,emend.Calkins, 1913,
aPPartient 3 la famille des Vahlkampfiidae Jollos, 1917, de 1'ordre
des Amocbida Kent, 1880. Il se caractérise, tout comme d'autres
Eenres de 1a famille par 1l'existence temporaire d'un stade flagellé
(fig.66).

. L'existence d'amibes susceptibles de se transformer en formes

flagel1ges avait ¢t& mentionnde par Dujardin en 1841 et par Kent
®n 1880 (Fultcn, 1970). N.gruberi est la premiére espéce dont la
deScription minutieuse de la transformation d'amibe en flagellate
?it €t3 faite par Schardinger (1899) 3 proros d'un organisme
15016 de selles diarrhéiques. Par la suite, 8 plusieurs reprises,
N:EZEEggi fut mise en synonymie avec N.bistadialis, N.soli et N.aquatilis
(Fulton, 1970) en raison de descriptions peu nrécises et la non conser-
Vation Ades souches.

Depuis Schardinger en 1899, N.pruberi a &té pendant longtemns

la Seule esplce appartenant au genre Naegleria.

Il fallait attendre 1970, pour que Carter décrivit une
NOuvelle espéce sous le nom de N.fowleri (Carter, 1970). Cette
Mouvelie espéce fut isolée en 1965, 3 partir d'un liquide céphalo-
Tachidien d'un sujet humain atteint de méninpo-encéphalite foudroyante.
Cette amibe, sera isolée par la suite et par plusieurs auteurs
3 Partir de sujets morts ou atteints d'une nouvelle maladie fatale :

1 n - » - - . 3 ] 3 ] . - 3 .
2 Meningo-encéphalite amibienne primitive™. La différenciation entre

bl



omlbe MITOSE
CROISSANCE '
ENKYSTIEMENT TRANSFOIRMATION
==
kysfe
( i flagelle

DEKYSTEMENT REVERSION

Figure 66.
Représentation schématique du cycle de Naegleria

(d'aprés C.Fulton).
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N.gruberi et N.fowleri caractérisf€e por 1la présence 3du
Caractdre "pathopdne" chez ce dernier, suffit d€j3d pour faire
une distinction entre ces deux espdces, en prenant en considération
les théories de Hoare (1955, 19f6) i propos des protczoaires parasites.
Néanmoins des caractéres morphologiques différentiels furent
€tablis par Carter (1970) et Sing et Das (1970).
Ultérieurement, cette espéce 3 €té décrite sous le nom
de N. aerobia (Singh et Das, 1970) et de MN.invades (Chang, 1671),
Celles-ci se sont montrées antipéniquement idsntiques 3 N.
fowleri et distinctes de N.gruberi(Villaert et al., 1672, 1974;
Anderson et al., 1973).
Au cours de 1l'isolement d'une série de souches appartenant au

génre Naegleris nous avions pu mettre en évidence l'existence

d'un amoeho-flagellate se distinpuant nettement de N.gruberi

€t de N.fowleri au niveau des structures immunochimiques (Willaert

EE_QLL, 1973) . Afin &len préciser le statut taxonomique nous

AVons entrepris 1'étude comparative des caractéres morphologiques

€t biclopiques de cet crpanisme . I1 semblait s'agir d'une espéce nouvelle
que nous avons proposé d’appelker N.jadini(Willaert et Le Ray,

1973) en hommage 3 notre malitre le Professeur J.B.Jadin.

1. Etude morphologique

1.1, Ohservations en microscopie photonique

1.1.1. Forme amoebienne

-

L'aspect général est comparable 3 celuil de N.gruberi
®t de N.fowleri. L'erdoplasme s@ distingue nettement de l'ectoplasme.
L'Organisme se dfplace par formaticn d'un lobeopode hyalin (fig.67).
Ilya parfois formation simultanée de petits psudopodes diversé-
Ment orientés (fim. 67, 80). L'extrdmitd antérieure est gdnéralement
Plus large que 1'extrémité postérieure, caractérisée par la formation
de filaments uroides. Les dimensions des trophozoites varient
Sensiblement suivant le milieu de culture d'origine comme 1'indique

le tableau suivant.

-~



Figure 67

Trophozoites de N.jadini (contraste de phase: x1000)
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Tableau 44 : Dimensions des trophozoItes mobiles de N.jadini
(en microns)

——————

Milieu de culture Longueur Largeur

Agar + bactéries 15 3 37,5 (m =23,2) 4,5 3 12 (m =7,65"

Culture axénique 27 3 45 (m =35,1) 9 3 15 (m =11,4)
e —

Le noyau, de type vésiculaire, mesure de 3 4 § microns
et contient un caryosome central de 2 3 3 microns de diamdtre.
Le noyau, limité par une membrane simple et entcuré d'une couronne
de granules périnucléaires. Des trophozoltes contenant deux &
¢ing noyaux sont fréquents cdans les cultures jeunes en milieu
aXénique.
La reproduction se fait par division binaire simple. La cdivisicn
Nucléaire est identique 3 celle de N.gruberi (Rafalko,1947;
Singh, 1952; Page, 1967) et de N.fowleri (Carter, 1970: Singh et Das,
1970). Flle est du type promitotique, avec persistance de la
m@mbrane.nucléaire et fcrmation de masses volaires dérivées
du nuclénle. Avec Das (Das &t al., 1974) nous avons é&tudié
€n détail 1a division nucléaire de N.jadini.

Division nucléaire.

2) Noyau en internhase

-~

Chez N.jadini 3 1'état vivante, le noyau en interphase
Comporte un nucléole sphérique, central et distinct entourd
Par une zone claire - le suc nucléaire, contenu par la membrane
Nuclé&aire., Dans les nréparations colorées par 1'hématoxyline ferrique
des structures filiformes irradiant 3 partir du nucléole sont
Visibles dans certains noyaux. (fig.68). Le nucléole se colore
Plus intersérent que les granules chromatigues et résiste 3 la
d€coloration par 1'alun ferrique 3 1% beaucoup plus lcngtemps que
la substance chromatigue. Généralement un seul noyau est présent dans
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chaque amibe mais deux et rlusieurs noyaux peuvent &tre trouvé dans
ure seule amibe.

%) Prophase

Les trophozoltes restent mobiles et ne s'arrondissent
Pas pendant la division. Le début de la division nucléaire est
inlique par un conflement du noyau et l'allongement du nucléole
(fig. 69). Les substances chrecmatiques se trouvent 3 cBté du
Nuclécle et sont dans certains cas nettement visibles. Ces
franules commencent 3 fusionner et occasionnellement on peut
Observer un anneau solide de matériel chromatique autour du
Nucléole (fig. 69, 70). Ensuite, le nucléole prend habituellement
Une apparence en forme d'haltére et se divise en deux moitiés
formant ainsi les masses polaires.

¢) Métaphase

Aprés la formation des masses polaires, une masse solide
de chromatine apparait occupant la position de la plaque équatoriale
(fig. 69,70, 71). Des chromosomes individuels ne scnt pas rencon-
trés, Le fuseau reliant les masses polaires ne peut &tre observé
mais des filaments de fuseau se distinpuent. Aucune division de
Chromosomes n'a été observée. Des capsules achromatiques, connues sous
le nom de "capsules polaires"(Ferd, 1914), peuvent &tre observées
Chez certaines amibes, entre les extrémité&s du carycsome &tiré
€t la membrane nucléaire (fig. 71).

d) Anaphase.

La bande de matériel chromatique se divise en Adeux
et chaque moitié se dirips vers son pd8le . A ce stade, le matériel
Chromatique se trouve en contact avec les "masses pclaires",
Aprés que le matériel chromatique se soit dirigé aux deux pSles, une
Ceértaine substance granulaire necn-chromatique, appellée "corps
interznnal" (Rafalko, 1974), peut &tre cbservée (fig. 72,73, T4, 75)
d mi-chemin entre les deux "masses polaires". Le corps interzonal
dugmente de veclume et se divise en deux. La membrane nucléaire
Persiste durant toute la division; celle-ci devient allongée et
S'€rangle au miliey, donnant lieu 3 deux noyaux-fils,



Mitose de N.jadini.

Figure 68
Noyau en interphase et fim d'une telophase (X2.000)

Figrure 69
Prophase et métaphase (X 2.000).

Figure 70, 71
Métaphase (X 1.500 et X 1.000).

Fipure 72, 73
Anaphase, division du corps interzonal (X 1.500, X 1.000).

Figure 74
Début de la télovhase. Les corps interzonaux sont
enccre reliés par uns structure filiferme. (X 1.000).

Figure 75
Télophase, division du cytoplasme. (X 1.000),
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e) Té&lophase

Aprés la division du noyau, les corps interzonaux
sont encore reliés pendant un certain temps par une structure filiforme
(fig. 73,74). Plus tard, l'amibe s'&tire, s'étrangle au milieu,
donnant lieu 3 deux cellulessfilles (fig. 68,75). Le corps
interzonal et la masse polaire du noyau-fils fusicnnent et forment
ainsi le nucléole. Le matériel chromatique est dispersé en granules
et ceux-ci vont occuper une position identique 3 celle observée dans
le noyau en interphase.

Le cytoplasme contient une 3 trois vacuoles pulsatiles,
de nombreux granules réfringents et des vacuoles alimentaires de
petiter taille. Celles-ci sont beaucoup plus nombreuses en culture
sur bactéries qu'en culture azénique.

1.1.2, Forme flagellée

Le caractére le plus remarquable de ces crganismes est
d'étre tantlt des amibes tantdt des flagellates.

Les Naegleria scnt sujettes & trols changements morpholo-
giques fondamentaux pendant leur transformation en flagellates :
1) la forme amiboide change en forme flagellée relativement stable;
2) les grandes organelles préexistantes, c.3.d. la vacuole pulsatile
et le noyau, se déplacent continuellement chez les formes amiboldes
et semblent avoir une localisation stable chez la forme flagellée et
3) 1l'apparition de nouveaux organelles de l'appareil flagellaire
(flagelles, corps baseaux et rhizcoplastes).

Ces changements morphologiques pendant la transformation
- ont &té décrits & propos de N.gruberi, apres observation en
microscopie &lectronique par Dingle et Fulton (1966) et par
Preston et O0'Dell (1973).

En ce qui concerne N. jadini, ncus pcssédens seulement
quelcues observaticns en microscopie photenique.



Figure 76
Forme flagellée de N.jadini avec une apparence piriforme.

Figure 77
Forme flagellée de N.jadini 3 quatre flagellés,
Ficure 78

Kystes de N.jadini

Figure 79

a) Kystes de N.jadini avec apparition de vacuoles.
b) Kyste vide montrant la rupture de 1la paroi.

!
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Les formes flagellées peuvent se rencontrer spontané-
ment dans les cultures axéniques liquides. D'autre part, des for-
mes amiboldes, récoltéex sur agar-bactéries et incubées en eau
distillée, peuvent se transformer en flagellés au bout de deux
heures ou plus. Nous n'avons pas recherché les conditions opti-
males pour obtenir la transformation en flagellés de populations
entidres de formes amiboiIdes. Les conditions 3 respecter pour
obtenir cette transformation massive ont été décrites par Fulton
(1970).

Les formes flagellées, d'abord amibolides s'allongent
et acquidrent rapidement une apparcnce piriforme (fig. 76) et
poss&dent normalement deux flagelles de méme longueur. L'extré-
mité postérieure est pointue, le noyau est antérieur et situé
prés des flagelles. La base des flagelles est 1égirement épaissie
et semble s'attacher 3 la membrane nucléaire. Le mouvement des
flagelles est intense et procéde par battements plutdt que par
ondulations. On peut rencontrer des formes 3 quatre flagelles
qui poss&dent soit un, soit decux noyaux (fig. 77). Les formes
binuclées résultent soit de la division d'une forme flagellée,

soit d'une amibe ayant acquit des flagelles durant la caryocingése.

1.1.3. Kystes.

Des kystes de N. jadini peuvent &tre obtenus rapidement
aprés ensemencement sur agar-bactéries, en culture axénique
nous n'avons jamais observé la formation de kystes.

Les kystes sont sphériques et ont un diamdtre de 9 & 18
microns avec une moyenne de 13,9 microns. Leur paroi, trés réfrin-
geante en contrastc de phase, est lisse, simple et apparemment
dépourvue Je gcres (fig. 78, 81).

Les kystes sont généralement uninuclées, bien que 1'on
observe fréquemment des kystes renfermant deux 2 sept noyaux.

Le noyau est généralement bien visible avec un gros caryosome
central et une membrane nucléaire entourée d'une courcnne de
granules périnucléaires.



Fig. 81. Kyste de N. jadini.
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Le dékystement s'effectue probablement par rupture de
la paroi du kyste. Lors du dékystement, une vacuole prend nais-
sance dans le cytoplasme, puis augmente dec volume et provoque
la rupture de la paroi kystique (fig. 79 a et b).

1.2. Observations en microscopie électronique.

Ces observations ont pu &tre réalisées grice 3 la
collaboration de J.M. Jadin et de G. Carosi (Pavia, Italie).

Cette &tude ultrastructurgle de N. jadini ne constitue
qu'une &tude préliminaire du trophozolite examiné 3 partir de

-~

“cultures axéniques. Le kyste a €té& 3 peine envisagé.

1.2.1. Ultrastructure du trophozoite.

Un examen génlral d'une série de microphotographies
montre que les caractéristiques ultrastructurales sont retrouvécs
chez toutes les amibes examinées. L'endoplasme est difficilement
différencié de 1l'ectoplasme, sauf quand celui-ci est exempt
diinclusions.

1.2.1.1. Paroi cellulaire.- La paroi cellulaire de N. jadini se
présente telle qu'elle a été décrite par Robertson (1964) comme
"unit membrane", elle consiste en deux couches opaques aux €lec-
trons, entourant une couche transparcnte aux électrons. D'aprés
Jadin, (1971) cette membrane peut se déformer facilement, lors
du processus d'endocytose. Des portions de la membrane peuvent
s'invaginer, puis les 13vres de cette invagination fusionnent
et introduisent dans le cytoplasme une vacuole dont 1a membrane
est dérivée de la membrane cellulaire.

Nous n'avons pas pu observer 3 laface externe de 1la
paroi cellulaire un revétement cellulaire ou glycocalyx chez ces
amibes cultivées axéniquement.



Fipure 86.

Modele d'erganisation ultrastructurale de N, jadini.
Abréviations utilisles dans la firure.

AG : Aprareil de Golgi
L : Lysosome

M : Mitochondrie

MN : Membrane nucléaire
N : Noyau

PC : Paroi cellulaire
PL : Phapolysosome

PP : Pseudopode

: Ribosome

: Réticulum endoplasmique
: Vacuole lipidique

SEE”

: Vacucle pulsatile
VPN : Vacuoles périnucléaires.






Figure 82.

Trophozoite de Naegleria jadini montrant le noyau avec un volumi-

neux nucléole central. Le noyau est entouré de nombreuses vacuoles.,
A proximité& du noyau, on distinmue un gres phagelysosome contenant
des €léments fisurés. L'organisme renferme plusieurs grosses vacu-
cles €lectrons transparents., Le cytoplasme ccntient de ncmbreuses
mitochondries polymorphes et du réticulum endoplasmique irriru-
liérement distribué (pas en association répuliZre avec les mito-
chondries)(x 9.200).

Fipure 83,

Coupe d'un trophozoite de N, jadini montrant les mémes organites
que ceux de 1'image précédente (x 10.500).



Figure 82.

Trophozoite de Naegleria jadini montrant le noyau avec un volumi-

neux nucléole central. Le noyau est entouré de nombreuses vacuoles.
A proximité du noyau, on distinrue un gros phagelyscsome contenant
des Eléments firurés. L'organisme renferme plusieurs grosses vacu-
oles €lectrons transparents. Le cytoplasme contient de ncmbreuses
mitochondries polymorphes et du réticulum endeplasmique irréeu-
liérement distribué (pas en association répulilre avec les mito-
chondries)(x 9.200).

Fipure 83,

Coupe d'un trophozoite de N. jadini montrant les mémes organites

que ceux de 1'image précédente (x 10.500).
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1.2.1.2. Cytoplasme.- Dans le cytoplasme on retrouve les mémes
organites que chez N. gruberi et N. fowleri. Ces €1l&ments figurés

sont : le noyau, les mitochondries, les ribosomes, les lysosomes,
vacuoles pulsatiles, réticulum endoplasmique et des vacuoles lipi-
diques (fig. 86).

1.2.1.3. Noyau.- (fig. 84). Le noyau ppoéminent contient un
nucléole central hien &évident constitué de gros particules granu-
laires opaques aux &lectrons. Un endroit plus transparent aux
€lectrons est réguliérement rencontré dans le nuclécle. La mem-
brane nucléaire est cconstitufe de deux feuillets séparfs, externe
et interne laissant une espace transparente aux &lectrons. Les
pores nucléaires souvent diaphragmés, ont &€té facilement mis en
évidence (fig. 84, 87).

1.2.1.4, Mitochondries.- Les inclusions endoplasmiques les plus
proéminentes sont peut &tre les mitochondries. Celle-ci sont
généralement de forme différente suivant les esp3ces d'amibes
(Vickerman, 1962). Le cytoplasme de N. jadini contient un grand
nombre de mitochondries. Elles se présentent génlralement sous
une forme ovalaire et allcongée, rarement arrondie. Comme dans le
cas de N. fowleri, N. jadini présente régulidrement des mitcchon-

dries en forme d'halt@re et en forme d'annecau ("cup-shaped").
La matrice migochondriale est trés opaque aux €lectrons et montre
une structure critlée (fig. 85).

1.2.1.5. Vacuoles alimentaires.- Les vacuoles alimentaires sont
d2limitées par une membrane simple. Ces vacuoles contiennent des
débris non identifiables. Il s'agit probablement de d4ébris d'amibes
lysées qui sont phagocytée. Chez les amibes cultivées en présence
de bactéries on peut identifier des débris bactlériens dans les
vacuoles. Les vacuoles comprenant des structures laminaires comple-~
xes sont rencontrées.

Un appareil de Golgi n'a pas &té clairement observé,
mais de structures membranaires ressemblant i celles de 1l'appareil
de Golgi ont été rencontrées.




Figure 84,

Section & travers le noyau d'un trophozeite de N. jedini, Elle
montre les feuillets externe et internme de la membrane nucléaire,
de nombreuses vacuoles périnucléaires et un volumineux nucléole

cccupant le centre du noyau (x 28.750).

Figure 85.

Coupe cu cytoplasme d'un trophozoite de N. jadini contenant plu-
sieurs mitochondries. la scction de ces mitochondries se présente
sous une forme allonzCe, en haltére et en anneau, "cup-shaped"

(x 65.700).
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igure 87.
Section Qu noyau (3 droite) d'un trophozoite de N. jadini. La mem-
brane pfrinucléaire est rramileuse et montre de nombreux pores
(coune tangente au rlan de la membrane nucléaire) (x 26.775).

Figure 88.

Micrographie d'un ncyau d'un lymphceyte de souris priparé par cryo-
décepage et examiné au microscope €lectronique. Cette section
intéresse la membrane nucl€aire, examinée l&v€rament en relief,
aprés une 18épére sublimation des liquides cytoplasmiques. Elle se
présente et en oblique et en tranche de section. On distingue
nettement les pares de la membrane nuclZaire dont la conformation

rappelle les structures de 1'image précédente (x 43.400).
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1.2.1.6. Vacuoles pulsatiles.- Une ou plusieurs de ces vacuoles
sont retrouvées dans une cellule, leur contenu est transparent aux

8lectrons et elles sont délimités par une membrane simple.

1.2.1.7. Autres inclusions cytonlasmicues.- Des globules ou vacu-
oles lipidiques sont trds communs dans le cytoplasme des amibes
de ce genre (Vickerman, 1962; Schuster, 1963). Chez N. jadini,
ces vacucles lipidiques sont fréquemment observées. Flles sont
délimitles par une membrane simple. Autour de la membrane nucléai-
re on retrouve également des vacuoles lipidiques; celles-ci sont
délimitées par unce douhle membrane. Le suc cytoplasmique est
rempli de ribosomes libres et en rosette. Un réticulum endcplas-
mique, garni de ribosomes est irréguliérement Aistribué dans le
cytoplasme. Ses tubules sont rencontrées, réunies avec la membra-
ne nucléaire,

Enfin, des structures rcssemblants 3 des virus ou
"Virus like particles" sont rZguliérement rencontrées dans le
cytoplasme de N. jadini.

1.2.2. Ultrastructure du kyste.

Les kystes ont une paroi opaque aux &lectrons. Certains
endroits de la paroi kystique montrent une dépression. Cette
dépression représente~-t-eclle un pore ? Nous n'avons pu chserver
dans aucune section la présence certaine 4A'un pore (fig. 89, 90).

Les amibes enkystées sont rétractées dans toutes les
sections des kystes examinées. Ceci est probablemeht dd 3 une
mauvaise fixation.

A 1'intérieur de la cellule on distingue des mitochondries,
des vacuoles, des ribosomes. Aucun stade d'enkystement ou de dé-
kystement n'a €té€ observé.

-

1.2.3. Microscopie €lectrcnique 3 balayage.

Seuls les kystes cnt €té& cxaminés. Ils cont un aspect
sphérique occasionnellement 1&gérement applati ou ovalaire. Leur.
surface est lisse (fig. 91, 92). Les pores sont facilement




Firure 89,

Secticn d'un kyste ée N. jadini. La parol kystique montre plusieurs
dépressions pouvant représenter des pores. A 1'intérieur du kyste
la cellule s'cst rétractée. Elle contient des mitochondries, des

vacuoles et des riboscmes (x 20.000).

Figure 90.
Ditail de la partie inférieure sauche de 1'image précédente mon-
trant une dépression (pore ?) de la parci kystique (x 43.400).
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observés chez N. jadini, contrairement 3 ce que 1l'on observe en

microscopie photonique. Un nombre moyen de 1, 2 pores a &té cbservé,

Jamais plus que deux pores n'ont été trouvés, ce qul nous laisse
supposer que M. jadini posééde en réalité deux peres. Les tords
des pores apparalissent lisses sans replis. Le diamé@tre moyen Ae
ces pores est de 0,8 micron et 1'épaisseur moyenne dc la paroi est
de l'ordre de 0,4 micron.

Nous n'avons pas pu observer de kystes montrant des
invaginations ou des phases de rupture de la paroi kystique lors
du dékystement; ceci aurait permis de dmontrer le mode de dékys-
tement de N. jadini.

2. Caractéres biologiques.

La souche N. jacdini ITMAP 400 a été isolée par le
Professeur J.B. Jadin en juillet 1971, 3 partir de concrétions
récoltées sur lecs paroi et le fond d'une niscine & Anvers (Jadin
et Willaert, 19725. Ces concrétions, & 1'aspect de minuscules
pyramicdes, ressemblent en coune, ﬁniabyrinthe dent les coulcirs

sont remplis cde bactéries et A'amibes.

2.1, Culture.
2.1.1, Isclement.

Aprés broyage, ces concrétions snnt cnsemencées en
milieu C.G.V.S. A 37°C, on cbserve une multiplication modérée
durant sept jours, suivie d'unc lyse générale. A 28°C en revanche,
la multiplication est dA'emble ranide ct vignureuse. L'ensemence-
ment ultérieur sur agar-bactéries a nermis le clénape de la souche
3 partir d'une population enkystée.

2.1.2. Entretien.

La souche neut &tre entretenue s»it sur milieu solide,
soit en milieu liquide.
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a) Milieu solide.

N. jadini se cultive aisément 3 28°C sur apar recouvert
d'Aerobacter acrogenes tuls par la chalesur. Les kystes se forment

aprés 48 heures et restent viahles 2u mnins pendant un an 3 28°C.
Ce milieu permet un entretien aisé, ne nécessitant que des repi-
quages mensuels. L'incorpcration de 0,5 % NaCl 3 l'agar n'influence
pas la croissance de N. jadini. Les essais de culture sur agar

3 37°C échouent aprds quelques renijuages.

b) Milieu liquide

N. jrdini se cultive ax&niquement en milieu liquide
C.G.V.S. 3 1la temnlrature e 28°C. L'entretien est assuré nar en-
semencement hebdomadaire de 3ml de milicu 3 1'aide 4'un inoculunm
de 0,5 ml pré&levé au fond 4du tube. Ce milieu nermet l'ohtention
en 8 jours cde 2 x 106 organismes par ml en moyenne. N. jacdini

est trés sensible au changements de lots de sérum de veau. Cer-
tains lots se montrent peu ou non favorables. L'emplei de sérum

de veau foctal présente un avantage marqud. Le sérum humain entrai-
ne une lyse rapide et compléte des organismes.

2.1.3, Conservation.

La snuche de N. jadini ITMAP 400 peut &tre conservée par
stabilisation 3 basse température en présence de diméthylsulfexyde
(concentration finale : 7,5 %), par conpdlation lente (1°C par
minute jusqu'd -70°C, puis 5°C par minute jusqu'd =-100°C) et gar
conservation 3 -196°C dans 1l'azcte liquide. La ddconglation se
fait brusquement nar immersion ‘e 1l'amnoule dans un bain-marie

2.2. Pouvoir nathngéne.

Une fois prélevées, sur les narcis de la niscine, les

-

conerétions sont broyées puis administrées & 2 lots de U souris,
soit par voie intracéréhrale soit rar vnie intranasale.
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2.2.1. Inoculation intracéréhrale,

Parmi les souris inocculées par voie intracéréhrale,
1'une est morte le jocur méme, des suites de l'injection. La deu-
xidme, malade, fut sacrifiée le lendemain. A»rés avoir constaté
la priésence A'amibtes dans le cerveau (examen “irect, culture),
celui-ci fut hroyé et inoculé i quatre souris saines. Cuinze jours
plus tard, trecis de ces souris manifestérent “es troubles mais i1
fut impossible de constater chez elles la nrisence d'amibes. De
méme tous les essals soit de culture scit 4e subtinoculation avec
des brryats de leur enclrhale restérent nfeatifs.

2.2.2. Instillation intranasale.

Par voie intranasale, nous effsctunns cina pnassares
successifs en utilisant des lots de quatre scuris. A chaque passage,
poumeons et cervesux sont broyés et examinés i frais et par cul-
ture.

Au premier .nassage, les poumeons sont hémorragiques et
hépatisés, le cervecau est 1l&gdrement hémorragique. Des amibes nom-
rreuses et peu mohiles sont retrouvées dans les poumons mais pas
dans le cerveau. La culture du hroyat “e poumons est nositive.

Au deuxiéme et troisiéme passages, une souris meurt
spentanément et une autre est cachectique avec dyspnée anrés onze
jours. Les cerveaux sont normaux et indemnes &famikes. Les poumons,
hémorragiques, renferment quelques &léments suspects. Les cultures
d'organes restent négatives.

Au quatriéme passage, une seule souris rréscente des
sipgnes cliniques. Les organes sont normaux. Quelques &léments sus-
pects sont retrouvés dans les poumons. Les cultures restent
négatives.

Au cinquidme passage, les souris restent en observation
pendant soixante-quinze jours sans manifester Ade signes cliniques.
Elles sont alors autopsiées. Les organes sont normazux et indemnes
de parasites.
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Au cours de plus de trois ans Ae culture en milieu axénique ou

sur agar-hactéries tuées, 1l'inoculation intracérébrale, cu 1l'instil-
lation intranasale de N. jadini a ét& effectulc 3 une Aizaine de
reprises. En aucun cas une action nathordne 3 1'égard de la souris

n'a été constatée.

3. Etude comparative cdes kystes de Naerleria et d'Acanthamoeha

en microscopie €lectronique 3 balayare.

Cette étule comparative de la mornholoprie extérieure des
kystes de différentes espéces arpartenant au genre Naegleria et

au genre Acanthamoeba a 8té exécutde sur un grand nombre Ae spéci-

mens (olus d'un millier de kystes examinés). (Jadin J.M., et al.,
1974).

Cette €tucde comparative a permis A'attirer l'attention
sur l'existence de caractdres morphologiques censtants et peu ou
pas visibles en microscopie nhotcnique 3 1'aide du contraste de
phase ou A'un contraste interfirentiel. Ces caractlres dzviennent
appréciables en microscopie é€lectronique i halayage. Néanmoins,

il semble que par certaincs méthodes cyteologicues ces caractlres
peuvent &tre mis en évidence, Au moins chez certaines espéces
(Page, 1974).

Les caractlres mis en &vidence en micrcscopie &lectroni-

gue 3 balayage concernent narticulidrement :

- la surface du kyste;

- son pore et la fréguence Ade sa présence et

- les caractdres morpholcpiques Ades hords Ae ces pores.Il nous
semble que ces caractdres pourraient servir “e critéres taxono-
miques en vue de 1'identification et Ae la séparation des Aiffé-
rentes souches appartenant 4 ces deux penres &tudiés.

Toutes les souches étudiées ont &té cultivées de la méme
manic¢re (chap. 2.2) et récoltées lors Au vieillissement des cultures
lorsque celles-ci ne nrésentaient que des kystes. '
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3.1. Observation

Les obhservations que nous avons nu faire se sont avérées
constantes chez Aifférentes ponulations 4'une scuche d&terminée

maleré le nombre de subcultures.

3.1.1. Genre Naegleria

Au sein 4Au genre Naegleria, certaines distinctions,
observies A 1l'aide Au microscone &lectrnnique 3 bhalayare, peuvent
apporter des renseignements morpholeogiques supplémentaires 3 1la
sCparation et l'identification des Aiffirentes esndces. Les kystes
de toutes les espices Ctudiées ont un aspect snhérique, parfois
légérement ovale. La surface des kystes n'est pas plissfe. Cette
surface est lisse chez la plunart des esnéces, parfois finement

réticulée. Néanmoins chez N. rrut z2ri, la surface de son kyste

est rupgucuse (fir. 93). Des pores ont &té& ohservés chez toutes
les scuches , sauf chez la souche N.a-1 (N. fowleri). Le nomhre

moyen de pores par kyste s'étahlit comme suit : 7,2 pcur
N. pruberi; 2,5 pour Naepleria sp. A; 1,6 nour N. fowleri et
1,2 pour N. jadini.

Les bords des pores anparaissent lisses chez tcutes les
esp€ces de Nacpleria (fip. 91, 92, 94) A 1'exception de N. pruberi

(fig. 93) ol les pores sont entourés A'une viritahle évarination
de la paroi. Schuster (1963), Fulton (1970) et Lastovica (1974)
ont d&jd montrd que chez N. pruheri il existe des nores de sortie

bien dé&finis. L'épaisseur moycnne de la naroi des pores des kystes
est dans toutes les espécees de 1l'ordre de 0,4 micreon, sauf chez
N. gruberi chez qui elle est de 1 micron.

Chez la plunart des kystes 1la nerforaticn des pores
est bien visible; seulement chez de rares kystes on apercgoit
encore le bouchon laissant le pore ferm?. Le »ouchen en materiau
polysaccharidique est gprobablement dissout par l'amibe lors du
dékystement, commz 1l'a montré Schuster (1963).



Kystes de Naermleria en micresceopie €lectronique a balayage.

Fimure 91.

Kyste de 1. jadini mentrant un pore (x 11.000).

Firure 92.

Kyste de N, jadini montrant deux pores (x 8.800).

Fisure 93.

Kystesde N. eruberd montrant jusqu'd six pores dont 1'évagination

de la paroi est bien visible.(x 3.575).

Fipure 94.

Kyste de N. fowleri montrant un porc (x 5.830).
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3.1.2. Genre Acanthamcebha,

Les kystes formés nar les espdces appartenant au genre
Acanthamoeha présentent en génlral un aspect sphléricque. Leur sur-

face est rarsemée de plis.
Les kystes de . culbertsnni et dec A. rhysodes présentent

une surfacc plissée, avec de¢s replis peu profen?s et reu nombreux
(fig. 95). Les plis semhlent nlus nombreux chez A. rhvsodes que

chez A. culbertsoni.Entre ces replis, la surface ces kystes est

lisse. Quelques rares nores ont nu &tre ohservis (fir. 95). I1
est cerendant proha»le que les pores scient cachés par certains
replis et ne soient donec pas visibles. L'observaticn en microsco-
pie photonique des kystes 4'Acanthamneha nermet dans une certaine

mesure de préveir que les pores ne puissent &tre facilement mis

en €vidence par le microscore i balayare. L'envelcpne externe
parait en effet former 1la surface externe de 1l'onercule sans
solution de continuité (fig. 97). De plus, le bourrelet entourant
le pore s'intdrre dans le systéme de plis sunerficiels caractéris-

tiques des kystes de ces fcanthamoeha (Pussard,1966).

Les kystes de A. castellanii et A. nolyrhara présentent

une surface trds plissée avec des replis tr3s profonds (fig. 96).
La surface entre les renlis est lisse. Nous n'avons pas observé
de pores. Morphologiquement nous ne pnuvons pas faire une distinc-

tion entre les kystes de A. nolyphapa et A'A. castellanii.
3,1.3., Synthdse. |

Nos observaticns chez les Aifférantes esndces du genre
Naerleria et “Au genre Acanthamncha sont renrises cdans le tablzau 45,

L'aspect de 1la surface des kystes permet 2 lui seul de
faire une distinction entre les amihes du renre Naerleria d'une
part et du genre Acanthamoneha d'autre nart en se hasant sur 1la

présence ou 1l'absence des plis,




KFystes d'Acanthamceba en microscopie €lectronique 3 balayage.

Fipure 95.

Kystes d'A. culbertseoni montrant des replies superficiels de la
paroi. Un kyste avec la présence d'un pere ouvert (x 4.000).

Figure 96.
Kyste d'A. polyphama avec des replies profonds de la paroi
kystique (x 7.000).
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Kyste d'Acanthamoeba (d'aprés Volkonsky 1931)
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Tableau 45 : Caractéres morphologiques distinctifs de la

surface des kystes de Naegleria

en microscopie électronique 2 balayage.

et A'Acanthamoeba

Souches Présence Aspect de Nombre moyen
de replis la surface de pores

Naegleria

M.fowleri ITMAP 359,360 Aucun lisse 1,6
M.fowleri N.,a.-1 " " lisse (a)
N.jadini " lisse 1,2
N.gruberi " rugueux 7,2
Acanthamoebg

A, castellanii trés nombreux 1lisse (B)

A. polyphaga profonds lisse (B)

A. culbertsoni nombreux lisse <1

A. rhysodes superficiels lisse (B)

(a) Aucun pore observé

(B) Pores probablement cachés entre les plis de la membrane externe.
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Ensuite, l'aspect Ac¢ la surface des kystes “des Naegleria
et le nombre moyen des vores permet de sénarer aisément N, gruheri

des autres esndces du méme penre. Quant 3 la difflrenciation de
celles-ci, les caractdres observés chez le kyste ne nous nermettent
pas d'identifier dA&finitivement ces espdces.

Parmi les quatre esplces du renrs Acanthamceba €tudices,

nous observons deux rroupes dont 1la meornhologpie des kystes ne
permet pas de distincruer les esnéces au sein Adu rroupe.

4, Etude comparative du pouvoir nathogéne de quelques souches de
Naegleria et d'Acanthamoeba.

L'inoculation 3 1'animal est jusqu'd maintereant le seul
recours ddterminant pour constater le caractdre "pathoprdnz™ d'une
souche de Naepleria ou d'Acanthamocha.

-

Parmi les méthodes, autre que 1l'inoculation 3 1l'animal,
nous citons le sérodiagnostic de 1l'esndce, la culture A tempéra-
ture éleviée et 1l'effet cytopathoméne cque ces organismes peuvent
manifester.

Comme sZrndiarnostic, citeons 1l'amelutination (fnferson
et Jamieson, 1972; Sinrh et Das, 1970) et l'immunofluorescence
(Cervia, 1966; Van Dijck et al., 1974; De Jonckheere et al., 1974
et Willaert et al., 1974). Certes, ces méthodes permettent d'iden-
fier N. fowleri mais elles ne permettent nas de constater son

caractére pathogéne. De plus, Eette méthode nécessite des anti-
corps spécifiques, pour assurer un diarnostic nrécis. Or, Jjusqu'id
présent la plupart des chercheurs travaillent avec des antisera
donnant des réactions croisfes, parfois trds importantes entre
différentes espdces.

La différenciaticn par incubation d'une scuche d'amihes
3 cdes températures ¢levées ne nous semhle mas non plus une solu-
tion A&finitive nermettant d'aprrécier le caractlre pathogéne.
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Sriffin (1972), a démontré que N.fowleri se maintient et se

cultive 3 43 °C, tandis que les espéces non-pathogénes ne

disposent pas de cette capacité. Néanmoins Griffin (in 1itt.,1974)

isole une souche de Naegleria se cultivant 3 43°C mais lors de 1l'inocula-
tion 3 1'animal aucune mortalité n'est observée. Nous méme, avons
constaté § plusieurs reprises la croissance de souches d'amibes

d la température de U43°C sans que ces souches présentent un pouvoir
pathcgéne pour la souris.

L'effet cytopathogéne €levé que présente N.fowleri,
lors de son incubation avec des cultures cellulaires, est typique
pour les souches pathogénes (Chang, 1974). Mais n'oublions pas que
certaines souches de Naegleria non-pathogé&he pour la souris, peuvent
présenter cet effet cytopathogéne vis-3-vis des cultures cellulaires
(Schuster et Dunnebache, 1969, 1974).

En conclusion, il est absolument indispensable de recourir
d 1'inoculation d'une souche chez l'animal avant de conclure 3 son
pouvoir pathogéne.

Lors de nos recherches, toutes les souches, isolées cheg
1'homme et dans l'environnement, ont été systématiquement inoculées
d la souris, soit par inoculation intracérébrale, soit par instillation
intranasale ou encore simultanément par les deux voies.

Nous n'avons pas l'intention de mentionner tous les tests
de pathogénicité que nous avons pratiqués depuis quatre ans
avec les souches isoclées chez l'hormme et dans l'environnement.

Nous nous sommes demandés si les souches entretenues en culture
continue, parfois depuis plus de quatre ans, sont capables de présenter
une perte de leur virulence ou une acquisition du pouvoir pathogéne, du .
moins pour certaines esp@ces. Pour ces raisons nous avons testé
un nombre de souches de Naegleria et quelques souches d'Acanthamoeba

€ntretenucs en culture continue dans le laboratcire du Professeur

Jadin. Les résultats de ces investigations sont rapportés dans le
tableau 46.
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La durée de culture continue in vitro , indiquée
dans ce tablcau concerne seulement celle effectuée dans nctre
laboratoire. Il ne ncus était pas possible de tenir compte du temps
de culture de ces souches avant l'acquisition de celles-ci 4 -
notre collection. De plus, nous avons essayé d'obtenir un inoculum
standard pour toutes les souches afin que la comparaison de la
virulence des différentes scuches étudiées puisse Etre valable.
Chaque souche a été inoculée par voie intranasale et par voie
intracérébrale. Nous avons pris scin d'incculer, par voie intracéré-
brale, une suspensicn contenant environ 1.000 amibes en moins que
dans 1'inoculum servant 3 instillation intranasale.
Les souris sont restées sous cbservation pendant un minimum de
deux mois. La présence d'amibes, dans le cerveau ou dans les poumons
des souris, a &té vérifiée 3 frais au microscope en contraste de
Phase et souvent( en particulier pour Acanthamoeba) par mise en culture

des organes.
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Tableau U6 : Virulence de quelques souches de Naegleria et

d'Acanthamoeba entretenues en culture continue.

Souches Durée de cul- Voie d'inoc- Nombre d'a- Mcrtalité Survie
ture continue culation mibes par jours aprés
(en mois) I.N.Intra- souris incculation
nasale
I.C.Intra-
cérébrale
1. Naegleria
N.fowleri PA-90 29 I.N. 5.500 6,6,6,7,7 -
I.C. 4.400 4,4,4,7,7
N.fowleri MW-4U 28 I.N. 6.000 h,5,5,6,6
I.C. 5.000 4,4,4,4,5 -
N.fowleri PA 2 21 I.N. 5.000 6,7,7,9,13 -
I.C. 4,000 hiu,h,4,5 -
N.fowleri HB-1 46 I.N. 5.000 4,5,5,7,8 -
I.C. 4,000 7,8,8,9,12 -
NufOWleri 359 u6 I.N. )4.750 3,3,3,“,5 =
I.C. 3.500 6,657,757 -
N.fowleri C-66 10 I.N, 5.000 9,9,10,10,11 -
e U——
I.C. 4,000 4,4,5,5,16 -
N.fowleri 838 23 I.N. 5.500 10,14 ,14 2/5
I.C. 4,400 4,9,10 2/5
N.fowleri LEE 6 I.N. 5.000 8,8,8,18 1/5
I.C. 4,000 3,3,4,4,8 -
N.fowleri VITEK 46 I.N. 6.000 8,8,9,12 1/5
I.C. 5.000 7,7,7,8,8. -
N. fowleri Morgan 29 I.N. 6.000 7,8,8 2/5
I.C. 5.000 T,7,7,7,14 -
N.fowleri 1230 14 I.N. 6.000 7,8,12 2/5
I.C. 5.000 3,4,6,9,9 -
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Suite tableau 46

N.jadini 400 32 I.N. 12.500 - 5/5
I.C 10.000 - 5/5
N.gruberi 1518 35 I.N. 4.750 - 5/5
I.C. 3.500 - 5/5
N.gruberi EGgq 31 I.N. 5.000 - 5/5
I.C. 4,000 - 575
Naegleria sp 1164 16 I.N. 5.500 - 5/5
I.C. 4.400 - 5/5
Naegleria sp A 2 21 I.N. 5.000 - 5/5
I.C 4,800 - 5/5
Naegleria sp PPMFB 6 21 I.N. 6.000 - 5/5
I.C. 4.000 - 5/5

2. Acanthamoeba

Aiculbertsoni A.1 35 I.N. 5.000 6,6,7,8,11 -
I.C. 4,000 b,u,4,4,4 -

A.castellanii 1930 3 I.N. 4,750 4,5,7 2/5
I.C. 3.500 2 , 4/5

Acanthamoeba sp RUS 22 7 - ILN. 5.250 5,5,8,9,13 -
I.C. 4.300 5,6,7,7,12 -
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Ce tableau nous montre que N.gruberi, espéce non pathogéne
ainsi que les Naegleria sp.A.2, PPMFB-6 et 1164 ne se sont pas
montrées pathogénes pour 1la souris ni par inoculation intracérébrale
ni par voie intranasale. Ces scuches n'ont montrée aucune pathogéni-
cité lors de 1l'isolement ou lors de leur réception dans notre labo-

ratoire. N.jadini, n'a provogué 1la mort d'aucune souris comme nous

l'avons déja mentionné, Néanmoins, lors de son isclement et
de 1l'inoculation, quelques souris ont été trouvées malades et des
amibes ont €té retrouvées dans les organes.

Parmi les souches de Naegleri fowleri isclées chez 1l'homme
nous remarquons que seulement les souches HB-1, 359 et C-66 tuent
toutes les souris, tant par voie intranasale que par voie intracéré-

brale. Il est aussi intéressant de noter que pour les souches HB-1
et 359 1'iftillation intranasale des amibes chez la scuris les tuent
plus rapidement qu'aprds l'incculation intracérébrale. Contrairement,

chez 1a souche C-66 les souris meurent plus rapidement aprés 1l'inocula-

tiocn intracérébrale.

Chez les souris infestées avec les souches Lee,Vitek,Morgan
et 1230, une survie de, une 3 deux sourils est observée aprés inocula=-
tion intranasale. L'inoculation intracérébrale n'a laissé aucune
survie parmi les souris incoulées avec ces souches. La survie chez
les souris instillé€es par voie intranasale peut &tre contribue 3 une
erreur de manipulation (erreur de dosage ou sé&dimentation des amibes
dans 1la seringue) ou bien 3 une diminution de la virulence de ces
souches. Remarquons encore que 1la mortalité observée parmi ces lots
de souris sont dans un d€lai comparable 3 celul observé chez les
souris inoculées avec les souches donnant 100 pourcent de mortalité,
Un plus grand nombre de souris devrait &tre inoculées, et d plusieurg
reprises, pour conclure 3 une diminution de la virulence chez
ces souches.

N.fowleri souche 838 se comporte un peu différcmment des
autres souches humaines. La survie de deux souris sur cinq est
observée, tant chez les souris inoculées par voie intranasale
que chez celles inoculées par voie intracérébrale. De plus, le délai
de mortalité est &levé. Peut &tre que chez cette souche, la virulence
est vraiment affaiblie.
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Chez les souches PA-90, MW-L4U et PAa, isolées dans 1l'envi-
ronnement, aucune survie des souris est observée et les souris
sont mortes dans les délais normales.

Au sein du g=nre Acanthamoeba, A.culbertsoni souche

A-1 reste toujours aussi virulente que lors de sa réception au labora-
toire., Plusieurs auteurs, néanmoins ont confirmé que la souche 4-1
est susceptible de perdre de sa virulence du cours de son entretien
in vitro en culture continue (culbertson,1971; Stevens, communication
personnelle,1974).

A.castellanii souche 1930, nous montre contre toutes prévi-

sions une mortalité partielle chez les lots de souris inoculées.

Par voie intracérébrale une souris meurt 48 heures aprés l'inocula-
tion. Des amibes ont &té mises en évidence aprés culture sur agar-
bactéries. Nous pensons néanmoins que la souris a succomb&e 3 cause

de 1'inoculation. Les amibes n'ont pas été retrouvées aprés observation
d frais au microscope en contraste de phase. Aucune corrélation peut
gtre faite entre 12 mort de 1% souris et la présence d'amibes apreés
culture. Il est évident que nous avons introduit directement dans

le cerveau les amibes et qu'elles peuvent €tre capable de survivre

un certain temps sans néanmoins s'y multiplier. Par voie intranasale,
trois souris sont mortes. En aucune occasion des amibes n'ont &té
retrouvées dans les cerveaux, ni 3 frais, ni apré&s culture, mais des
amibes ont &€té mises en évidence dans les poumons aprés culture.
Plusieurs auteurs ont rapporté récemment le pouvoir pathogéne de

cette espéce, jusque 13 considérée comme &tant non pathogéne.
(Proca-ciobanu et al. 1973;Jadin et al., 1973; Martinez et al., 1975).
D'ailleurs certains cas humains de méningo-encéphalite amibienne primitive

ont été récemment diagncstiqués ccmme &tant provoqué par Acanthemceta sp.

(Jager et Stamm, 1972; Robert et Rorke, 1973 et Sotelo-Avila et al., 1975).
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Acanthamcebha sp. RUS 22 dont nous pensons qu'il s'agit
prebablement d'A.castellanii se montre aussi virulent aprés sept

mois de culture in vitro que lors de son isolement par Jamieson et
de sa réception dans notre laboratoire.

Ces observations faites au sein du genre Acanthamoeba
nous montrent qu'outre A.culbertsoni d'autr=s espéces du genre
Acanthamoeba peuvent présenter une virulence pour la souris, Dans

le genre Naegleria, seulement N.fowleri se montre virulent pour la
souris.
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CHAPITRE 8

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

On prouve tout ce qu'on veut,
et 1a vraie difficulté est de
saveir ce qu'on veut prouver.

Alain
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Ce travail a pu Etre entrepris, grice aux nombreuses souches que
nous avons rassemblées, provenant de nos isolements camme des collections
étrangéres. La mise au point des milieux de culture et 1l'adaptation aux cul-
tures massives et axéniques représentent un travail de base, indispensable
pour atteindre notre but envisagé. Ajoutons que la cryocoriservation des
souches est des plus inportantes pour des études comparatives et €limine la
possibilité de confusion de souches examinfes et permct de conserver les carae-
téres des primocultures. Pour ces raisons nous avons été amené 3 décrire
longuement la mise au point des techniques.

Les caractéres antigéniques accessibles 3 1l'analyse immunoé€lectro-
phorétique sont suscecptibles d'apporter des arpuments complémentaires ou
nouveaux aux critéres traditionnels de la taxonomie (Capron et Afchain, 1370).
I1ls se sont révélés particuliérement sipnificatifs au cours des études con-
sacrées aux Protophytes (Brown et Walne, 1967), aux protozoaires parasites
(Le Ray et al., 1971; Le Ray, 1972; Le Ray, 1974; Dwyer, 1972; Afchain et al.,
1973) aux Champignons (Biguet et al., 1965), aux Mycobactéries (Stanford,
1973), aux Helminthes (Capron et al., 1968, 1972) et aux Vertébrés (Capron et

Afchain, 1970). Ces études ont permis de mettre en &vidence des parentés anti-
A géniques significatives au sein du groupe-famille. Ces parentés vont en s'accen-
tuant de la famille au genre et du senre 3 1l'esp@ce. L'analyse immunoélectro-
phorétique semble donc €tre une méthode de choix pour la comparaison de diver-

scs espéces appartenant 3 un méme genre et dans certains cas de genres différents

appartenant d une méme famille., L'homogénéité morphologique d'espéces d'amibes
appartenant aux genrcs Naegleria et Acanthamoeba nous a conduit 3 prendre en
considération leurs caractéres antigéniques.

I1 est & souligner que les résultats acquis au cours de cette étude
ne concernent que les antipénes accessibles 3 1'analyse immuno€lectrophorétique.
Néarmoins, leur signification taxonomique et phylétique démontrent qu'ils repré-
sentent une partie importante, et hautement significative de la structure
antigénique des espéces que nous avons étudices.
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Npﬁs avons pu mettre en évidence pour chaque espéce étudiée entre
25 et 35 composants immnoélectrophorétiques distincts. La complexité antigé-
nique témoignée par ces Protozoaires libres est comparable 3 celle des Proto-
zoaires parasites Trypanosoma brucei brucei (Le Ray, 1974), des Champignons

(Biguet et al., 1965), des Invertébrés et des Vertébrés (Capron et al., 1968;
Capron et Afchain, 1970). La révélaticn de cette complexité immunostructurelle
requiert une méthodologie ad&quate dont les principes ont été€ Eétablis par
1'Gcole 1lilloise de Bimuet et Capron (Biguet et al., 1965; Capron, 1970)
principes que nous avons précisés et appliqués au matériel prctozoclogique
avec D. Le Ray et D. Afchain.

Le but de notre travail €tait en premier liecu de souligner 1'indépen-
dance taxonomique de 1l'espéce N. fowleri, dont la mise en évidence du caracteére
pathogéne avait complétement bouleversé ncs connaissances actuelles au sujet
des Protozcaires libres.

La structure antigénique de N. fowleri s'av@re &tre une "mosaique"
camplexe mais d'expression stable dont sa spécificité refléte fidélement la
position taxonomique de 1'organisme.

8.1. Antig@nes hétérospécifiques.

Les antigénes hétérospéeifiques généralement rencontrés chez les
Protozoaires concernent essentiellement des antigénes partagés par le milieu
de culture, par des antigénes ubiquistes, dont les plus connus sont les aggluti-
nogeénes de type Forssman, certains déterminants de groupes sanfuins et des
polyosides analogue 3 la substance C; par des antifénes non identifiés mais
retrouvés occasionnellement chez des organismes non apparentés.

Ces antigénes hétérospécifiques rencontrés au cocurs de cette étude
constituent un dixiéme environ de la structure immuno€lectrophorétique des
espéces appartenant au genre Naegleria.

L'existence d'affinités antigéniques entre les parasites et leurs
hites apparalt actuellement &tre un fait d'occurence générale (Capron, 1970).
Néarmoins, chez N. fowlcri nous n'avons pas pu mettre en évidence des antigénes
partagés avec 1'hdte vertébré. Différents hyperimmunsérums anti-N. fowleri ont

© e et e amen
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Sté opposés 3 des extraits antigCniques préparés 3 partir de foie humain, de
cerveau humain et de selles humaines. Aucun résultat positif n'a été observe,
Or, cette espéce, parasite facultatif, n'est pas encore adaptée 3 scn hite
et tue celui-ci en 8 3 14 jours aprés sa pénCtration 3 travers les muqueuses
nasales,

Chez N. fowleri, l'analyse immuno&lectrophorétique révéle la présence
d'au moins cing protéines sériques de veau dans les extraits des formes de
culture. Ces composants hétérospécificiques sont lccalisés dans la zcone des
albunines sériques et des globulines de mobilité intermédiaire. La méme situa-
tion est retrouvée chez T. brucei, formes de culture (Le Ray, 1974) ol au
moins sept protéines sériques de veau ont &t€ localisées. la comparaison
immunoélectropheritique des eaux de lavare et des extraits d'amibes 3 1'aide
d 'hyperimmunsérums anti-milieu de culture démontre que la présence de composants
de type "milieu de culture" dans les extraits d'amibes dépend des conditions
de lavage.

Les antigénes ubiquistes des Protozoaires n'ont guére été Studids.
Ces antig@nes peuvent fausser les r&sultats des comparaiscns irmunotaxonomiques,
en particulier lorsque les organismes considCérés sont peu apparentés et ne
partagent qu'un nombre réduit d'antigénes.

Ia présence d'antigénes de type Forssman a &t€ signalée chez
T. brucei (Houbz et Allison, 1966; Houba et al., 1969) et chez T. cruzi
(Enos et Elton, 1950). Toutefois, ces antigénes membranaires, de méme que les
déterminants des groupes sanguins, ne sont ordinairement pas détectés par
les techniques de précipitation en gel.

Des substances analogues au polyoside C de la capsule de Diplococcus
pneumoniae se rencontrent fréquemment dans les extraits antigéniques de
mycétes et d'helminthes (Biguet et al., 1965; Capron et al., 1965). En présence
d'ions Ca++, ces substances se complexent avee la globuline sérique dite
protéine C-réactive et détermninent une réaction de floculation réversible, non
spécifique ne correspondant pas 3 une réaction antig@ne-anticorps (Tillet et
Francis, 1930; Baldo et Fletcher, 1973). Nous avons pu observer la présence
de substances de type C en particulier chez N. jadini et A. culbertsoni.
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L'intervention de camplexes dis 3 la substance C dans nos résultats immuno-
€lectrophorétigues a C¢té E€cartée en incubant spstématiquement les floculats
en prisence de citrate trisodique.
L'existence de parentés de hasard susceptibles de falsifier les
comparaisons immunoélectrophorétiques a Sté considérée en confrontant
N. fowleri, N. jadini, A. culbertsoni et A. castellanii 2 une série d'organis-

mes étrangers au phylum.

Deux pricautions méthodologiques se sont montrées indispensables
avant de pouvoir attribuer 3 des parentés de hasard les réactions croisées
observées dans ces circonstances. D'une part, ces réactions se sont générale-
ment manifestées par un seul arc de précipitation, localisé 3 hauteur du puits
de dépdt de 1'extrait et le plus souvent partiellement sensible au citrete
trisodique. Ces deux caractéres font mettre en doute 1l'autherticité entigénique
du composant ainsi visualisé qui pourrait €tre apparenté 3 la substance C.

De ce fait, la prolongation pendant 15 heures de l'incubation des précipitats
dans la sclution de citrate trisodique entraine souvent la disparition de la
majorité de ces réactions.

D'autre part, il s'est aviré que le sérum des animaux d'expérience
pouvait renfermer des anticorps précipitants avant 1'immunisation expérimentale.
Ces anticorps sont €laborés 3 la suite d'un contact naturel indépendant de
1'immunisation; ils peuvent entrainer de fausses réactions croisées lors de
la confrentation de 1'immunsérum & un organisme hétérologue. Cette éventualité
impose une saignfe de contrdle avant toute immunisation. La preuve définitive
de la spécificité des rZactions crois€es subsistant malgré ces précautions est
fournie par 1l'absorption de 1'immnsérum 3 l'aide de 1l'orgenisme homologue @
la disparition des réactions croisées qui en résulte démontre la présence
effective chez ce dernier d'antigénes ubiquistes.

Dans ces conditions, 1'analyse de vingt espdces fongiques et de
treize espéces d'helminthes 3 1'aide des hyperimmunsérums anti-Naegleria et
anti-Acanthamceba démontre chez ceux-ci la présence excepticnnelle d'anti-
genes ubiquistes (tableaux 15, 16, 17 et 18). Entre N. fowleri et les trente-

trois organismes considérés, des réactions croisées ne s'observent que dans
cing cas, tous fongiques, et ne s'expriment que par un seul arc souvent
partiellement disscus par le citrate trisodique.



- 196 -

Entre N. jadini et les trente-trois organismes considérés, une réac-
tion croisCe s'observe avec C. albicans, mais par contre trois réactions croi-

sées sont observées avec @os helminthes. Entre Acanthamoeba et ces organismes,

les réactions croisfes ne s'observent que dans deux cas, fongiques, et ne
s'expriment que par un seul arc.
Des résultats analogues ont &té cbservis chez T.(T.) brucei od sur

quarante~deux orranismes considérés, cing dorment des réactions croisCes, tous

d'origine fongique, et ne s'exprimant que par un seul arc (Le Ray, 1974).

8.2. Antirdnes amibiens.

Nous entendens par antigenes amibiens, les antigénes qu'un organisme
poss@de en prepre ou qu'il partage avec d'autres organismes apparcntés.

Nos résultats €tablissent que les antizénes amibiens constituent les
neuf dixiémes de la mosaique antigfnique de N. fowleri visualisé par 1'immuno-
€lectrophorése. Ces antipgénes paraissent €tre d'expression constante au cours
de la différenciation cellulaire. Ils montrent une spécificité large et tradui-
sent au niveau moléculaire les affinités taxonomiques et phylétiques de 1l'orga-
nisme.

La structure antigénique de N. fowleri, ainsi que d'autres espéces
appartenant aux genres Naegleria et Acanthamoeba s'est avérée qualitativement

stable en culture in vitro. Elle ne se modifie pas au cours d'un entretien
prolongé. La stabilits antigénique initialement &tablie par Seed (196L), chez
T. brucei est confirmée par Le Ray (1969) au niveau des antigénes scmatiques.
la stabilité antigénique en culture apparait &tre un caractére généralldes
Trypanosamatidae (Afchain et al., 1974; Le Ray, 1974) tout comme chez les
Amoebida (Willaert, 1975). Une conclusion similaire a &ét& rapportée par Bray
et Lainson (1966) 3 propos du genre Leishmania. I1 n'en est pas de méme chez
les Trichamonadida; le maintien en culture stimule la synthdse de plusieurs
systémes antigéniques chez Trichomonas (Goldman et Honigberg, 1968; Stepzowski
et Honigberg, 1972) et chez Histomonas (Dwyer, 1971 ; Dwyer et Honigberg, 1972).
De plus, cette constance antizénique exprimée par N. fowleri a été

confirmfe par des antig@nes obtenus 3 partir de la méme souche cultivée in vitro

3 différentes températures. Cette observation apporte un caractére supplémen-
taire au sujet de la stabilité antigénique des Protozoaires en culture in vitro.
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8.2.1. Taxonomie.

L'application de 1l'analyse immuno&lectrophorétique 3 la systématique
des Protistes est encore tr@s limitBe. Cette constatation est plutdt surprenante
eu érard aux possibilités parfois limitées de la caractérisation morphologique
qui rend difficile 1'identification des organismes dans certaines branches du
phylum.

L'étude comparative d'organismes au niveau moléculaire, par des
techniques de précipitation en gel et tout particuliérement 1'immuncé&lectro-
phorése a fourni au cours de ces derniéres années une quantité appréciable
d'informations nouvelles dans le domaine de la systématique botanique et zoo-
logique (Boyden, 1964; Hawkes, 1968; Backhaus, 1967). L'analyse des caractéres
immunochimiques a permis non seulement de caractériser les catégories taxoncmi-
ques mais également de dépager leurs relations phylétiques.

Les gerres Naegleria et Acanthamoeba rassemblent des organismes d'une

remarquable similitude morpholegique posant un probléme taxonomique difficile
3 résoudre par les seuls caractéres morpholosiques.

Nous envisapgeons les parentés antigéniques de N, fowleri de fagon
hiérarchisée d'abord au sein du genre, puis au niveau de la famille et ensuite
au niveau des différentes catégories de la famille et dans le cadre du phylum.

-

L'étude des parentés antigéniques d'A. culbertsoni et d'A. castellanii ont été

envisagée d'une fagcn moins approfondie.

8.2.1.1. Groupe-espéce.

La définition &e 1l'espdce est particuliSrement difficile & poser chez
les Protozcaires. La difficult® 3 dispeser de caract@res morphologiques distinc-
tifs a conduit parfois 3 mettre en deute la réalité de l'existence de 1l'espéce
dans le phylum en raison de problémes méthodologiques. Sokal (1973) envisage le
probléme actuel de 1l'espéce comme un probllme de définition et de genése. Le
probléme de la spéciation est que divers chercheurs ont des conceptions diffé-
rentes au sujet de la définition de la catégorie d'espéce, d'une part pour des
raisons historiques et idéclogiques, d'autre part parce qu'ils travaillent
avec un matériel différent. Du point de vue strictement scientifique la
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définition de 1l'espéce est d'une importance capitale. L'espéce constitue
1'unité fondamentale de la nomenclature linnfenne, dont 1l'application déter-
mine la compréhension des relations entre les Stres vivants. Les critéres
taxoncmiques classiques souvent en défaillance devraient inciter un plus grand
nambre de chercheurs 3 s'adresser 8 des caractéres nouvesux, d condition que
ceux-ci soient intrinséqueset objectifs. Les techniques d'analyse moléculaire,
par leur appréhensicn directe de l'expression génétique, se prétent particu-
lidrement bien 3 ce but. Crick (1958) a sugmfré qu'une taxoncmie des protéines
serait 1'expression la plus fidéle possible du phénotype.

Notre but a été d'évaluer 3 1'aide de 1'analyse immuno&lectrophoré-
tique 1'importancc des parentés et des spécificités antipéniques des amibes
libres dans leurs diverses catégories taxoncmiques. Le probléme de systémati-
que le plus urgent est d'éliminer la confusion actuelle due au double emplci
de plusieurs noms gén€riques et spécifiques.

Etant donné la stabilité antigénique en culture in vitro des amibes
libres des genres Naegleria et Acanthamoeba, ces formes nous ont permis de

prendre en considération 1'analyse taxonomique du groupe espece.

Au niveau infraspécifique, ncos résultats €tablissent la constance
imminoélectrophorétique qualitative des formes de culture de N. fowleri et
d'A. castellanii.

L'analyse immunoélectrophorétique comparative de sept souches de
N. fowleri d'origine humaine et d'une distributicn géosraphique différente
démontre 1l'isologie compléte de leur structure. La mosaique antirsénique n'est
donc pas affectle qualitativement par 1'origine gogrephique, ni par les moda-
1ités de leur entretien en labcratoire.

De plus, cctte analyse nous a &ralement permis de démontrer 1'isologie
cempléte de souches isolées 3 partir de 1l'eau et de la boue d'érout avec celles
isol€es chez 1'homme. Ceci constitue un exemple frappant de la constance anti-
génique de l'esptce. La comparaison de populatiornsisolées 3 1'état parasitaire
et 3 1'é€tat libre en Océanie, en mérique, en Asie et en Eurcpe démontre leur
identité immuno€lectrophorétique. Leur homogénéitd génétique est particulisre-

ment significative si 1l'cn censidére la diversité des biotopes ou évoluaient
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les organismes étudiés; 1'isolement séoprarhique qui les s&pare et particulidre-
ment l'absence de pression stlective exercée imrunclosiquement par 1'héte sur
les parasites oblipés (Capron et al., 1968).

L'isologie compleéte de ces scuches nous a permis d'é€liminer une
premiére confusion de eynonymie. En effet, parmi ces souches d'origine humaine,
1'une d'elles, la scuche HB-1 isoléc par Butt (1366) aux Ftats-Unis, a &t€ décrite
et définie par Singh et Das (1970) comme représentant 1'espdce N. aercbia et
ensuite par Chang (1972) comme €tant N. invades. Cependant, deux mois avant la
prise de position de Singh, Carter (1970) définit 1l'esp@ce N. fowleri comme
étant l'agent &tiologique de la méningo-encéphalite amibienne primitive en
Australie du Sud. Les caractdres morphclogiques et biologiques connus de
N. fewleri, N. aerobia et N. invades cont camparables.

Ces observations supportées par nos résultats et en tenant compte du
Code International de la Nomenclature Zoologique (1964), confirment la priorité
de N. fowleri (Carter, 1970) dent N. aerobia et N. invades sont des synonymes
Juniors non valides.

De plus, les souches que nous venons d'étudier sont agglutinées au
méme titre que les souches australienne par un antisérum anti-N. fowleri
d'oripine australienne, prcalablement &puis@ par N. gruberi; cette méthode
€taplit &galement leur identité (Anderson et al., 1972, 1973).

L'étude immunoé€lectrophorétique comparative de N. fewleri avec la
souche, IMVS PAa, isolée 3 partir du sol en Australie, ne nous a ras permis de
constater une isologie compléte avee les souches isolées chez 1'hamme et dans
1'environnement. Néarmoins, cette souche posséde les mémes caractéres morpholc-
giques, biclogiques et sérolomiques que N. fowleri d'oririne humaine. Cette
souche se distingue des autres par un composant irmuno€lectrophorétique ou par
une partie de ce compesant immunoé€lectrophorétique. Elle semble avoir en moins,
un composant présent chez N. fowleri. Néarmoins, un hyperimmunsérum anti-IMVS-
PAa absorbé par un extrait de N. fowleri d'orizine humaine montre une isologie
campléte. Cette souche appartient-elle 3 1l'espdce N. fowleri, est-elle un variant
de 1'espéce N. fowleri ou est-elle un orpanisme intermédiaire ne se distinguant
qQue par un seul arc de précipitation d'observation censtante ? Nous pensons qu'il
est encore prématuré de prendre une position définitive & cet &rard. Ce résultat
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devrait &tre confirmé par l'analyse immunoélectrophorétique d'une autre souche
d'un comportement analcgue ainsi que par d'autres &tudes approfondies (&tudes
enzymatiques, dosage de 1'ADN, etc).

A prcpos de la constance antigénique d= 1l'espéce une situation ana-
lopue est également rencontrée au sein du genre Acanthamoeba. L'espére

A. castzllanii, la plus connue et la plus répandue des amibes libres confirme

nos observations acquises chez N. fowleri.
L'analyse immuno&lectrophorétique comparative de quatre souches
(Acanthamoeba sp. Neff, A, castellanii souche Hutner, 4. castellanii souche 1930

et A, terricola)partageant une morphologie identique nous a permis de constater

une isologie campléte de leur mosaique immuno€lectrophorétique. Il s'ensuit
que Acanthamoeba sp. Neff, et A. terricola deviennent synonymes d'A. castellanii,

Du point de vue morphologique, Page (1967) suggére également
qu'Acanthamoeba sp. Neff est une souche de A. castellanii et conclut de la

description d+ A. terricola (Pussard, 1964) que celle-ci ressemble Egalement &

A. castellanii (Page, in litt., 1974). D'ailleurs Pussard (communication

personnelle) considére que ces deux souches sont trés semblables, sinon identi-
ques.

Les travaux d'Adam et Blewett (1973, 1974) démontrent €galerent une
homogénéité parmi plusieurs scuches d'A. castellanii. Parmi sept souches

&tudiées ils observent une constance dans la propertion de 1'ADN nucléaire
(61 % G, C) et 1'ADN mitochondriale (34 % G, C). De plus, ils obtimnnent un
haut pourcentage d'hybridation de 1'ADN (95 & 100 % A'ADN accouplé) chez ces
souches supposées &tre A. castellanii.

Le Ray (Le Ray et al., 1971; Le Ray, 1974) en &tudiant les
Trypancscmatidae, campare trois scuches de T.b. brucel isoles en Afrique &

partir d'hdtes vertcbrés distincts. L'analyse immunoélectrophcrétique qualita-
tive des formes de culture de ces scuches démontre l'isologie compléte de

leur structure. Chez T. cruzi, 1l'existence de différences antigéniques entre
souches en culture a &t& dicrite (Nussenzweig et al., 1963; Nussenzweig et
Goble, 1966; Gonzalez Cappa et Kagan, 1969). Néarmoins, Afchain (Afchain et al.,
1974) vient de mettre en &évidence dans des conditions techniques normalisées,
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1'isologie compléte de trois souches de T. cruzi d'origine glographique et
parasitaire distincte.

En conclusion, les résultats actuellement acquis 3 propos des
Amibes et des Flagellds (le Rey, 1974; Afchain et al.,1974) permettent

de constater une constance de la structure immunoélectrophorétique exprimée
par des organismes d'une méme esp@ce évoluant dans des conditions écologiques
variées.,

Chez un organisme se différenciant d'un autre organismepar un
seul composant immuno&lectropherétique, il est 3 prendre en considération
la valeur taxonomique de 1'analyse immuncélectrophcrétiquepour distinguer
des formes infraspécifiques d'unc espéce. L'analyse immunoélectrophorétique
bidimentionnelle est peut €tre capable de nous apporter des renseignements
supplémentaires dans des situations analogues.Nous pensons qu'il faut
€tre prudent quant 3 1'interprétation de cette observation en prenant en
considération la resscmblance morphologique et biologique de ces deux
organismes,

8.2.1.2. Groupe-genre

Le genre Naegleria, connu jusqu'd ces derniéres années par la
seule espéce N.pruberi, rassemble des organismes morphologiquement similaires
dent les caractéres biclegiques dénotent cependant une plus grande hétéro-
généité (Carter,1972; Griffin, 1972; Willaert et Le Ray, 1973 et Chang,1974).

L'analyse immuno€lectrophorétique du genre Naegleria met en
évidence de profondes divergeﬁces antigéniques sous-jacentes au ccnservatisme
des caractéres morphologiques.

L'analyse immmnoglectrophorétique nous a permis d'établir indiscu-
tablement 1'indépendance génétique de N. fowleri, de N. jadini et de

N. gruberi au sein du genre Naegleria. Ces différences ne paraissent pas attri-
buatles 3 une variabilité infraspécifiquzdomme nous venons de le voir
(8.2.1.1.) et peuvent &tre considérées comme 1'expression de profondes
différences génétiques.
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N.jadini, espéce nouvelle (Willaert et Ie Ray, 1973) se distingue
de N.gruberi camme de N.fowleri par les deux-tiers de ses composants antigé-
niques. Cette différence accus€e entre espCces voisines de Protozcaires libres
témoieme d'un potentiel €volutif marqué de la part du groupe. Cette
diversification est d'autant plus frappante que les espéces de Nacgleria sont
morphologiquement trés semblables entre elles.

N.jadini posséde en propre que le quart de ses compesants antigé-
niques révélés. Les autres composants sont engagés dans les parentés
1'unissant soit & N.gruberi, scit 3 N.fowleri. De plus, N.jadini occupe une
place intermédiaire sur 1l'axe évolutif reliant N.gruberi 3 N.fowleri.

Le genre Noegleria renferme d'autres espéces distinctes. L'analyse
immuno€lectrophorétique met en &vidence chez les souches "A™ et " PPMFB"
une différence antigénique concernant le tiers des composants immuno&lectropho-
rétiques de N.fowleri, et la moiti& environ des composants de N. gruberi
et de N.jadini. Par contre, les parentés entre Naegleria sp. A et Naegleria sp.
PPMFB concerment la presque totalité de leur mosaique antigénique. Mais
une distinction a €t& mise en évidence 3 1'aide d'un hyperirmunsérum de
chaque espéce. Ces deux organismes appartenant au genre Naepleria peuvent
€tre considbrés comme esplces nouvelles du point de vue immunochimique.

I1 serait néarmcins préférable de confirmer ces ccnstatations 3 1'aide
de plusieurs hyperimmunsérums, ainsi que par des caractéres morphclogiques
et biclogiques.

Au sein du genre Naegleria, nous distinguons au moins cing espeéces
dont les parentés ainsi que leurs spécificités antig@niques sont importantes
mise 3 part celles partarles par les souches "A" et "PPMIB". Ces nouvelles
espéces semblent €tre intermédiaires entre N.fowleri et N.gruberi. Néanmoins,

les trois espéces actuellement reconnues au sein du genre se distinpuent par
les deux tiers de leurs carmposants immuno&lectrophorétiques. Leur divergence
antigénique importante traduit une dérive génétique insoupgonnable suivant
les caractéres conventionnels. Il apparait donc que les esp@ces d'un méme
genre se caractérisent par des spécificités immuno€lectrcphorétiques con-
stantes et parfois importantes, méme lorsque ces espéces sont morphologi-
Quement homogénes.
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Au sein de la famille des Vahlkampfiidae, los parentés antizéniques
observées, partagCes par les espéces du genre Naegleria, avec Tetramitus

rostratus et Vahlkampfia avara sont du méme ordre. Ces parentés sont déja ﬁ

trés réduites quand on considére les parentCs cbservées au sein de la
famille des Trypancscmotidae (L2 Ray, 1974). NCarmcins, vu la trés grande
divergence antigénique observée au sein du genre Naeglceria, ces parentés
entre genres Aifflrents d'une méme famille ne sont pas négligeables.

Au niveau des compesants antigéniques accessibles 3 1'analyse
immnoélectrophorétique une disparité antipénique impertante, presque
totale s'observe entre les diff¢rentes esplces du genre Naegleria
Etudies et les genres Tetramitus et Vahlkampfia.

M.rruberi, 1l'espéce la plus anciennement conrue de ce genre

partage le plus grand nombre de composants immunoélectrophorétiques aussi

bien avec 1'amoebo-flagellate T.rostratus qu'avec l'espece V.avara,laquelle

ne semble pas présenter un stade flagellé au cours de son évolution. Néanmoins,
1l'absence d'un stade flagellé chez Vahlkampfia ne semble pas conétituer un
fait acquis. Page (in litt.,1974) soupgonne, que sous certaines conditions, ;
il serait pcssible d'induire la phase flagellée chez certaines espéces
appartenant au genre Vahlkampfia.D'ailleurs, Singh (1952) en créant 1l'espece
Didascalus thorntoni constate qu'elle ressemtle fert 3 V.soli (Martin et

Lewin, 1914). Leur division nucléaire est identique (absence de corps inter-
zonaux) et un stade flagellé tempcraire est difficile 3 mettre en évidence,
conme nous avons pu le constater.Seule la mise en &vidence de ce stade
flagell€ a incité Singh (1952) a créer le penre Didascalus et y inclure
N.fowleri (Singh, 1974) en se basant sur l'observation de Carter (1968),

d savoir la présence d'une manidre inconstante des corps interzonaux

durant la mitose de N.fowleri. Pourtant Singh et Das (1970) mettent en
€vidence d'une maniére censtante la présence de corps interzonaux durant

la mitose de N. aerobia (N. fowleri).

Le dearé d'isologie antigénique exprimé par Naegleria au niveau
de la famille des Vahlkampfiidae est en accord avee la diversification anti-
génique obscervée au sein du genre Naepleria. Ce degré d'isologie semble étre

en accord avec la classification de Page (1967).
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L'¢tude que nous avons commencé au sein du serre Acanthamoeba

nous apprend qu'il existe diverses espéces antiginiquement bien déterminées
qui différent 1l'une de l'autre. Mais il ncus semble encore prématuré d'envisa-
ger des conclusions définitives au sujet de ce genre. En effet, ce genre
renferme un nombre d'espdees décrites plus importantes que celui étudié dans
ce travail. Néanmoins, les cbservations que nous avons faites apportent des
confirmations ou des faitg nouveaux au sujet de ce genre.

Parmi les espdces &tudides 3 1'aide de 1'analyse immunoélectrophoréti-
que une divergence antigénique nette s'observe entre A.culbertsoni,

A.castellanii, A.palestinensis et A. astronyxis.

D'autre part, il semble se constitucr un groupe de plusieurs
espéces, antigfniquement trés apparentées mails nCarmoins distinctes.
Ce groupe fait d'ailleurs 1l'objet d'une discussion base sur les critéres
morphologiques & propos de leur séparation. Ce groupe est constitué par
A, castellanii, A.polyphara et A.rhysodes; morpholoziquement trés homogéne,

les especes sont difficilement identifiables par les seuls caractéres
morphologiques. Néanmoins elles se diff€rencient par trcis 3 quatre composants
immuno€lectrophorétiques. Ces différences ne paraissent &tre attribuables

d une variabilité antipénique infraspécifique. Nous avons d&jd démontré
1'identité irmunostructurelle de quatre scuches appartenant 3 1l'espéce
A.castellanii.

Les parentés antigéniques partagfes par A.castellanii, A.pclyphaga

et A.rhysodes scnt tres importantes et concernent plus des quatre e’rcouiémes
de la structure antigénique tctale d'A.castellanii. Ces observations restent

encore 3 confirmer & 1l'aide d'hyperimmunsérums anti-A.polyphoga et anti-
A.rhysodes.

A ce sujet, il convient de rappeler les travaux de Adam (1964,1G73),
qui 3 1'aide d'un test d'immobilisation et par 1'hybridation de DNA
constate 1'identité de A.castellanii avec A.rhysodes et Acanthamocba sp. Neff
et une différence avec A.polyphaga. Page (1967, in litt.,1974) défend
€ralement cette positicn du point de vue morphologique et ajoute que la
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différenciation d'espéces au sein du renre Acanthamceba est extrémement

difficile. Il constate méme que certaines souches 4'A.polyphaga, montrant
une morpholeric assez variable, sont plus semblables 3 A.castellenii.
Pussard (1964) de son cdté d€erivit A.terricola, nouvelle espéce

dont nous venons de démontrer 1'identité avec A.castellanii. Il existe donc

au sein du genre Acanthamosba des espdces bien distinctes d'une part et

d'autre part des grcupes dent les espéces sont étroitement lices.
Parmi ces espdces bien distinctes, il se trouve A.palestinensis,

déerit originalement comme &tant Mayorella palestinensis (Reich, 1933).

Cette ncmenclature, toujours employée (Lassman, 1963,1973 et Lassman et
Reich, 1965) devrait étre &liminde dans la taxoncmie rmoderne puisque les
caractéres morphologiques et immnostructurels ont apportés des preuves
indiscutables de l'appartenance de cette espdce au genre Acanthamoeha.

Page (in 1itt.,1974) inclut dans un méme groupe A.culbertsoni et

A.palestinensis en se basant sur leurs caractéres morphologiques. Néarmoins,

leurs caractéres immunoglectrophcriétiques plaident pour une indéperdance
absolue de ces deux espéces. A.culbertsoni se différencie par les deux

cinquigmes de sa structure antigénique @' A.palestinensis.Ainsi, nous ne

voyons aucune raison d'inclure ces deux esplces dans un groupe, comme nous
1l'avons fait pour A.castellanii - A.polynhaga - A.rhysodes, lesquelles

montrent une structure immnoélectrophorétique particuli@rement proche, mais
néanmoins distincte.
A.castellanii et Alculbertsoni se distinguent d'A.astronyxis par un

peu moins que la moitié de leurs structures immunoc&lectrophorétiques. Cette
espéce se différencie facilement, par ses caract@res morphologiques, des

autres espéces &tudifes. A.cBmandoni (Pussard,196l) ressemble trés fort a

cette espéce et en est probablement un syncnyme ou fait partie d'un groupe
A.astronyxis - A.commandeni (Pussard,1972) selcn leurs caractéres morphologiques
semblables. Page (in litt.,1974) est &calement de cet avis. Malheureusement,

nous n'avons pas encore pu €tudier du point de vue antigénique les structures
de ces deux espdces pour des raisons techniques de culture.
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Au niveau des camposants antigéniques accessiblesd 1'analyse
immuno&lectrophorétique une disparité antigénique importante, et méme totale

s'observe entre les genres Acanthamoeba et Hartmannella. Ces deux genres

appartiennent & la méme famille, celle des Hartmannellidae dont le genre
Hartmannella est le genre~type. Ces deux genres distincts, 3 notre avis,

sont mis en synonymie par Singh (1952) et Singh et Das (1970) 3 cause de
1'identité de leurs caractéres mitotiques. DEj3 un nombre importants de
caractéres morphologiques plaident en faveur de la séparation de ces deux
genres. Nos observations soutiennent cette séparation et semblent méme
soulever la question de 1l'appartenance de ces deux genres 3 la méme
famille, Selon nos résultats, le degré d'isologie antigénique exprimé€ par
Acanthamoeba au niveau de la famille des Hartmannellidae ne correspond

absolument pas avec sa situation taxonomique actuelle. En effet, les
parentés antigéniques observées en ce qui concerne le genre Acanthamoeba et

certains genres appartenant 3 une autre famille sont plus importantes que les
parentés observées entre Acanthamoeba et Hartmannella. Néarmoins il est encore

prématuré de considérer éventuellement 3 dégager le genre Acanthamoeba de

la famille des Hartmamnellidae comme 1'a suggéré Adam (1964). En accord avec
Page (1967) nous pensons que des informations complémentaires sont souhaitables
avant d'envisager cette éventualité. Une reconsidération de la classification
doit reposer sur des caractéres valides.

En conclusion, l'analyse immno&lectrophorétique appliquée au
groupe-genre s'aveére particuliérement informatrice. Des informations
acquises pas nos travaux <t ccmparées aux résultats des enqultes menées chez
les Vertébrés et chez les Helminthes(Capron éﬁ_él-s 1968; Capron et Afchain,
1970; Capron et al.,1972) il s'ensuit que 1'analyse immunoé€lectrophorétique
se présente comme une méthode de choix pour la camparaiscn d'espéces d'amibes
appartenant 3 un méme genre, parfois 3 une mdme famille,

Les Naegleria et Acanthamoeba constituent des genres dont les

espéces sont remarquablement homogéne du point de vue morphologique. Cette
homogénéité et la diversité ainsi témoignées ne permettent pas d'envisager
favorablement une analyse objective de la phylogenése des genres Naegleria
et Acanthamoeba au sein de leurs familles respectives.
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8.2.1.3. Parentés suprafamiliales.

L'apparentcment antigénique au niveau de 1l'ordre des Amoebida
a été évalué par confrontation des genres Naczleria et Acanthamoeba aux
familles des Vahlkampfiidae, Hartmannellidae et Entamoebidae. FEnsuite ces
deux genres ont &té confrentés au niveau de la classe des Flagellés & la

famille des Trypancsomatidae et 3 deux Phytoflarellés appartenant 3 des
ordres distinets, l'euglénien Furlena et la Chrysomcnadine Monas . En
dernier lieu, nous avons confronté Naepleria et Acanthamoeba avec un

représentant de la classe des Ciliata : Tetrahymena pyriformis.

1. Parentés suprafamiliales du genre Naegleria.

Les parentés unissant le genre Naegleria 3@ la famille des
Hartmannellidae, représentée par Acanthamceba et Hartmannella, sont

réduites. Les relations antigéniques entre Naegleria et Acanthamoeba

sont les plus importantes rencontries au niveau suprafamiliales. Elles
concernent un 3 trois composants immuno€lectrophorétiques partagés en
particulier entre les esptces du genre Naegleria et A.castellanii et

A.culbertsoni. Leur présence parait sipnificative bien qu'ils ne déterminent

pas réguliérement 1l'€labcration d'anticorps précipitants de toutes les
souches au cours de 1l'hyperimmunisation. Les antisénes en question n'ont pas
le caractére floculant des polysaccharides ubiquistes du type de la
substance C. Ceci rend peu vraisemblable 1l'attribution 3 des parentés de
hasard et suseére leur valeur phylétique.

Les relations antigéniques entre Naegleria et Hartmannella sont

nérligéables; scul un composant immno&lectrophorétique est mis en évidence
entre N.fowleri et H.vermiformis. Les autres réactions croisées, avec d'autres

espeéces du genre Naepleria étant nulles.,

L'apparentement antigénique des Naegleria 3 E.histolytica, seul
représentant de la famille des Entamoebidae que nous avens &tudié, se traduit
par la présence d'un seul corposant immuno€lectrophorétique entre N.jadini,

N.fowleri et E.histolytica. Ces réactions croisées mises en évidence par les

hyperirmunsérums anti-Nacgleria ne se sont pas montres reproductibles a
1'aide d'un hyperimmunsérum anti-E.histolytica.
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En conclusicn, les relations antigéniques entre Naegleria et
Entamoeba ne sont pas trés significatives mais ne peuvent &tre attribuées
camplétement & des parent&s de hasard, en prenant en considration la tres
grande divergence antigénique existant déja3 entre différentes espices
appartenant 3 un méme genre. De ce fait, leur présence peut &tre pris en
considération et suggére alors une valeur phylétique.

Au niveau taxonmmique supériecur, l'analyse immuno&lectrophorétique
ne met pas en évidence de parentés entre les Trypanosomidae et Naegleria,
comparés 3 l'aide de leurs hyperimmunsérums respectifs : N.fowleri en
particulier ne partage pas de camposants immunoélectrophorétiques avec
T.brucel brucei , T.brucei gambierse , T.cruzi et L.donovani. Un hyperimmun-

sérum anti-T.cruzi a permis de mettre en &vicence un composant antigénique
vis-3-vis de N.fowleri. Néarmoins, cette constatation ne s'est pas montrée
reproductible 3 1l'aide d'autres hyperimmunsérums anti-T.cruzi. Cette
parenté peut étre attribué 3 une parenté de hasard.

L'analyse immunoélectrophorétique d'un extrait d'Euglena gracilis

(forme chlorophylienne) par les hyperimmunsérums anti-N.fowleri et anti-
N.jadini n'a pas permis de révéler une parenté antigénique.

L'examen d'un organisme aplastidié, Monas sp. 3 l'aide d'un
hyperimmnsérum anti-N.fowleri met en évidence la présence d'un composant
antigénique.

A un niveau taxonomique supérieur 3 la classe, l'analyse iqmuno-
&lectrophorétique ne met pas en &vidence de parentés entre les amoebo-
flagellates Naegleria et le cilié Tetrahymena pyriformis.

2. Parentés suprafamiliales du genre Acanthamoeba.

Les parent@s unissant le genre Acanthamoeba 3 Naegleria sont trés

réduites et concerment en moyerne moins d'un composant antigénique. Ces
parentés concernent un 3 deux composants antigéniques spécifiquement partagés
Fer quelques espéces, mais irréguliérement reconnus par les lapins.



_209-

Les parent@s artigéniques entre le genre Acanthamoeba et Tetramitus
sont inexistantes. Dans la méme famille que Tetramitus, le genre Vahlkampfia
se montre plus apparenté 3 Acanthamoeba, par un 3 deux composants immuno-
&lectrophorétiques. Ces parentés réviélées se montrent plus importantes
que celles observées entre Acanthamceba et Hartmannella, appartenant & une

méme famille. Cette observation est un argument en faveur au sujet de
1l'appartenance du genre Acanthamoeba 3 la famille des Hartmannellidae.

Aucune parenté entre Acanthamoeba et Entamoeba n'a &té observée &
1'aide des hyperimmnsérums anti-Acanthamoeba. A 1'aide d'un hyperimmunsérum
anti-E.histolytica une parenté se traduisant par un compcsant immunoélectro-
phorétique entre E.histolytica et A.astronyxis est mis en évidence.

Au niveau taxonomique supérieur, l'analyse immunoé€lectrophorétique
ne met pas en évidence de parentés entre les Trypanosomidae et Acanthamoeba,

comparés 3 1l'aide de leurs hyperimmunsérums respectifs. Les Acanthamoeba
ne partagent pas de composants immuncélectrophorétiques avec T.brucei brucei

T.brucei gambiense, T.cruzi et L.donovani.
L'analyse immunoélectrophorétique d'un extrait d'Euglena gracilis

par les hyperimmnsérums anti-A.castellanii et anti-A.culbertsoni n'a pas

permis de révéler un apparentement immunoélectrophorétique.
Ies relations antigéniques entre Acanthamoeba et Monas sp. sont

relativement importantes et concernent un 3 deux composants immnoélectro-
rherétiques. Néarmecins, ces relations sont difficiles 3 expliquer.

Au niveau taxonomique supérieur 3 la classe, 1l'analyse immuno-
&lectrophorétique ne permet pas de mettre en évidence une parenté antigénique

entre Acanthamoeha et le cilié Tetrahymena pyriformis.

I1 convient ici de rappeler les travaux de Sen, Mukerjee et Ray
(1961) qui, les premiers, 4 1l'aide d'un antisérum anti-E.histolytica

objectivant trois arcs de précipitation en immunodiffusion en réaction
homolopue, n'observent pas de réaction croisée avec N.gruberi, S.russelli et
E.moshkovski. De plus, Siddiqui et Balamuth (1966) et Balamuth et Kawamaki
(1967) constatent qu'aucune parenté antigénique n'existe entre les amibes
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parasites (E.histolytica, E.invadens et E. moshkovski), les amibes libres
(Naegleria et Tetramitus) et les Hartmannella.

T1 existe dene un apparentement antigénique apparemment plus :
important entre genres appartenant 3 différentes familles au sein de 1l'odre
dec Amoebida qu'entre les genres Naegleria et Acanthamoeba et les Flagellés

et Ciliés. L'interprZ’ation de ces observations doit &tre abordé néarmoins avec

prudence. Sous réserve d'une investigation plus large, ces parentés nous

pacaissent tcutefois significatives. Dfune part, elles démontrent 1l'exis-

tance chez les Amcebida, d'un apparentement antigénique accessible a

1ltanalyse imunoélectrophorétique au niveau de l'ordre. D'autre part,

elles mettent en évidence, au niveau taxonomique supérieur, une disparité

génfralcment presque totale entre les Amoebida, les Flagellés et les Ciliés.
L'indépendance antigénique des Amoebida vis-3-vis des Flagellés,

-

cn parciculier avee les Trypanosomatidae est intéressante 3 considérer.
Le gence Nuzegleria rassemble des organismes passant par un stade flagellé
an cours de Zeur cycle. Certains 1l'ins@rent dans un ordre de position
taxenomique eocrevers@e, les Rhizomastigida Doflein, placé "for conv enience"
panni les flazeilés (Comnittee on Taxonemy, 1964). L'ind@pendance antigénique
de Naealeria et des Trypanosomatidae d'une part, l'apparentement des
Iliareilds jucor'an rang de la classe d'autre part (Le Ray, 1974), ne
Justifient pas le rapprocliement de ces amoeboflagellates : Naegleria et
Tebronitus avec les lagellés. Liexistence de parentés immunoélectrophoré-
tijues entre Nacgleria, Tetramitus et Vahlkampfia, passantou nen par un
ctude Tlagelil et plusieurs familles de Sarcodina : Hartmannellidae,
E.tamocbidee dfmontre 1'appartenance du genre Naegleria 3 1'ordre des
Aoebida.

Dans le phylum des Protozoaires, les parentés antigéniques des
Anochida avec les taxa supérieur sont peu marquées ou inexistantes. Les
Amoebida se wmtrent antigéniquemznt indépendants des Flagellés libres et
pavasites. L'apparcntement immunostructurel entre Flagellés et amibes
caractirisé par Dwyer (1974) ne permet cependant pas d'affirmer 1'autonomie
antigénique de ces deux superclasses.
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8.2.2. Phylogenése.

Malgré les résultats obtenus actuellement concernant les six genres
appartenant & trois familles différentes, il parait encore précoce et délicat
d'aborder la phylogenese.

Néarmoins, au sein du genre Naegleria, les espices &tudiées
peuvent &tre places sur un axe &évolutif, suivant 1'importance des parentés
observées sans que l'on puisse indiquer sa direction. Aux deux extrémités
de 1l'axe on trouvera N.gruberi et N.fowleri , les autres espéces étant
intermédiaires (Fig. 98).

Dans cette figure nous avons inscrit dans un cercle les groupes
antigéniquement homogénes., Ces groupes sont reliés par un nombre de traits
correspondant & celuil des antigénes apparentés. Les caractéres morphologiques
et imunochimiques suggérent de placer dans un méme complexe Naegleria,
Tetramitus et Vahlkampfia, représenté par un cercle marqué par des traits

interrompus.
Ncus avons pu constater Egalement que les parentés observées entre
les amoebo-flagellates Naecleria et Tetramitus sont les plus importantes

observées entre genres différents. Ces parentés, trop faibles pour envisager
1'appartenance de T.rostratus au genre Naegleria, suffisent néarnmoins pour
les grouper dans une méme famille. Il en est de méme pour V.avara. I1 semble
que 1l'on ne soit pas autorisé & envisager une seule famille constituée
d'amoebo-flacellates ainsi que Kudo (1956) 1l'a précisé.

Au sein de la famille des Vahlkampfiidae un apparentement
antigénique représentatif semble faire jour, cependant qu'au sein de la
famille des Hartmennellidae les parentés entre les deux genres &tudiés
sont 3 peine exprimes,

Nous pensons qu'une opinion définitive concernant les relations
au niveau des différentes familles, came nous 1'envisageons, semble pré-
maturé. Plusieurs genres et espéces représentant ces familles doivent
encore €tre étudifes avant d'aborder leur position phylogénique.
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8.3, Immunofluorescence indirecte .

L'analyse immuno&lectrophorétique de protéines hydrosolubles
! . e
extraites de souches de Naegleria eg'Acanthamoeba nous a permis d'identifier

et de séparer les différentes espéces appartenant 3 ces genres. Néarmoins,
cette méthode est fastidieuse et requiert la culture massive axénique des
organismes a étudier. Cette méthcde ne peut &tre recommandée comme analyse
de routine dans un laboratoire., Pour cette raiscn nous avons essayé de
mettre au point 1l'identification de ces organismes § 1l'aide de techniques
immnologiques simples et sensibles tel que 1'immunofluorescence indirecte.

Pour parvenir & ce but nous avons eu recours 3 des immunsérums
d'un pouvoir discriminatif €levé et fidele. Nous avions constaté que les
immnisations classiques avec un broyat, un lysat ou les cellules entiéres
dornent des réactions croisées trop importantes pour pouvoir distinguer
ces organismes d'apparence identique.

Ce sont les sites antigéniques les plus spécifiques qui sont
susceptibles de déterminer la réponse immunologique la plus précoce et la
Plus importante. L'exemple le plus frappant (Van Meirvenne et al., 1975 et
Willaert et al.,1974) est apporté par le pouvoir discriminatif &levé et
fidéle des immunsérums expérimentaux prélevés les premiers jours suivant:
1'imunisation et appliqués en réaction d'immunofluorescense 3 ces unicellu-
laires parasites ou libres d'apparence identique mais dont les spécificités
antigéniques avaient €t€ révélées par 1l'analyse immnoélectrophorétique.

(le Ray et al.,1973; Willaert et Le Ray, 1973 et Willaert, 1974).

Le principe de 1'immunogénicité privilégiée des constituants les
Plus spécifiques de l'organisme cuvre des perspectives neuves et passionantes
aux investigaticns taxonomiques, diagnostiques, écolegiques et épidémiolo-
giques en particulier lorsque celles-ci ont 3 considérer un complexe de
Protozoaires morphologiquement peu ou non différenciés. L'obtention
d'immunsérums d'une haute spécificité vis-3-vis d'une série d'organismes de
référence et le recours 3 des techniques immunologiques simples et sensibles
telle 1'immunofluorescence indirecte, rend possible la détermination
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immédiate de la nzture et de la composition de populations sauvages sans
ngcessiter leur maintien préalable en laboratoire. Cette approche préserve
1'intérét fendamental de l'anelyse immunoé€lectrophorétique dans le contrlle
préalable cu subséquent de la spécificité des organismes ainsi distingués.

L'étude par 1'immunofluorescence indirecte nous a permis de
confirmer les résultats obtenus par l'analyse immunoélectrophorétique du
genre Naegleria et du genre Acanthamoeba.

Les résultats obtenus permettent de confirmer, une fois de plus,
1'homogénéité observée chez N.fowleri, ainsi que la distinction respective
des espéces appartenant aux genres Naegleria et Acanthamceba 3 l'aide

d'immnsérums emplcoyés au taux spécifiques.

L'individualité de Naesleria sp. A est &galement mise en &vidence
par un antisérum spécifique et confirmé en réaction hétérclogue. Une absence
totale de parent@s sérologiques entre les différents genres est observée,
ce qui plaide en faveur de cette analyse concernant l'identification
rapide des organismes considérés, |

Cecl confirme les travaux de Cervd (1973) qui a observé, grice 3
1'immunofluorescence indirecte, des réactions croisées entre des souches
pathogénes du genre Naegleria et établi 1'absence de parentés sérologiques
de celui-ci avec le genre Acanthamoeba. Van Dijck et al. (1974) identifient

N.fowleri dans un nouveau cas de méningo-encéphalite amibienne primitive

en Belgique et établissent une distincticn sérologique avec N.gruberi.
Néarmoins, ces mémes auteurs (De Jonckheere et al., 1974) ne parviennent pas
8 distinpguer des espéces intermédiaires entre N.fowleri et N.gruberi.

Nous avons pu identifier en immunoflucrescence indirecte (Willaert
gg_gl.,1974) quelques espéces, appartenant au genre Naegleria et au genre
Acanthamoeba, isolées au laboratoire au cours de nos recherches.

L'identification par 1'immunoflucrescence indirecte de Naegleria
et d'Acanthamoeba peut étre facilement effectude sur des populations hétéro-
génes 3 partir de cultures sur agar-bactéries et ainsi fournir rapidement

un diagnostic cu une identificaticn.
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De plus 3 l'aide d'antisérums au taux spécifiques, 11 est possible
de rechercher les amibes dans des coupes histologiques de cas de méningo-
encéphalite amibienne primitive et d'identifier ainsi dans des cas rétro-
spectifs 1'agent étiologique comme Starm (1974) 1'a précisé.

Trois cas belges et un cas de Virginie ont &té confirmés par 1'immuno-
fluorescence indirecte et trois cas rétrospectifs de Virginie ont été identi-
fiés étant causés par N. fowleri.

Un cas récent survenu au Texas (Sotelo et al., 1974) a &té mis en
€vidence par 1'immunoflucrescence indirccte et 1l'amibe responsable a été
identifié comme appartenant au groupe 4'A. castellanii.

L'immnofluorescence indirecte 3 1'aide d'immunsérums employés au
taux spécifiques nous permet d'identifier rapidement les différentes espéces
d'amibes libres. Mais des études complémentaires doivent €tre entreprises
avant d'envisager l'application courante de cette méthode dans des laboratoires
non spécialisés. Néanmoins, une telle méthode sera d'un secours vers la déter-
mination des espéces, mais se@l 1'inoculation 3 1l'animal permettra de démontrer
la pathogénicité.

8.4, Morphologie et biologie de N. jadini.
8.4.1, Caractéres morphologiques.
Microscopie photonique.

L'homogénéité morphologique du genre Naegleria rend délicate la dis-
tinction de ses espéces constitutives. Trois caractdres accessibles 3 la
microscopie photonique sont actuellement proposés comme responsables d'une
différence spécifique, 3 savoir :

a) la présence de corps interzonaux pendant la division nucléaire;
b) la dimension des kystes,
¢) la présence de pores dans la paroi kystique.

Lors de la promitose, initialement décrite par Vahlkampf (1905), la
formation de corps interzonaux "interzonal bodies" a &té observée chez
N. gruberi par Rafalko (1947) et chez N. aercbia (synonyme junior de N.fowleri)
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par Singh et Das (1970). Ce dernier crée le genre Didascalus cen le distinguant
du genre Naegleria par l'absence de ces formations. Carter (1970) n'a pu retrou-
ver ces corps interzonaux chez N. fowleri. Nous-méme avons pu les mettre en
évidence, de manidre réguliére chez N, jadini (Das et al., 1974). Néammoins

la révélation de ces structures parait dépendre des procédés de fixation et

de coloration. Pittam (1963), Page (1967) et Carter (1970) considérent
1'existence de ces corps interzonaux comme trop inconstante pour pouvoir servir
de moyen d'identification. Il s'ensuit que la @éfinition du genre Didascalus,
sur la base de ce seul caractére serait insuffisante.

La dimension des kystes se montre trés variable au sein d'une méme
espéce.

Chez N. gruberi, Schardinger (1899) observe des valeurs assez constan-
tes, de 14 3 16 microns. Page (1967) étudie plusieurs souches dont les dia-
métres vont de 9,9 microns 3 14,3 microns. Fulton (1970) reléve des diamétres
de 8 318 microns. '

Chez N. fowleri, les diam@tres des kystes sont en moyenne de 9 microns
(Carter, 1970), de 10 microns (Duma et al., 1971) ou trés variables (Singh
et Das, 1970).

Nos observations, portant sur trois espéces, suggérent d'attribuer
cette variabilité 3 1'influence prépondérante des conditions de culture sur
la taille.des trophozcites cet, par voie de conséquence, sur les dimensions des
kystes qui en résultent. Pour €tre significatives, les études biométriques
comparatives doivent €tre menées dans des conditions de culture rigoureusement
identiques, ainsi que l'a précédemment souligné Saygi (1971).

Le dernier caractére morphologique proposé, et le plus significatif
3 notre avis, est 1l'observation constante d'un ocu de plusieurs pores dans les
kystes de N, gruberi (Schardinger, 1899; Page, 1967), pendant que chez
N. fowleri et N. jadini ces structures ne sont mises en &vidence en microsco-

pie photonique. Chez ces espéces le dfkystement semble se faire par développe~
ment d'une vacuole interne provoquant, aprés gonflement, la rupture de la
paroi kystique. Chez N. fowleri néarmoins des structures ressemblant & des
pores ont €té parfois décrites (Culbertson, 1971; Saygi, 1971; Duma, 1971).
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En conclusion, la présence de pores évidents dans le paroi kystique
de N. gruberi, permet semble-t-il de distinguer cette espéce de N. jadini et
de N. fowleri.

I1 convient de souligner cependant qu'd eux seuls les caractéres
morphologiques, du moins ceux que l'on cbserve en microscopie photonique, ne
sauraient permettre une spéciation certaine au sein du genre Naegleria.

Microscopie électronique.

Des différences ultrastructurales se retrouvent dans la forme et la
structure des mitochondries. Chez N. gruberi, seulement des mitochondries
ovalaires et cylindriques sont rencontrées tandis que chez N. jadini et
N. fowleri on cbserve des mitochondries en forme d'haltére et en forme
d'annean. Carter (1970) et Lastovica (communication personnelle) observent
8galement cette différence ultrastructurale entre N. gruberi et N, fowleri.

Un appareil de Golgi n'a pas encore été clairement observé chez aucune des
espdces de Naegleria (Vickerman, 1962; Schuster, 1963; Martinez, 1971 et Carosi,
1974).

Des structures ressemblantes 3 des virus ou "Virus-like particles"
ont &té observées chez N. gruberi (Schuster et Durnebacke, 1969, 1974;
Stevens, commnication personnelle) et chez N. fowleri (Maitra et al., 1974;
Lastovica, 1974 et Stevens, communication personnelle). Nous avons pu
observer des structures semblables chez N. jadini. La présence de ces parti-
cules ne semble pas &tre en rapport avec la virulence exprimée par N. fowleri.

Au microscope €lectronique 3 balayage une différence évidente entre
les kystes de N, gruberi d'une part et les kystes de N. fowleri et N. jadini

d'autre part est observie. N. gruberi se distingue des autres espéces par sa
paroi kystique rugueuse et la présence de nombreux pores en forme de cratéres.
Chez N, fowleri et N. jadini des pores ont été observés, mais ils sont moins
nombreux et les bords sont lisses. la surface de leur kyste est lisse.

En conclusion, des différences ultrastructurales entre N. gruberi
d'une part et N. jadini et N. fowleri, d'autre part concernent essentiellement

la structure mitochondriale et la structure kystique. N. gruberi se différencie
clairement de N. jadini et N. fowleri par ses caractéres ultrastructurales.

Entre N. jadini et N. fowleri ces différences ultrastructurales sont peu

marquées ou inexistantes.
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8.3.2. Caractdres biologiques de N. jadini.

Les caract§res biologiques en revanche plaident en faveur de 1l'auto-
nomie des trois espSces de Naegleria précitées. Plusieurs caractéres blologiques,
en effet, s'expriment de manilre constante dans les cenditions expérimentales
réalisSes. Ils concernent essentiellement la dépencance des orgenismes vis-3-vis
des bact ries, leur thermosensibilité et leur pouvcir pathogéne.

En 1l'absence cCe bactéries, N. gruberi ne peut &tre maintenu en culture
alors que N. fowleri et N. jadini peuvent &tre cultivés ax&niqucment. Cette

observation est uniquement valable en présence de s€rum de veau normal dans le
milieu C.G.V.S. En ajoutant le sérum de veau foetal, N. gruberi peut étre
adapté et cultivé axéniquement. Ce caractére de culture peut encore servir

3 différencier N. jadini et N. gruberi.

A 37°C en milieu axénique, seul N. fowleri se multiplie. Il faut cepen-
dant ajouter que sur agar-bactéries, N. gruberi peut se multiplier & 37°C
(Griffin, 1972) alors que N. jadini ne se développe pas.

De plus, sur agar-bactéries, N. gruberi et N. jadini tolérent une
concentration de 0,5 NaCl alors que la multiplication de N. fowleri est inhibée
dans ces conditions.

Quant au pouvoir pathogéne €levé de N. fowleri, il s'exprime naturelle-
ment vis-3-vis de 1'homme et expérimentalement vis-3-vis de la souris (tant
par instillation intranasale que par inoculation intracérébrale). En culture,
N. fowleri conserve ce caractérc de maniére apparemment indéfinie. N. gggberi
ne s'cst montrée pathogéne 3 aucune occasion. N. jadini a présenté apparemment
un faible pouvoir pathogéne 3 1'isolement, vraisemblablement di aux contami-
nants bactériens et fongiques. Ce pouvoir pathcgéne n'a pu &tre exalté sur
animal et ne s'est pas conservé en culture.

En conclusion, N. fowleri se caractérise biologiquement par un pouvoir
hautement pathogéne et stable.

L'cnsemble des caract@res biologiques envisagés suggere 1l'existence
de trcis races physiologiques. Parmi celles-ci; N. jadini parait représenter
une transiticnentre N. gruberi, amibe cxclusivement libre, et N. fowleri,
Parasite facultatif.
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L'homogénéité morphologique du genre Naegleria nous a conduit 3 prendre
en considération les caractires biologiques et antigéniques. La valeur taxono-
mique des caractdres biclogiques est bien établie 3 propos des Frotozoaires
parasites (Hoare, 1955, 1966). Les caractlres antiginiques accessibles 3
1'analyse immuno€lectropherétique sont susceptibles d'apporter des arguments
complémentaires ou nouveaux aux critlres traditionnels de la taxonomie (Capron
et Afchain, 1970). Ils se sont révélés particuliérement significatifs au cours
des &tudes consacrées aux Protophytes (Brown et Walne, 1967), aux Protozoaires
;w2 sites (Le Ray et al., 19713 Le Ray, 1972; Dwyer, 1972; Afchain et al., 1973),
aux Champignons (Biguet et al., 1965, aux Helminthes (Capron et al., 1968, 1972)
et aux Vertébrés (Capron et Afchain, 1970).

L'ensemble de nos observations permet de confirmer et d'illustrer,

8 propos d'un groupe de Protozoaires libres, la valeur taxcncmique et phylogéné-
tique privilégiée des caractéres immunoélectrophorétiques.

La souche TTMAP 400 sppartient 3 la famille des Vahlkampfiidae (divi-
sion nucléaire paf promitose) et au genre Naegleria (stade biflagellé temporaire).
Elle se distingue de N. eruberi par l'aspect et le nombre de pores dans son
kyste et de N, fowleri par scn incppacité 3 cultiver & 37°C et par 1l'absence
de pouvoir pathogdne snontané, Elle se distingue de N. gruberi comme de
N. fowleri par les deux-tiers de ses composants antigéniques.

Nous cocnsidérons la souche ITMAP 400 comme une espdce nouvelle. Nous
1'avons appelé Naegleria jadini, en hommage au Professeur J.B. Jadin. Conformé-
ment 3 la classification révisée du phylum des Protezoaires (1964), 1'organisme

est classé comme suit

Phylum Protozoa Geldfuss, 1818; emend. Von Siebold, 1845,
Classe Rhizcopodea Von Siebold, 1845,

Ordre Amcebida Kent, 1080.

Famille Vahlkampfiidae Jollos, 1917; Zulueta, 1917.

Genre Naegleria Alexeieff, 1912; emend. Calkins, 1913
Naegleria jadini sp. nov.
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Un bref apergu de 1l'historique des amibes libres, faisant objet de
la présente &tude est expcsi ainsi que les problémes taxonomiques existantes
au sein de 1'ordre des Amoebida.

Les modalités du maintien in vitro des amibes des genres Naegleria
et Acanthamoeba sont exposées en fonction de 1'isolement, de 1l'adaptation et

de 1'entretien des souches ainsi que leur culture en masse. Les conditions

optimales de la préparation des extraits antigniques, de 1'immunisation,
des épreuvés de précipitation en gel et de 1'épreuve d'absorption croisée ont
&té recherchées.

L'analyse antignique des Protozoaires libres, Naegleria et
Acanthamoeba, met en évidence la valeur informatrice de la méthode immunoélec-

trophorétique. Elle semble &tre une mSthode de choix pour le contrdle de la
rurification et la standardisation des extraits antirniques.

La reproductibilité et la finesse de l'analyse immno€lectrophoré-
tique permettent d'attribucr 3 cette méthode un rdle privilégié pour 1'iden-
tification d'espces appartenant 3 un genre bien défini, dont 1'homogénéité
des caractéres mcrphologiques rend difficile leur identification. L'analyse
immno€lectrophorétique permet ainsi de révéler l'existence de profonds
remaniements moléculaires sous-jacents au conservatisme des structures morpho-
logiques.

L'identité immunostructurelle de plusieurs souches humaines et
libres de N. fowleri établit 1'hcmogénGité antigfnique de 1'espéce et permet
de considérer N. fcwleri Carter, 1970 comme agent étiologique de la méningo-
encéphalite amibienne primitive. N. aercbia Singh et Das, 1970 et N. invades
Chang, 1972 sont désormais synonyme de N. fowleri.

N. fowleri méne une existence libre dans notre enviromnement et
peut &tre considéré came un parasite facultatif.

L'analyse immuno&lectrophorétique permet d'établir indiscutablement
1'indépendance génétique de N. fowleri, N. gruberi et N. jadini au sein du
genre Naegleria., Naegleria jadini sp. nov. (Willaert et lLe Ray, 1973) se
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différencie de N. gruberi corme de N, fowleri par ses caractires immunostructu-
rels ct par ses caractdres morphologiques et biologiques. N. jadini se distingue
de N. eruberi par 1'aspect de son kyste et de N. fowleri par son incapacité a
cultiver 3 37°C ¢t par 1l'absence de pouvoir pathoegéne spontané. Flle se¢ distin-
gue de N. eruberi ccrme de N. fowlerl par les deux-tiers de ses composants
antigéniques.

Ie genre renferme d'autres espdces distinctes : 1'analyse immunoélectro-
phorétique met en &vidence chez les scuches " A " et " PPMFB " une difflrence
antigénique concernant le tiers des composarts de N. fowleri et la moitié
envircn des composants de N. gruberi et de N. jadini.

Les parentés importantes observies au sein du genre Naegleria sont
de 1'ordre de 10 3 19 composants antigéniques et d'autre part la spécificité
marquée s'exprime au niveau de la moitié environ des antig@nes. Ces différen-
ces accusées entre espices voisines de Protozoaires libres t&moignent d'un
potentiel évolutif marqué de la part cdu genre.

Au sein du genre Acanthamoeba, nous avons pu démontrer 1l'identité

de quatre souches d'A. castellanii ce qui nous permet d'envisager 1'indépen-

dance antigénique de cet espéce et d'éliminer la confusion de syncnymie due au
double erploil de noms spécifiques.
Les parentés antigéniques entre A. castellanii et A. polyphaga et

A. rhysodes montrent une grande ressemblance de leurs structures antigéniques
supportée par leur identité morphologique. Ces trois espdces constituent un
fFreupe au sein du genre Acanthamoeba.,

Les espéces A. culbertsoni, A. palestinensis ct A. astrcnyxis se
diversifient tr&s nettement 4'A. castellanii et leurs parentés antigéniques
sont de l'ordre de la moiti¢ environ du profil immunoélectrophorétique

d'A. castellanii, sauf A. palestinensis qui en partage les deux-tiers.
A. culbertsoni, espéce potentiellement pathogéne se diversifie, par

sa spécificité antigénique marquée au niveau de la moitié environ de ses
antigfnes, des autres espéces €tudiées,
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L'étude immunoélectrophorétique des parentés antigéniques des
genres Naepleria et Acanthamoeba met en évidence des caracteéres significatifs

au point de vue taxonomique et phylosénique. Ces résultats permettent de
déracer la valeur et de préciser les limites de la méthode d‘'znalyse immuno-
électrophorétiqué au sujet des amibes libres. Le degré d'isologie antigénique
exprimé par le genre Naegleria au niveau de la famille est en accord avec la
diversification antigénique observée au niveau du genre. Les parentés observées
avec d'autrcs familles de 1'ordre des Amoebida sont peu significatives et
rendent difficile l'acceés 3 la phylogénie de N. fowleri.

Au niveau du genre Acanthamoeba, son appartenance 3 la famille des

Hartmannellidae est mise en question.
L'investigation irmuno€lectrophorétique au riveau de la famille des
Hartmannellidae plaide pour la séparation des genres Hartmannella et Acanthamoeba

En dehors de 1l'ordre des Amoebida, les parentés antigéniques de
Naegleria et d'Acanthamoeba avec les flagellés parasites, les Fhytoflagellés et

les Ciliates sont inexistantes ou négligeables.

Cette indépendance antigénique au niveau de 1l'ordre constraste avec
les relations entre flagellés ou niveau de la Classe et les relations entre
les amoebo-flarellates et les amibes. Nous conseillons de ne pas considérer
les Rhizomastigida comme des flagellés.

Le principe de l'immunogénicité privilégie cdes constituants les plus
spécifiques de 1'crganisme ouvre des perspectives neuves et passionantes aux
investiratiorns taxonomiques, diarmostiques, €cologiques et &pidémiologiques,
en particulier lorsque celles~ci ont 3 considérer un complexe de Protezoaires
morphologiquement peu différenciés. L'obtention d'irmunsérums d'une haute
spécificité permet & l'aide de 17irmunofluorescence indirecte une détermination
rapide de la nature et de la camposition d'une population sauvage.

L'immunoflucrescence indirecte 3 1'aide d'immunsérums spécifiques, ou
employés au taux spéeifiques, permet d'identifier rapidement les espéces appar-
tenant aux genres Neegleria et Acanthamoeba. Cette &tude nous a permis de con-

firmer les résultats obtenus par 1l'analyse immuno&lectrophorétique au sein des
renres Naegleria et Acanthamoeba.
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L'immunofluorescence indirecte, 3 1l'aide d'antisérums spécifiques,
permet Egalement d'identifier et de confirmer la présence de N. rowleri dans
le cerveau de cas de méningo-encéphalite amibienne primitive. Plusieurs cas
rétrospectifs de Virginie ont &€té€ identifiés étant causdés par M. fowleri et
un cas survenu au Texas a ét& mis en évidence 3 1l'aide de 1'immunofluorescence
indirecte et 1l'amibe responsable a €té identifié comme appartenant au groupe
A'A. castellanii.

Nous considérons 1'immunofluorescence indirecte, 3 1l'aide d'antis€rums
spéeifiques, comme un moyen rapide et valatle pour 1'identification d'amibes
dans du matériel suspect.

Les caractéres morpholoriques et biologiques mettent en €vidence que
N. jadini sp. nov. se distingue de N. gruberi rar 1l'aspect et le nombre de
pores dans son kyste et de N. fowlcri par 1l'absence de pouvoir pathogéne
spontané et son incapacité 3 cultiver & 37°C.

L'ensemble de nos observations permet de confirmer et d'illustrer,

3 propos d'un groupe de Protozoaires libres, la valeur taxoncmique privilégile
des caract@res immuno€lectrcphorétiques et sérolegiques.

Eddy WILLAERT

Département de Protozoologie
Institut de Médecine Tropitale
Prince Léopold.

Antwerpen,
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