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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 première observation fai
te au microscope par nosel von Rosenhof en 1755. 

Il a fallu cependant attenre Dujardin (1841) qui, 
le premier décrivit une amibe libre sous le nom d'Amoeba limax, 
lequel fut repris par la suite par plusieurs auteurs, pour 
désifner diverses amibes. Les premières descriptions excellentes 
d'amibes libres furent réalisées par Leidy (1879) et ensuite 
par Penard (1890) dans leurs monorraphies. Mais, durant cette 
seconde partie du 19e siècle, les connaissances en ce domaine 
ne pror,ressèrent que fort peu. C'est seulement au 20e siècle 
que des études expérimentales débutèrent. 

"Rien n'est plus difficile, en effet, que de déterminer 
une amibe" écrivait Danceard en 1900. Cette expression sera 
répétée très souvent et à juste titre, par de nombreux chercheurs. 
L'identification spécifique d'amibes libres, appartenant à l'ordre 
des Amoebida, demeure toujours un des problèmes les plus épineux 
en zoolo~ie. En effet, on peut constater chez ces amibes une 
homorénéité apparente de leurs structures cellulaires qui rend 
difficile leur · identification. 

L'historique des amibes libres, qui nous intéresse 
particulièrement, remonte à Schardinrer (1899) qui décrivit 
l'Amoeba eruberi , maintenant connue sous le nom de Naecleria 
rruberi. Ces genres d'amibes seront appelées par la suite des 
"Amoebo-flagellates" par Awerinzew (1910) et Rafalko (1947). 
Ce terme nésigne diverses amibes qui peuvent se transformer 
en flar,ellates sans appartenance taxonomique précise, comme il 
en est de m!me pour l'ap~:lation "Limax". Hollande (1942) 
dans son étude sur les flagellés libres pense que les "amoebo
flagellates" représentent en réalité des formes évolutives de 
fla~ellés, et non pas un état passarer d'une amibe. A ce sujet, 
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il est r,énéralement accepté que les "amoebo-flagellates" repré
sentent les ancêtres des amibGs. Ils sont considérés par SchaGffer 
(1926) comme les plus primitifs parmi les vrais amibes lesquGlles 
peuvent se transformer temporairement en flarellés. Le genre 
Vahlkampfia ne semble pas différer beaucoup des amoebo-fla~ellates, 
excepté qu'un stade flar-ellé est absent et que de ce fait ces 
amibes peuvent être considérées comme dGscendantes des amoebo
flar:ellates. 

Ensuite, Chatton (1912) décrivit le ~enre Vahlkampfia,et 
avec Lalunp-Bonnaire (1912) le définit comme suit : "Amibes de 
petite taille, ne dépassant pas 30 microns à noyau formé d'un 
caryosome central compact, entouré de peu de chromatine périphéri
que, fifurée ou diffuse (type protokaryon) à caryodierèse promi
totique (Nagler), à kystes monoénerrides''. Le groupe des Hartmannel
les, crée par Alexeieff (1912), réunit les petites amibes libres 
dont le carycsome disparaît totalement au début de la caryodiè
rèse. 

A cette époque de nombreux auteurs décrivent des amibes 
libres mais laissent de ~randes lacunes dans leurs descriptions 
morpholoriques. Plusieurs tentatives de classification furent éta
blies dans l'ordre des Amoebida (Alexeieff,1912; Volkonsky, 1931; 
Weynon, 1926, Schaeffer, 1926). 

Il faut alors attendre les importants travaux de 
Sinr,h (1952) sur la taxonomie et la phylo~énie des amibes; néan
moins ce travail aura peu d'influence sur les autres auteurs et 
fut encore repris et complété par Sin~h 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 étaient 
capables de provoquer une méningo-encéphalite chez la souris 
et le singe (Culbertson et al., 1959). 
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Deruis lors, ces amibes ont été retrouvées chez l'hom
me provoquant une méninvo-encéphalite foudroyante décrite pour 
la première fois par Fowler et Carter en 1965. 

En 1972, lorsque Carter présenta son travail à la 
"Royal Society of Tropical Medicine and Hyeiene" à Londres, 
le Professeur P.C.C. Garnham prononça : "Breakinr a barrier 
is always a thrill; whether it is the "sound barrier" or the 
"barrier of host parasite specificity", for instance, makin~ 
human malaria parasites grow in owl monkeys. Dr.Carter's work 
on the amoebo-fla~ellates provides an example of overcominr, 
an even more formidable obstacle. He has shawn in one of the 

.most interestin~ papers presented to the Society, how the 
gulf between fre8-living and parasitic protozoa can be traver
sed to ~ive rise to a fulminatin~ infection in the human host". 

L'ubiquité et la multiplicité de ces amibes libres, 
rencontrées dans tout notre environnement, m€ritent larrement 
des études approfondies de leurs aspects morphologiques, biolo
giques, écolo~iques, parasitolo~iques, biochimiques et immunolo
giques. 

1.2. Considérations t~xonomiques. 
L'ensemble des amibes libres est constitué de nombreu

ses espèces réparties entre différents genres et familles. 
Leur classification actuelle est essentiellement basée sur 
leurs caractères morphologiques, leur mode de division nucléaire 
et la formation de pseudopodes. Pour ces raisons l'interprétation 
de leur position taxonomique diffère considérablement selon les 
auteurs, ce qui entraine des problèmes de systématique des plus 
urgents à résoudre. Il s'arit d'éliminer la confusion actuelle 
due au double en~loi de plusieurs noms r,énériques ou spécifiques. 
Seulement alors des affectations exactes pourront être envisarées 

1 

permettant éventuellement d'aborder les spéculations phylogéniques. 
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La mitose a certainement été le mécanisme le plus exploité 
par les chercheurs pour trouver des caractères susceptibles oe diffé

rencier les amibes, si semblables entre elles. En effet, si 
une homogénéité apparente de leurs structures cellulaires est 
constaté, une certaine hétéro~énéité mitotique en fait centras-

te, Néanmoins, ce caractère se montre souvent insuffisant 

au niveau rénérique ou spécifique. A la fin du siècle dernier 
et au début de celui-ci, beaucoup de travaux ont porté sur 
les caractères de la mitose, m~is seulement les travaux de Sinrh 

(1952, 1972) et de Pussarj (1966, 1972, 1973) donnent un aperçu 

réaliste ~e cet aspect au niveau de différents ~roupes d'amibes. 

Seul Pussard (1973) réalise les difficultés existantes à l'utili
sation de la mitose ians un but taxonomique. 

La méthode 1e classification la moins laborieuse, ~ais 

aussi la moins fiable consiste à distinruer les amibes d'après leur 

Physionomie rénérale et d'après la forme de pseu~opodes. 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 même les descriptions remarquables de 
Dujardin (1841), Leidy (1879), Pen~rd (1890, 1902), FrEnzel 

(1892), Schaeffer (1926) et Bovee (1953, 1966, 1970). 
Seul Pa~e (1967, 1974) saisit la nécessité d'employer 

tous les caractères disponibles qu'ils soient cytoplasmiques, 
nucléaires, kystiques ou cytochimiques. C'est pourquoi, ses 
travaux sont le pl,ts près de lg réalité et actuellement la 

Plupart des chercheurs préfèrent la classification sc•lon les 
travaux de rap;e. 

Encore peu de tentatives ont été faites pour essayer 
de reconstituer Un€ taxonomie basée sur les caractères exprimés 

par le3 protéines, les enzymes, l'ADN et l'ARN ainsi que par des 
caractères immunoloriques ou sérologiques. 
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Schaeffer en 1931 déjà su~r,ère que les différences 
morpholofiques entre amibes refléteraient leur composition 

moléculaire protéinique. Band et Morard (1956) consid~rent 

l'organisation submicroscopique des protéines comme taxonomi

quement utile. Finalement, Crick (1958) a surréré qu'une taxonomie 
des protéines serait l'expression la plus fidèle possible du 
phénotype. 

A~am (1969, 1974) considère que le dosa~e de l'ADN 
et de l'ATIN devrait avoir un emploi taxonomique dans la distinc

tion et l'apparentement entre amibes. 

Sellards (1911) trouve ctes différen~es immunologiques 
entre des espaces de petites amibes morpholofiquement semblables. 
Les méthodes immunologiques et sérolor.iques ont surtout été 

employées peur l'identification d'amibes parasites (Goldman, 

1959; Talis et al., 1962, 1963, 1967, 1971; Alikhan et Meero
vitch, 1968, 1970; Lunde et Diamond, 1969; Capr0n et ~1.,1972). 

Néanmoins, quelques tentatives d'études sérolo~iques 
sur les amibes libres ont été effectuées (Siddiqui et Balamuth, 

1965; Balamuth et Kawakami, 1967; Cervà, 1967, 1973; Sin~h et 

Das, 1970; Sayei, 1971). 
Le prorrès dans la t~xonomie et la phylo~énie des 

amibes est très lent d'autant plus que les méthoies modernes 
sont peu utilisées. Corliss (1962) accusa les Protistolo~ues 

d'être toujours au stade alpha de la taxonomie, 100 ans en 

retard. Les méthodPs modernes, entre autres les analyses 
biochimiques commencent seulement a être employées et les 
Parentés sérolo~iques et immunologiques ont été à peine abordées. 

Une étude intensive sur les amibes est nécessaire pour être 
capable de les distin~uer aisément et convenablement. 
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Nous cr0yons que pour constituer une taxonomie valable 
èes amibes, il faut tenir compte de tous les caractères acces-
sibles, tant morr-holop.-iquea, bioloriques et écolo~iques que : ·: .. ·; · . -.; ··~· •.::', 

biochimiques, sérol~riques et iwnunochimique~, puisque notre 

but est, de classifier des "Amibes" et non pas leur "pseudopodes" 

ou leurs "fuseaux mitotiques". 
Plusieurs classifications s'opposent actuellement, 

dont nous retenons seulement les ~eux plus importan~s. voir 

les plus employées par les chercheurs. Il s'ar,it des classifi

cations issues 1es travaux d'Alexeieff (1912) et de Volkonski 

(1931), revue par Pare (1967) et celle de Sinrh (1952) et Singh 
et Das (1970). Les premiers auteurs se basent essentiellement 
sur les caractères morpholo~iques et cytochimiques des amibes 

libres, tandis que les derniers considèrent le mode de la 
division nucléaire comme le seul critère stable et reproductible. 

&ns prendre en considération les techniques et la reproductibili

té de ces crit~res, nous résumons ci-dessous les classifications 
des ~cnres considérées dans ce travail. 
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1.2.2. Classification selon Page (1967). 

Ordre : Amoebida, Kent 1860 
Famille : Vahlkampfiidae Jollos, 1917; Zulueta, 1917 
Genres : Vahlkampfia Chatton et Lalunr-Bonnaire, 1912 

Famille 

Genre : 

Esp~ces : Vahlkamphia vahlkampfi Chatton, 1910 
Vahlkampfia avara Pare, 1967 
Vahlkarnpfi~ inorata Pare, 1967 
Vnhlknmpfia ju~osa Pa~e, 1967 

Naerleria Alexeieff, 1912 

Espèces : Naer,leria gruberi Schardinper, 1899 
Naerleria fowleri Carter, 1970 

Tetramitus PertY .. 

Esp~ce : ~etrarnitus rostratus Perty , 1852 

Hartnannellid~e Volkonski, 1931 

Hartmannella Alexeieff, 1912 

Espèces : Hart:nannella hyalina Danreard, 1900 
H~rtmannella vermiformis Pa~e, 1967 
Hartmannella exudans Pape, 1967 
Hartrnannella limacoides Pa~e, 1967 

Acanthamoeba Volkonski, 1930 

Esp~ces : Acanthamoeba castcllanii Douglas, 1930 
Acantharnoeba astronyxis Ray 0t Hayes, 1954 
Acnntharnoeba polypha~a Puschkarew, 1913 
Acantharnoeba palestinensis Reich, 1933 



Famillé 

Genre : 
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E~d~moebidae Calkins, 1913 

Fntamoeèa Casarrandi et Farb~~allo, 1895 

Esp~ces : EntQmoeba histolytica Schaudinn, 1903 
Entamo~ba invadens Rodhain, 1934 

1.2.3. Classification rte Sinrh (1952) et de Sinfh et Das (1970) 

Ordre : Amoebida, Kent 1880 

Famille : Schizopyrenidae Sinrh, 1952 

Genres : Schizopyrenus Sinr,h, 1952 

. 
Famille 

Genre 

Espèces Schizopyrenus russelli Sinrh, 1952 
Schizopyrenus atopus ~in~h, 1952 

Nae~leria Alexeieff, 1912 

Espèces : Nae~leria rruberi Schardinger, 1899 
Naecleria aerobia Sinrh et Das, 1970 

Didescalus Sinrh, 1952 

Espèce : Didascalus thorntoni Sin~h, 1952 

Tetramitus Pertry 

Espèce : Tetramitus rostratus Pertry, 1852 

Hartmannellidae Volkonski, 1931 

Hartm~nnella Alexeieff, i912 

Espèces : H2rtmAnnella ~lebae Dobell, 1914 
Hartmannellq culbertsoni Sinrh et Das, 1970 
HnrtmA.nnella rhysodes Sinrh, 1952 
Hartmannella castellanii Dourlas, 1930 



Famille 

Genre : 
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Hartmannella astronyxis Ray et Hayes,1954 

H~rtmannèlla palestinensis Reich, 1933 

Erdamoebidae Calkins, 1913 

Entamoeba Casa~randi et Barbaf.allo, 1895 

Espèces Entamoeba histolytica Schaudinn, 1903 
Ent~moeba invadens Rodhain, 1934 

Bien que ces deux classific~tions soient fondées sur 

des critères différents la distinction entre les familles des 

Vahlkampfiidae (Schizopyrenidae) et Hartmannellidae est essen
tiellement caractérisée par la différence d~ns leur mode de 
division nucléaire. En effet, les Vahlkampfiidae ou Schizopyrenidae 

montrent une division nucléaire appelée la "promitose" de Nae-ler 
(1909), tanrlis que les Hartmannellidae ont recours à la 'mitose", 

qui a (té différenciée tout récemment, en "rnésornitose" et 
;~étQrnitose" par Pussard (1973). Dans ce marne article, Pussar~ 
accuse l'état de dÉsornre et de confusion dans la taxonomie des 
amibes. Il conclut que la création d'une véritable classification 

suppose l'adoption préalable d'une hierarchie judicieuse de tous 
les cnract~res disp0nibles. 

1.3. Pouvoir pathorène 

Un r.roupe parmi les amibes libres, appelées souvent 
amibes "Lirnax", attire de plus en plus l'attention des chercheurs 

depuis ces derniares années. En effet, depuis la mise en évidence 

du pouvoir pathogène de certaines de ces amibes, nos connaissances 
relatives à ce ~roupe d'amibes ont été consi1érablement boule
versées. 
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Mais cepend~nt au début de ce siècle, plusieurs auteurs 
ont pu constater la présence de ces amibes libres chez des mala

des. Rappelons encore que Nae~leria ~ruberi fut isolée par 

Schardin~er (1899) à partir de selles ~iarrhCiques. Simultanément 
en Inctochine et aux Philippines, Lesa~e (1905), Musfrave et 
Cle7~ (1906), Walker (1908) et Noe (1909) vont mettre en évidence 

19. présence d'amibes "limax" dans r:'l.es selles diarrhéiques et 
dans du pus d'abcês du foie. Chatton et L~lung-Bonnaire (1912) 

dêcrivent une Vahlkarn:•fia sp. isolée à partir des selles d'un 
malade atteint de dysenterie. Ils ont observés directement les 

amibes véeétatives dans les selles et ont pu isoler et entretenir 
la s0uche en culture in vitro. 

Wells (1911) fait observer qu'il est aisé d'isoler 
ces amibes libres à partir des poussièr~• de l'air et déclare 

que celles-ci snnt d6nu~es de pouvoir pathor~ne. 

Mais ensuite,,Whitmore (1911), Hartman (1910), Hoeue 
(1915)~t Pinto (1922) affirment dans leurs travaux avoir isolé 

des amibes "limax" à partir d'abcès du foie. Ces amibes étaient 
~énéralement considérées comme étant des Vahlkampfie. 

Finalement, ce sont les observations successives de 
Jahnes et Fullmer (1957) et cte Culbertson et collaborateurs 

(1958, 1959) qui aboutissent à la découverte du caractère patho
rène de certaines de ces amibes libres. En effet, après avoir 

Observé des amibes contaminant des cultures de cellules de rein 
de sinre, ces auteurs inoculent ces amibes par voie intracéré
brale et intranasRle chez des singes et des s~uris et provoquent 
ensuite la mort de ces Rni~aux qui contractent une men~nro
encéphalite. Cette nmibe est décrite par Sinrh et Das (1970) 

cnmme Hartmannella (AcRnthamoeba) culbertsoni. Depuis cette mise 
en évidence, plusieurs autenrs vont confirmer ces premières 

Observations et retrouvent ces amibes dans àes coupes histoloriques 
du cerveau de patients morts ~'une méninro-encéphalite. 
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L'intérêt que présente cette amibe est accru encore 

par la dêcouvcrte de Wang et Feldman (1961, 1967) qui retrouvent 
ces ~mibes dans des cultures de tissus ensemencées avec des 

rrGlèvements du nasopharynx. Cette observation est confirmée par 
la suite par Armstrong et Fereira (1967), Chanp et al.,(1966) 

et Little et Chanf (1968). 

Hais la pathorénicité pour l'homme des amibes du E"enre 
Acanthamoeba est révGlée, pour la premi~re fois, par Patras 
et Anè,u,j ar ( 1966) qui isolent 1 'un crts de méninro-encéphali te 
à évolution chronique, une Acanthamoeba. Ensuite Callicot et al., 

(1968) isolent A.astronyxis chez un malade atteint ~e rnéninfo

encéphalite. D'autres cas se suivent : Kenncy (1971) identifie 

Acanthamoeba anrès autopsie d'un patient, ainsi que Rorke (1971) 
et Japer et Sta~m (1972). Tout récemment un nouveau cas a été 
identifié au Texas (Sotelo-Avila et al., 1974, 1975). 

Mais Cn.rter ( 1968) va isoler pour la :::-ren,ière fois une 

amibe d'un liquide cGphalo-rachidien chez un maladf souffrant 
d'une m€ningo-encéphalite. Il constate qu'il s'arit d'une autre 
amibe du g-roure "lim.?..x 11 ressemblant à Naerleri:t rrutieri et 1 'appelleN. 

owle~tarter 1970). Ensuite, cette amibe sera encnre décrite scus 

le nom 1e N~efleria aerobia (Sinrh et DRs, 1970) et de Naefleria 

invades (Chanr., 1971). 

A ce jour, 84 cas de ménineo-encGphalite ~mibienne pri
mitive confirmés ou sus,ects sont décrits dans la llttérature 
(Willaert, 1974). Naegleria fowleri est considéré le plus souvent 
comme l'agent étiologique, quelquefois seulement Acanthamoeba . 

Ces cas ont été cités dans tous les continents de notre monde 
répartis comme suit : l'Afrique 1 cas, l'Amérique 31 cas , l'Asie 

7 cas; l'Europe 27 cas et l'Océanie, 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 acquièrent-elles un pouvoir pathogène ou 

sont-elles pathogènes d'emblée ? Suivant Jirovec (1967), la 
Pathogénicité de ces amibes semble lié à plusieurs facteurs : 
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l'adaptation parfaite des amibes aux températures élevées ran
contrées chez les mammifères homéothermes, leur faculté de 
pouvoir pénétrer activement dans lt corps de l'hôte et la for

mation de kystes, ce qui permet leur dissémination dans le milieu 

aérien. Jadin (1973) attire l'attention sur le fait que les 
amibes limax peuvent suivre un cycle qui va de l'eau et de la 
terre à l'homme et aux animaux. Ainsi, en contact avec des 

protéines humaines ou animales; ~'établirait une relation hôte

parasite. 

Nous savons néanmoins que ces amibes,tout en possédant 
le caractère pathogène ne sont pas obligatoirement parasites, 
et qu'on p~ut les rencontrer dans notre environnement. 
A ce sujet, ces amibes ont été isolées à plusieurs reprises, 

en Australie, à partir de l'eau et du sol (Anderson et Jamieson, 

1972, 1973). Singh et Das (1972) mentionnent l'isolement de . 

~· fowleri et A.culbertsoni à partir du sédiment des eaux d'égouts 
en Inde. Gordeeva (1973) isole deux souches de Naegleria 

pathogènes des boucs d'égouts. D'autres auteurs viennent de 
confirmer récemmerit:cès obs~h9àt*mns. 

L'homogénéité morphologique marquée, chez les amibes 
libres du genre Naegleria et Acanthamoeba, nous a conduit a pren
dre en considération leurs caractères antigéniques mis en 
évidence par l'analyse immunoél~ctrophorétique. Notre but est 

d'évaluer à l'aide de cette analys~\J'importance des parentés et 

des spécificités immunoélectrophorétiques, de ces amibes libres, 
dans leurs diverses catégories taxonomiques. 
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1.4. L'analyse immunoélectrophorétique. 
Les protéines sont les constituants les plus signifi

catifs d'un organisme vivant car elles sont l'expression relati
vement directe du génôme. 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 immunogènes. 

Les principes et les modalités de l'analyse immunoé
lectrophorétique en gel ont été décrites par Grabar et Williams 
(1953) se basant sur les travaux fondamentaux d'Oudin (1947, 
1948) qui a démontré que deux antigènes différents donnent lieu à 

des lignes de précipitation distinctes. La méthode a ensuite 
été simplifiée par Scheidegger (1955), qui a mis au point la 
microméthode ce qui permettait une réalisation plus rapide et une 
économie d'immunsérum. 

L'application de l'analyse immunoélectrophorétique à 

des organismes entiers a été ~ssentiellement réalisée par l'école 
lilloise de Biguet et Capron. L'analyse immunoélectrophorétique 
des Helminthes et de leurs hôtes invertébrés et vertébrés leur 
a permis d'apporter une contribution fondamentale à la standardi
sation des extraits antigéniques (Biguet et al.,1965) et à 

la taxonomie et à la phylogénie immunochimique (Rose et al., 
1966; Capron et al., 1968, 1970, 1972). De plus, à l'aide de 
cette technique ils ont pu établir les relations hôte-parasite 
(Capron et al., 1968, 1970, 1969) ainsi que démontrer l'intérêt 
diagnostique (Biguet et al., 1962; Capron et al., 1969, 1970) 
et en général contribuer à la connaissance de la structure et de 
la fonction de l'antigène parasitaire (Capron,1970). 
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1.4.1. Principes,définitions, valeur, limites. 

L'analyse immunoélectrophorétique est une méthode 

d'investigation moléculaire. Elle permet la visualisation de 
subst~nces solubles immunogènes dans un extrait cellulaire. 

Deux techniques sont impliquées dans l'analyse immuno-

chimique l'immunoélectrophorèse permet la caractérisation des 
composants du mélange et l'immunoabsorption, qui permet la 
définition des parentés et des spécificités de ces composants. 

L'immuno~lectrophorèse consiste en une combinaison 
d'électrophorèse et d'immunodiffusion radiale dans un substrat 

généralement en gel d'agar. Dans un premier temps, le mélange 

antigénique est séparé par électrophorèse en diverses zones. 
Dans un second temps, une double diffusion se produit; l'anti
sérum entr.e et diffuse dans le gel pendant que les antigènes 
diffusent radialement dans toutes les directions à partir des 

zones électrophorétiques. Les antigènes rencontrent les 
anticorps et des précipités se forment dans les zones d'équiva

lence d'antigène-anticorps. Le nombre de précipités formés 
correspond au nombre de composants antigéniques objectivés. 

Du fait de la séparation électrophorétique préliminaire les 

précipités sont rassemblés dans un système 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 mosaïque antig€nique" du fuélange 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 à la 

spécificité immunologique, elle est déterminée par les sites 
antigéniques. 
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L'immunoahsorption est la seconde étape de l'analyse 
immunochimique. Cette étape est capit-ale dans la comparaison de 

deux organismes. Elle consiste à épuiser des anticorps non 

spécifiques qui, dans·un immunsérum obtenu vis-à-vis d'un 

organisme donné, correspondent à des antigènes partagés par cet 
organisme,et par un organisme hétérologue. 

L'absorption est réalisée en épuisant les anticorps spécifiques 
par l'organisme hétérologue, seul les anticorps dirigés contre 

les composants spécifiques restent présents. L'organisme homolo
gue est alors examiné avec l'immunsérum absorbé et les 

composants antigéniques qui sont révélés peuvent être considérés 
co~~e spécifiques de l'organisme homologue envers l'organisme 

hétérologue employé pour l'absorption. 

Le rapport du nombre de composants antigéniques spécifiques 

nvec le nombre total des composants révélés en réaction homolo
gue fournit un indice qui mesure l'isologie immunochimique des 

deux organismes considérés. 

L'absorption est le seul moyen de démontrer la spéci

ficité de la mosaïque antigénique d'un organisme. L'analyse directe 
d'un organisme hétérologue par un irnrnunsérum non absorbé n'a 
qu'une valeur indicative. 

L'analyse immunoélectrophorétique caractérise essentiel

lement des protéines. La structure des protéines est l'une des 
expression les plus directes du génôme 
En conséquence, l'analyse immunoélectrophorétique permet la défi

nition de caractères stables et significatifs. Ainsi, elle se 
présente comme une méthode d'investiention moléculaire de valeur 

génétique, tout comme l'analyse des acides nucléiques et des 

isoenzymes. Contrairement aux méthodes sérolo~iques, l'analyse 

irnmunoélectrophorétique permet d'objectiver directement les 
substances antigér~iques. 
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L'analyse immunoélectrophorétique est en outre une 

méthode, permettant de refléter les structures moléculaires d'un 

organisme. Elle est la méthode de choix pour analyser la 
composition d'un or~anisme, en révéler les contaminations 
éventuelles et en d~terminer les parentés et les spécificités 

vis-à-vis d'un organisme h6térol0gue. Elle fournit ainsi des 
arguments objectifs aux études taxonomiques et'aux hypothèses 
phylogénétiques. 

L'analyse irnmunoélectrophorétique de réalisation · : '· J 

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 immunoélectrophorétique à deux limites théoriques 

Elle ne donne accès qu'aux antigènes 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 anti~énique. L'immune
électrophorèse bidimentionnelle permet de pallier cet incon-
vénient. 

1.4.2. Application aux Protistes. 

L'analyse des structures antigéniques des Protistes 

a généralement été abordée de manière occasionnelle et frag
mentaire. 

Les étunes consa~rées aux Amibes sont peu nombreuses. 

Sen, Mukerjee et Ray, (1961) objectivent trois arcs de préci
pitation en im.'I'Jlunodiffusion vis-à-vis d'antigène homologue, n'obser

vent aucune réaction croisée vis-à-vis de N.gruberi, de 
Schizopyrenus russell~ 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 a~oebo

flagellates(Naegleria et Tetramitus) et les Hartmannella. 
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Une étude immunoélcctrophorétique 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 Di~mond, 1969). 

Les amibes libres de type limax ont f~it récemment l'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 tr~vaux ont permis successivement 

d'établir l'homog€néité de Naeglerie fowleri, organisme libre 

présentant spont~nément une pathor,énicité aifuë pour l'homme, 
de démontrer son autonomie vis-à-vis d0 N.rruberi, d'observer une 
hétérogénicité subg6n€rique importante dans les genres Naegleria 
et Acanthamoeba dont les représentants tGmoignent d'une simi

larité morpholo~ique étonn~nte et de d6finir l'importance des 

affinités entre l8s principaux genres de l'ordre des Amoebida. 
Ces travaux sont repris par Visvesvara et Healy (1973, 197~) 
qui confir~ent nos observations concernant le genre Naegleria. 

Les Trypanosomatidae paraissent être les premiers 
et les plus étudiés par les réactions de précipitation, mais la 

plupart de ces travaux sont fait dans un but diagnostique. 
La première analyse compréhensive d'un Trypanosomidé est réali

sée en 1964 pnr 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 les plus importants concernant : 

a) la structure anti~énique des Trypanosornatidae (Seed 1963; 

Seneca, 1964; Ranque et al., 1969; Le Ray, 1969; Le Ray et al., 

l973' Af6haifi et Capron~ 1969, ·1911 et Dwyer;.1973); 

0 

Travaux ayant recours à l'immunoélcctrophorèse. 
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b) les réactions entre souches (Le Ray et al., 1971; Nussenzweig 

et al., 1963; Zuckerman et al., 1973); 
e) les affinit€s entre taxa du genre Trypanosoma (Bigalke, 196f 

Oelerich et Mannweiler, 1970; Bice 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'antigène du milieu de culture et de l'hôte 
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 caractères des antigènes spécifiques du sérotype des 
trypanosomes 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'exoantigènes libérés in vitro par les trypanosomes 
Salivaria (Dodin et Fromentin, 1962, Seed, 1963); 

h) la localisation cellulaire des antigènes (Brown et Williamson, 

1964; Taksyanagi, 1973). 
L'hypothèse d'une relation phylétique entre Flagellés 

et Rhizopodes vient d'être 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 été 
abordés à 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 antigènes liés à des cnmposants 
cellulaires de Paramécium ont pu être révélés par double 
diffusion (Preer et Preer, 1959). La caractérisation récente 
d'un antigène d'immobilisation de Tetrahymena (Grass, 1972) est 
particulièrement intéressante. Elle offre une vnie d'approche 



- 20 -

nouvelle à l'étud8 des antigènes de surface et des modalités 
de la variation antigénique. 

Un travail a ~t€ consacr€ aux agents unicellulaires 

du genre Chl::tmydomonas (Brown et ·v.ralne, 1967). L' immuno€lectro

horèse pr€c€dé par l'immunoabsorption met en €vidence des diff€rences 

antigéniques importantes entre espèces et entre variétés, ainsi que 
des différences r€duites entre mutants. 

Le nombre de travaux recensé n'est pas négligea~le; 

ceci montre la div8rsité des domaines abordés et l'intérêt 

offert par l'immunoprécipitation. Mais des lacunes fondamentales 
s'opposent la plupart du temps à la prise en considération des 

résultats. La structure antigénique globale des organismes est 
rarement analysée .• Lorsque c'est le cas, 1 'absence d 'hyperimmu

nisation efficace entraine g€néralement un nombre réduit de 

composants. Finalement, l'absence quasi totale d'immunoabsorp
tion empêche une appréciation définitive de la sp€cificit€ ou 
de l'isologie supportées par les composants révélés. 

--------------------------



CHAPI:rRE 2 

MATERIEL ET METHODES 

"Tout,chercheur,je crois, se souvient 

- comme de son premier ~mour - de son 

premier contact avec une vérité neuve, 
si humble qu'ait peu être celle-ci". 

Jean Rostand. 
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1. Souches étudiées. 
Les souches faisant l'objet de la présente étude sent 

originaires principalement des collections suivantes : Amcebic 
Research Unit, Institute of Medical and Veterinary Sciences, 
(I.M.V.S.), Adelaide, South Australia; Culture Centre of Algae 
and Frotozoa (C.C.A.P.), Cambridge, England; Department 
of Zoology, University of Edingburgh, Scotland et Département 
de Protozoologie, Institut de M6decine Tropicale "Prince Léopold" 
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 isolée et décrite par 
F.C. Page (1967) comme espèce type (F.C.P. n°33). Elle 
a été isolée à partir de l'eau d'une rivière des U.S.A. 
Maintenue en culture monoxfnique depuis son isolement et 
reçue à l'ITMA en mars 1973. 
Genre Naegleria Alexeiff, 1912. 
N.gruberi CCAP 1518 : Souche isolée par Pringsheim 
et reçue à l'ITMA en octobre 1971 en culture monoxénique. 
M~intenue en culture axénique depuis juin 1973. 
Naegleria sp. I.M.V.S. BG:6 : souche isolée par K.Anderson 
en Adelaide (Australie du Sud) à partir de l'eau de la 

rivière du jardin botanique.d'Adelaide. Reçue à l'ITMA 
en culture axénique en Avril 1972. 
N. fowleri ITMAP 359 : souche isolée le 4 novembre 1970 
à Anvers, Belgique, à 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 isolée le 9 novembre 1970 à Anvers, 

Belgique, à partir du liquide céphalo-rachidien d'un enfant 
atteint de ménin~o-encéphalite amibienne primitive (Jadin et al., 

1971). 

N. fowleri HB-1 : souche isol~e en juillet 1966 à Orlando, Florida 

à partir du liquide céphalo-rachidien d'un jeune homme atteint de 
méningo-encéphalite amibienne primitive (Butt, 1966). Souche reçue 

à 1 'IT~~.f\ en novembre 1970 de L. Cervà, Prague, Tchécoslovaquie. 

Cette souche a servi pour définir N.aerobia (Sineh et Das,1970) 
et N. Invades (Chang, 1971). 

N. fowleri VITEK : souche isolée en juin 1968 à Pra~ue par L. Cervà 

à partir du liquide céphalo-rachidien d'un garçon âgé de 11 ans 

atteint de méningo-encérhalite amibienne primitive (Cervà et al., 
1969). Cette souche nous a été communiquée par L. Cervà en 
novembre 1970. 

N. fowleri c-66 scuche isolée en janvier 1966 en Australie du 

Sud par R. Carter à p~rtir du L.C.R. d'un enfant atteint de 

méningo-encéphalite amibienne primitive (Carter, 1970). Souche 
originale décrite pour la première fois sous le nom de N.fowleri, 
reçue à l'ITMA en décembre 1973 de F.L. Schuster. 

N. fowleri IMVS Morgan : souche isolée en février 1972 à Adelaide, 

Australie du Sud, à partir du liquide céphalo-rachidien d'un 

enfant atteint de méninfo-encéphalite amibienne primitive 
(Anderson et Jamieson, 1972). 

N. fowleri NH-1 : isolée en mai 1972 en Nouvelle-Zélande 

(Nicoll,1973) à p.!lrtir du L.C.R. d'un homme atteint de méningo

encéphalite amibienne primitive. Souche reçue à l'ITMA en 

juin 1973 de K. Anderson. 
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N.fowleri I~WS PA 90 : isolée le 24 février 1972 à Adélaide 
(Australie du Sud) à partir de l'eau du réseau. Cette souche 

s'est montrée pathogène pour la souris après in~tillation intra

nasale et la sérolor,ie (test d'agglutination) s'est montrée 

positive en faveur de N.fowleri. Souche reçue à l'IT~4 en avril 1972. 

N.fowleri r~rs PA 117 : isolée le 23 m2rs 1972 à Port Augusta 
(Australie du Sud) à p~rtir de l'eau du réseau. Elle s'est montrée 

,athorène pour la souris après instillation intra-nasale et s'est 

avérée positiv2 en agglutination avec un antisérum anti-N.fwoleri. 
Reçue à l'ITMA en juin 1972. 

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

sèche récoltée entre P0rt Pirie et Port Augusta (Australie du Sud). 

Elle s'est montrée pathocène pour la souris après instillation 
intra-nasale et s'est avérée positive en agglutination avec un 
antisérum anti-N.fowleri. Reçue à l'ITMA en janvier 1973. 

N.fowleri N. a.1 : isolée à partir de la boue d'ér,out à Lucknow 

(Inde) et s'est montrée pathogène pour la souris après instillation 

intra-nasale (Sinch et Das, 1972). Reçue à l'ITMA en juillet 1973. 

N. j~dini ITMAP 400 : souche isolée à partir d'une piscine priv6e 
à Anvers (Belgique en juillet, 1972). A 6té décrite comme espèce 
nouvelle (Willaert et Le Ray, 1973). 

Naegl8ria sp. IMVS t : cinq souches de ce type ont été isolées à 

partir de l'eau du réseau en Adelaide (Australie du Sud) en janvier 
1972 par Anderson et Jamieson. Ces souches ne se sont pas montrées 
pathogènes pour la souris, mais elles ont 6té ar~lutinées au 
même taux qu'en rGaction homolor,ue par un anti-N.fowleri (Jamieson, 

1973). Nous avons examiné les souches IMVS A-2 et rr~s A-9. 
Reçues à l'ITMA en décembre 1972. 
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Naegleria sp. IJ'.NS PPMFB : six souches ont été isolées à partir 
d'un aquarium dans une maison de Port-Pirie (Australie du Sud). 

Un cas confirm€ de MEAP et plusieurs cas suspects s'ftaient 
déclarés à cet endroit (Jamieson, 1973). Ces souches sont 
éralement agglutinées par un antisérum anti-N.fowleri, mais 
l'inocul~tion aux animaux est restée nfgative. Nous avons examiné 
la souche IMVS-PPr·1FB-6. 

Genre Tetramitus Pertry, 1852 
Tetramitus rostratus C.C.A.P. 1581/1 : souche originaire du 
département de Santé Publique, Austin, Texas, USA. 
Souche reçue à l'ITMA en octobre 1971. 

1.1.2. Famille Hartmannellidae. 

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

culture monoxénique et reçue à l'ITMA en mars 1973. 

Genre 1\canthamocaa 
A. castellanii : souche orleln~ire de S.H. Hutner, Haskins Lab., 
New-York, USA. Reçue à l'ITMA ne K.G.M. Adam (Edingburgh) en 
février 1974. 

A. castellanii : souche isolée en 1930 par A.;~stellani à 

partir d'une culture de levures. Elle a été envoy2e p~r de CQrneri. 
Cette souche a été entretenue en présence de Cryptococcus 
pararoseus d'une part et d'autre part par la présence de bactéries 
vivantes. Elle a ~té ax~nisée dans notre département lors de 
sa réception en juin 1974. 

Acanthamoeba sp. Neff : souche isolée en 1957 à partir du sol 
du Pacifie greve en Californie (Neff et al., 1957) et reçue 
en octobre 1971 de K.G. M. Adam, Edingburgh. 
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A. culbertsoni A-1 : souche isolée par C. Culbertson en 1958 

à partir d'une culture de c~llules de rein de singe. Cette souche 
s'est montrée rathorène pour la souris et le sinre après instilla
tion intra-nasale. Entretenue en culture axénique et reçue à 

l'ITMA DE K.G.M. ~dam en octobre 1971. 

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

Entretenue en culture axénique et reçue à l'ITM~ de K.G.M.-Adam 
en janvier 1973. 

A. rhysodes : souche reçue de K.G.M. Adam, Edingburrh en octobre 

1971. Probablement une souche originale de Singh. 

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

et isolée à partir de la terre ~e Rothamsted, An~leterre. Cette 
souche a été axéniséc dans notre département dès son arrivée 

en mars 1973. 

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

et isolée â partir d'échantillons de terre arable, provenant du 
domaine de la minière, Seine et Oise. Elle a été dônée et axénisée 
dans notre laboratoire à partir d'une culture monoaxénique reçue 

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 

ffieich, 1933). Souche reçue en février 1974 de K.G.M. Adam. 

A~ astrontxis : scuche.ièolGe par.D.L. Ray en 1~54 à;pa~tir~~:t.· 

d'une eau en Seattle, USA. Reçue de K.G.M. Adam en février 1974. 

Acanthamoeba sp. ITMAP 1024 : cette souche a été isolée 

à partir de selles diarrhéiques provenant d'un enfant hospitalisé 
à la Clinique Good-Enr.els à nnvers (Jadin et al., 1973). Cette 
souche s'est montrée pathogène pour la souris. 

Acanthamoeba sp. IT~~P 361 : souche isolée à partir d'une eau de 

piscine à Anvers. Se cultive axéniquement et a ou être transmise 
à la souris à plusieurs reprises par passages intracérébrales. 
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Acanthamoeba sp. IMVS RUS 22 : souche isolée par A.Jamieson 
en 1973 à partir de la terre entourant une source d'eau chaude 
à Rotuora, Nouvelle Zélande. Cette souche s'est montrée pathorène 

pour la souris. Reçue à l'ITMA en février 1974. 

1.1.3. Famille Entamoebidae. 

Genre : Entamoeba 
E. histolytica HK 9 : souche or1g1naire de Corée (Diamond, 
1961). Les extraits antigéniques (ICN Pharmaccuticals, Cleve

land, Ohio) sont obtenus à partir de cultures axéniques 

(Dinmond, 1968). 

1.2. Phytomastigophorea. 

1.2.1. Euglena gracilis : souche pigm0ntée provenant de la collec
tion E.G. Pringsheim Pr~r,ue, Tchécoslovaquie, et reçue en 

1961 de J. Colas-Belcour, culture à température ambiante 

en milieu peptoné (peptone, 5 g; acetate de soium,2 g. 

eau distillée, 11.). 

1.2.2. Monas sp. ITMAP 422 : souche isolée le 6 janvier 1972 dans 
notre laboratoire à partir d'equ du réseau urbain d'Anvers 

(Belgique) et déterminée par le Professeur A. Hollande. 

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

1.3. Trypanosomatidae. 

1.3.1. Trypanosoma (Tryp~nozoon) brucei brucei EATRO 1125 : Isolée 

le 5 octobre 1966 à partir d'une antilope Tra~elaphus 
scriptû3 (Céphalophe) trouvée infectée naturellement à 

Mavubwe, South Busoga, Uganèa; pas de parasitémie consécu
tive à l'injection à un volontaire humain. Formes de culture 
en milieu G.L.S.H. (Jadin ct Pierreux, 1960). 
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1.3.2. T. (T.)b. gambiense ELIANE : souche isolée en 1952 à Paris 

par M. Vaucel à partir d'une patiente contaminée en Côte 

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

a été communiquée par H.Fromentin, Institut Pasteur,Paris. 

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

1938 par E. Brurnpt à partir de Triatoma sp.infectés 
naturellement dans la région de Tehuentepec, Mexique 
(Darman, 1941). Maintenue in vitro depuis 1959 au 

Service de Parasitologie, Institut Pasteur, Paris et 

reçue à l'ITMA en 1960. 

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

1967 à Bruxelles par ensemencement sur gélose au sang 
du produit de ponction sternale d'un enfant marocain 

âgé de deux ans. 

1.4. Ciliata 

1.4.1. Tetrahymena pyriformis souche isolée par E.Dyner à Varsovie 

à partir d'un sédiment d'urines d'un homme souffrant 
de glomerulo-néphrite. Souche reçue .à l'ITMAP en octobre 

1974. Se cultive axéniquement en milieu C.G.V. à la 

température de 28°C. 

2. Culture in vitro 

L'analyse immunochimique de Protistes requiert leur 

obtention en quantité importante et leur séparation des éléments 

antigéniques du milieu d'origine. L'accès à la culture axénique 
a été handicapé longtemps par l'absence d'un milieu monophasique 
adéquat. 

Les descriptions morphologiques d'amibes, au début de 

ce siècle, ont été essentiellement effectuées à 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 très longtemps dans une phase stationnaire. Il s'agissait 
de cultures d'amibes, très souvent hétérogènes, associées à 

la flore bactérienne qui s'y trouvait lors de l'isolement. 
Les cultures primitives étaient généralement réalisées dans des 

infusions de foin, da terre et même parfois de selles. 
Schardinger, en 1899, fut le premier à isoler, sur un 

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

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

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

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

Un grand nombre de chercheurs utilisent par la suite 

l'agar à 1,5 pour cent recouverte d'une couche de bactéries vi
vantes ou tuées. Seules quelques modifications ont été apportées 

par l'incorporation de produits nutritifs comme la protéase
peptone, l'extrait de boeuf et l'extrait de levure. C'est sur 

ces milieux que furent généralement isolées les premières souches 

de Naegleria provenant de cas de méningo-encéphalite amibienne 

primitive. 
Seul Mandal (1968), isola en milieu axénique liquide 

(milieu de Schüffner) 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 cc n'est par addition à ce même 

milieu gélosé de germes Aerobacter. 

Des cultures axéniques de Naegleria ont été rapportées 
par Chang (1960) ex8cutées sur milieu solide pourvu de débris 

cellulaires ou de bactéries tuées par la chaleur, cependant en 
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il en résulta seulement une croissance 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 dev0ns à Cervà (1969) les premières cultures 

axéniques de Naegleria dans un milieu liquide semi-défini, mais 
dépourvu d'élements figurés. 

D'autres milieux favcrables à la culture axéniques ont 
été décrits par la suite par Fulton (1970), Nelson et Jones (1970) 

et des modifications ont été envisagées par Willaert (1971) et 
0'Dell et Stevens (1973) en vue de l'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
mières cultures bactériologiquement pures soient réalisées. 

A l'heure actuelle les méthodes de culture se sont 

perfectionnées et les cultures axéniques sont de réalisation 

relativement plus aisée, mais restent entachées de nombreuses 

difficult2s techniques et il subsiste des problèmes non encore 
résolus en ce qui concerne les amibes du genre Hartmannella et 

VahlkampfiQ. 

2.1. Verrerie. 

La verrerie servant aux cultures doit être chimiquement 

neutre, &tre nettoyée et stérilisée facilement et permettre l'ob
servation des amibes in situ à l'aide d'un microscope inversé. 
Les récipients servant aux cultures sent lavés avec des solutions 

détergentes douces ou avec un mélange sulfochromique de Kuss 

(Bichromate de potassium en poudre, 800 g; eau distillée 51., 
acide sulfurique pur 66°, 2.750 1.), rincés abondamment à l'eau 

du robinet puis à l'eau distillée ou mieux encore, à l'eau 
bidistillée. La verrerie servant à 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 à 

l'autoclave pendant 30 minutes à 120°C, puis au four Pasteur 
pendant 3 heures à la température de 180°C. 

L~ verrerie employée, en matériaux borosilicaté 

comprend 
a) des tubes à fond plat de 100 mm x 15 mm ("Veinules", Le Veine

tube, Sainte-Savine,France) pour l'entretien des souches; 
b) des flacons carrés de 180 ml pour le départ des cultures 

massives; 

c) des boîtes de Roux de 1000 ml pour les cultures en masse. 
Les boîtes de Pétri sont en matière plastique stérilisées 

par rayonnement et jetées après 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 catégori0s : 
a) les milieux non définis, solides ou biphasiques de type agar 

recouvert d'une couche de bactéries vivantes ou tuées. 
b) les milieux semi-définis ou semi-synthétiques, monophasiques 

et dépourvus d'éléments 

(1969), le milieu C.F.A. 
(Willaert 1971). 

figurés comme le milieu de Cervà 

(Fulton, 1970) et le milieu C.G.V.S. 

c) les milieux entièrement définis ou synthétiques tel que le 

milieu de Adam (1959) et de Band (1961). 
La choix du type de milieu dépend du but poursuivi, à 

savoir l'isolement d'une souche, l'entretien en culture continue, 
ou encore l'étude de caractères biochimiques ou antigéniques des 

organismes. 
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En ce qui concerne l'isolement d'amibes libres les 
milieux non définis se montrent les plus fav~Jrables, néanmoins 
l'installation in vitro d'mne population varie selon les espèces 
et selon les souches. Il y a donc intérêt à diversifier les 
types de milieux utilisés. Puisque les amibes libres envisagées 

dans notre étude, se nourissent essentiellement de bactéries, 
à l'isolement il suffira d'employer un support pourvu d'une couche 
de bactéries vivantes ou tuées. Le support le plus souvent 
employé est l'agar à 1,5 %. Suivant les auteurs les bactéri~~ 
cmploy~es varient mais le plus souvent Escherichia coli ou 
Aerobacter aerogenes sont recommandées (Singh 1952; Culbertson,1958). 

Nous employons l'agar à 3 % pour des raisons pratiques, 
à savoir 1~ solidité du support, la déshydratation plus lente 
(pour les milieux incubés à 43°C) et la manipulation plus facile. 

L'agar (Difco) est dissout dans l'eau bidistillée par 
chauffage, puis stérilisé par autoclavage. Cette préparation est 

ensuite distribuée dans les boites de pétri à raison d'environ 
10 ml par boite. Après solidification, quelques gouttes d'une 
suspension laiteuse d'Aerobacter aerogenes, tués par chauffage 
à 60°C pendant 1 heure (souche 6068, Institut Pasteur, Paris) est 
étalée à la surface. Ces boites de pétri, prGtes à l'emploi, 
peuvent être couservées ainsi emballées dans un sac en plastique, 
bien fermé à la température de +4°C. Pour éviter une éventuelle 
surinfection par levures ou champignons, il peut être incorp0ré 

à l'agar de la Nystatine (500 U par ml.) ou mieux encore la 
5-Fluorocytosine à raison de 50 mcg par ml. 

Après l'isolement sur le milieu précité, il peut 8tre 
procédé à l'adaptation en culture uxénique en vue de l'entretien 
en culture continue, de la conservation en azote liquide et 
de l'obtention 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 

Cervà (1969), lequel a été modifié par la suite (Willaert,1971). 

Composition du milieu de Cervà : 
Bacto-casitone (Difco) 
Sérum de veau (ou de poulain) 

Pénicillin,~ 

Streptomycine 
Eau bidistillée 

20 g 

100 ml 

500.000 u 
50.000 mcg 
900 ml 

Nous avons observé que différents lots de sérums peuvent 

influencer la multiplication des amibes Naegleria. En décomplé

mentant le sérum à 56°C pendant 30 minutes, certains lots se 
montrent plus favorables, mais d'autres restent inutilisables. 

Néannoins, l'emploi de sérum de veau foetal présente un 

avantage considérable tant pour l'adaptati8n de certaines 
souches que pour l'obt~ntion de cultures plus riches. Nous 

avons aussi observé une plus grande stabilité parmi ces lots de 
sérums. 

Tout comme Stevens et O'Dell (1973) et O'Dell et 
Stevens (1973) nous avons pu constater qu'une concentration de 
5 pour cent de sérum de veau foetal donne les mêmes 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 être adaptée ~u milieu de Cervà modifié. 

Composition du milieu de Cervà modifié 

Bacto-casitone (Difco) 
Glucose 
Acide folique 

Biot in 

Sérum de veau foetal (Flow) 
Pénicilline 
Streptomycine 
Eau bidistillée 

.PH 

20 g 

1 g 

2 mg 

20 mcg 

50 ml 
500.000 u 
50.000 mcg 
950 ml 

7.0 
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Ce milieu appelé C.G.V.S. est essentiellement 

employé pour.la culture axénique d'amibes du genre Naerleria. 

Nous avons compar6 ensuite ces deux milieux à l'aide 
de quatre souches de Naegleria fowleri durant quinze repiquar,es. 

Outre deux souches anversoises (ITMA 359 et ITMA 360) nous 
avons étudié les souches VITEK et HB-1. La température de 

croissance était 37°C. 

Dans ce but, des cultures âgées de six jours ont été 
ensemencées à raison de 100.000 à 150.000 amibes par ml de 
milieu neuf. Des numérations quotidiennes ont été effectuées en 

cellule de Thomas après agitation mécanique de la culture pendant 

cinq minutes. Les chiffres obtenus sur les diagrammes représentent 

la moyenne de quatre cultures distinctes (fig. 1). 
Nous avons pu observer : 

a) en milieu de Cervà : les 4 souches se comportent de la même 

façon. nous observons des formes amiboïdes 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 à partir du 10e jour. Vingt jours 

après l'ensemencement il ne subsiste que peu de formes viables •. 
b) en milieu C.G.V.S. : les formes flagellées sont nombreuses. 

Les amibes ont ~ndance à se multiplier en ~rumeaux et parfois 

une multiplication à la surface du milieu est observé. Les 
mêmes ph€nomènes ont ét€ observés chez les trypanosomatidae 

(Jadin et WGry, 1963 et J~din et Le Ray, 1969). 
Une croissance abondante s'observe durant les huit premiers 

jours, suivie d'une phase de multiplication ~odérée. 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. Après 24 jours de culture des 
formes viables subsistent encore. 
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Figure 1 

Croissance moyenne comparée de N.fowleri dans le milieu de Cervà 
(C.S.) et dans le milieu C.G.V.S. 
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Les courbes de croissance comparatives sont représentées 

dans la fig.1 

Notre but était également de comparer les structures anti

géniques d'espèces du ~enre N~cgleri~ à celle d'espèces du genre 
Acanthamoeba, nous avons ess~yé de cultiver Acantharnoeba 

dans les mêmes conditions. Nous P.vons pu observer que ces amibes 

se multiplient abondamment dans le milieu C.G.V.S., mais également 

dans ce m~me milieu dépourvu de sérum. 

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

Bacto-carsitone (Difco) 

N~Cl 

Glucose 
Acide folique 
Biot in 
Penicilline 

Streptomycine 

Eau bidistillée 
pH 

20 g 

5 g 

1 g 

2 mg 

20 mcg 
500.000 u 
50.000 mcg 

1000 ml 

7.0 

La stérilis~tion des milieux est effectuée par filtration 

sur membranes de 0,22A~(Sartorius) et la stérilité est contrôlée. 

par incubation du milieu à 37°C pendant 24 heures. Le milieu est 

ensuite conservé à +4°C. 

2.3. Isolement. 
L'isolement d'amibes libres à 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. Après filtration de l'échantillon la membrane est ensuite 

incubée avec la face filtrante sur le surface d'agar. 
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L~è,€chantillons,de'selles; d~ofganes ou de terre ~ont 
déposés ou étalés sur une moitié de la surface d'agar. Sur l'autre 

moitié quelques pastilles d'antibiotique à large spectre sont 
disposés de façon à obtenir une zone relativement exempte de 
contaminants microbiens, ce qui facilite la mise en culture axénique 

des amibes prélevées à ces endroits. Les boîtes de Pétri sont 

ensuite scellées au parafilm, afin de conserver l'humidité. 

Trois boîtes de Pétri d'un même échantillon sont successi
vement incubée3 aux températures de 28°, 37° et de 43°C, ce qui 
Permet de sélectionner les amibes pathog~nes. En effet, Naegleria 

fowleri se multiplie à la température de 43°C tandis que les amibes 

non pathogènes ne se multiplient pas à cette température élevée 
(Griffin, 1972). 

Après observation d'une multiplication amibienne à l'aide 
d'un microscope inversé, on peut procéder à l'isolement d'une 

colonie d'amibes végétatives apparemment homog8ne, ou attendre 

la formation de kystes pour prodéder au clonage. La présence de 

kystes permet d'orienter le diagnostic du genre de l'amibe. 
La forme caractéristique des Rystes d'Acanthamoeba (fig.2,3) et 
de Naegleria (fig. 4,5,6) facilitent notre choix. 

2.4. Clônage. 

Pour travailler dans des conditions optimales avec une 
Population homog~ne, nous clônons les souches utilisées à partir 

de kystes. La méthode employée a été récemment décrite par Das 
(1972). Les kystes sont récoltés sur la surface d'ag~r avec de 

l'eau distillée, puis lavés à plusieurs reprises par centrifugation 

S'il y a une trop grande contamination bactérienne. Le clônage est 

effectué sur des plàques à cupules (~gr,lutination slides Clay-~dams), 
sous le microscope à faible grossissement (obj. x10, oc. x 10). 



Figure 2 

Kystes d'Ac~nthamoeba sp. 

Figure 3 

Kyste d'A.c~stell~nii Neff. 

Figure 4 
Kystes de N. é,Tllberi CCAP 1518. Les ostioles sont nettement visibles. 

Figure 5 
Kystes de Naegleri3. sp. 

Fi11ure 6 
Kystes de N.fowleri. 
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Des microgouttes d'eau distillée sont placées dans chaque 
concavité de la plaque, do façon à ce qu'une goutte recouvre 

un champ microscopique. Avec une micropipette une gouttelette 

contenant quelques kystes est ajoutée à la première goutte. Sous 
observation microscopique; il est possible à l'aide d'un capillaire 

de prélever 2, 3 ou 4 kystes et de les tranférer dans la goutte 

suivante. On poursuit ce transfert jusqu'à obtention d'un seul 
kyste dans une gouttelette. Ce kyste peut être transféré plusieurs 

fois afin de s'assurer de la présence d'un seul kyste. Ce kyste est 
ensuite inoculé sur une surface d'agar recouverte de bactéries tuées. 

Ainsi à d'une culture hétérogène 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 clônage, mais moins précis, consiste 

à enfoncer, une pipette Pasteur finement effilée dans la 
surface d'agar à.l'endroit où se trouve un seul kyste ou trophozoite. 

Ensuite on dépose en soufflant lé~èrement dans la pipette, le 

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

tion est aisément effechuée à l'aide d'un microscope inversé. 
Cette méthode est très rapide mais la 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'~st 

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

tion fongique, pour prélever une colonie d'amibes apparemment homo
gène. Cette manipulation permet souvent d'éliminer les contaminations. 

Le clônage d'une population constitue une étape importante 

dans tout étude envisagée. Il faut, avant de p0ursuivre 
toute analyse, vérifier l'homogénéité parfaite de la population 

d'organismes étudiée. 

2.5. Adaptation. 
A partir d'une culture de formes végétatives d'une popula

tion clônée, 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 
espèces, plus marquées, en milieu monophasique que sur milieu 

solide. Nous l'avions constaté avec Le Ray (Le Ray et al.,1970) 

pour les Trypanosomatidae. Notre expérience a montré que : 
11 le fait d'avoir isolé une souche ne sicnifie pas nécessairement 

que cette souche pourra être régulièrement subcultivée : une 
crise d'adaptation s~observe au cGurs~des pfemiers t~piquages, 

causée vraisemblablement par la disparition de certains 

constituant~ de leur environnement; 
2/ le transfert de la culture d'un milieu donné à un autre requiert 

également une période d'adaptation. Cette période d'adaptation 

peut être longue et difficile à 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 à 28° et 37°C. L'incubation à différentes 
températures permet de trouver la température optimale, donnant le 

meilleur développement de la souche. 
Les cultures sont examinées au microscope inversé; 

dès l!observation d'une multiplication favorable, la population 
est repiquée . 

L'aur,mentation de la fréquence des subcultures aide 

à surmonter la phase lytique qui se produit dès les premieres 

subcultures pendant l'adaptation des souches. 
Parfois, il est nécessaire d'avoir recours à des antibio

tiques pour éliminer les contaminants bactériens provenant de l'iso

lement. Nous employons de préférence la Neo~ycine (10 mcg par ml) 

ou la Rifadine (50 mcg par ml). 
On effectue le repiquage à l'aide d'une pipette Pasteur 

stérile en prélevant une partie du culot et en le transférant dans 

du milieu neuf, préalablement chauffé à une température égale 
à celle du laboratoire. 
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Quand les contaminants bactériens ne sont pas éliminés 

p~r l'addition d'antibiotiques, il peut être 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 incubée au bain-marie à 56°C pendant 

30 minutes. Puis on ensemence les milieux neufs. Airtsi nous 
avons obtenu des cultures axéniques d'Acanthamoeba dont les kystes 
sont tr~s résistants à la chaleur. Il faut procéder à plusieurs 

repiquages successifs permettant de stabiliser l'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 fois bien établie sur un 
milieu donn6 une souche peut se cultiver indéfiniment sans diffi
culté particuli~re • 

Certains échecs ont été rencontrés durant nos isolements 

et adaptations, c~r toutes les esp~ces ou s0uches ne se multi

plient pas en culture axénique dans nos conditions d'expériences. 

Il s'agit, une fois de plus, d'espèces appartenant aux genres 
Vahlkam9fia et Hartmnnnclla. 

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 à 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 l'inoculum est contrôlée au microscope à contraste de paasa 
afin de s'assurer de la pureté de la culture. 

Les repiquages à 28°C se font tous les 8 à 10 jours et 

ceux à j7°C tous les 5 à 6 jours pour les souches de Naegleria. 

Les souches d'Acanthamoeba qui se lysent moins vite, sont repiquées 
tous les 8 jours à 37°C et tous les 14 jours à 28°C. 
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2.7. Culture en masse. 
Le développement d'une culture peut être décomposé 

schématiquement en quatre phases (fig. 7). 
1) phase de latence 

2) phase de multiplication active (cu log?.rithmique) 

3) phase stationnaire 

4) phase de lyse. 
Pour Rvoir un bon rendement en corps cellulaires lors de 

la récolte, la culture doit être maintenue en phase logarithmique 

de multiplication. Les organismes sont à prélever en fin de phase 

2 et le volume de l'inoculum doit être évalué de manière à ramener la 

population au début de phase 2. 
La production des antigènes en grande quantité, nécessite 

la culture massive des amibes dans des récirients à grand volume. 
Ces cultures massives sont réalisées en flacons de Roux 

de 1000 ml préalablement siliconés, contenant 200 ml de milieu 

de culture. Dans ces flacons le milieu est étalé en une couche mince, 

assurant une bonne oxyg~nation. L'ensemencement est réali~é par , 
l'inoculation de 50 ml d'une culture de 7 jours environ. 
Quand il s'agit d'amibes du genre Naegleria, de 10 à 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 toua ~es 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 flacon 

de Roux permettant la culture en couche mince. Dans le cas, des 

amibes, le~ volume minimal de 1' inoculum a été ép.al au quart de volume 

à ensemencer. 
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Figure 7 
Evolution schématique d•une culture cellulaire de Naegleria in vitro. 
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Les organismes sant récoltés au début de la phase 

stationnaire après 8 à 9 jours de culture pour Naegleria 
et a.près 10 à 12 jours de culture pour Acanthamoeba. 

3. Cryoconservation 

3 .1. Principes. 
La conservation de souches de Protozoaires à basee 

température est devenue indispensable car l'entretien d'une 
collection pose toujours un problème aux laboratoires. Cet entretien 

nécessite un temps et un matériel considérable, de plus les 

souches sont constamment à la merci d'une surinfection et 

surtout de modifications de leurs caractères morphologiques et 

biolo~iques qui surviennent inévitablement au cours des pass~ges. 
Les basses températures arrêtant le métabolisme cellulaire, 

constituent en théorie le moyen de choix pour conserver des corps 

cellulaires dans l'état d'origine. 

Depuis le début de ce siècle la congél~tion à basse 

température a permis à Laveran et Mesnil (1904) de retrouver virulent 

Trypanosoma lewisi après un séjour de 15 minutes à -196°C, 

température de l'azote liquide. Depuis, bien de recherches 
ont été menées pour la mise au point des méthodes appropriées 

à chaque micro-organisme. 

Les travaux de Meryman (1960), Mazur (1960,1962) 
et Resseler et al.Ç1965) sur des micro-organismes et des 
protozoaires, ainsi que les travaux de Lovelock (1953) sur des 
globules rouges émettent une thécrie pénérale : si on considère 

un système biologique quelconque, ccnstitué d'eau et de cellules, 

soumis à un abaissement pror.ressif de température, deu~phénornènes 

physiques interviennent; d'abord un ralentissement de la vitesse 
des réactions chimiques, ensuite un chanrement de phase par 

cristallisation de l'eau sous forme de glace. 
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Lcrs de la cropr~servàtion deux passages critiques sont à 

prendre en considérn.tion; tout d'abord la congélation prof!ressive, 
ensuite la décon~élation qui doit être brutale. 

3.2. Technique. 

A l'Institut de M~decine Tropicale à ~nvers, RPsseler 
et al. (1965) ont mia à~ point bn~ technique, laquelle a permis 
de stabiliser avec succès 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 

ég~lement montrée valable pour de nombreux autres organismes. 

Néanmoins, pour les amibes du genre Entamoeba, la technique 

s'est montrée ineffic~ce. Pour cette raison, nous préconisions 
une méthode dérivée de celle de Neal (1974). Cette technique procède 

par congélation lente en présence des diméthylsulfoxyde (OMSO) 
comme agent cryoprotecteur, par conserv~tion à -196°C dans l'azote 

liquide et par déconcélation rapide. 
Deux volumes de plusieurs culots de cultures riches en 

amibes (concentration éventuelle par centrifugation afin d'obtenir 

environ 1.106 amibes par ml) sont mélang~s aseptiquemeht~ â 
un volume d'une solution â 22~ 5 %de diméthylsulfoxyde (Merck, 
Darmst~dt) en ringer glucosé â 1 %, préalablement stérilisée par 

filtration, afin d'obtenir une concentration finale de 7,5 J. Ce 
mélange est rCparti dans des ampoules de 1ml en verre borosili

caté recuit (Vel, Leuven) scellées à l'aide d'un chalumeau. 

Le nom de la souche et la date de congélation sont mentionnés 
sur une étiquette a1.1tocollante protégée par du papier adhésif 
transparent. 

La congélation est effectuée â l'aide d'un dispositif de 

refroidissement contrôlée (Linde, Biological Freezer, modèle BF-3-1, 

Union Carbide) permettant des taux de refroidissement de 0,5°C 

â 19°C par minute. Ce dispositif comprend une enceinte de congélation 

d'une unité de contrôle thermique. L'enceinte de congélation d'une 
capacité de 40 ampoules est refroidie par vapeur d'azote liquide. 
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A l'aide de ce dispositif, la congélation lente est assurée 

par équilibrage de la suspension en ampoules pendant 10 minutes 

à + 5°C ensuite par refroidissement de 1°C par minute jusqu'à 
-70°C, puis de 5°C p~r minute jusqu'à -100°C. 
La conrflation lente s'effectue sous le contrêl~ d'un inté~r~teur 

de température dont la courbe de congélation est mécaniquement., 

enr€gistrée (type G-11 A, Varian Associates, Palo Alt~, California). 

Les ampoules sont ensuite émergées à -196°C dans l'azote 

liquide. Les récipients utilisés pour la conservation de nos 
souches sont des conteneurs isothermes de 28,5 litres de capacité 
de type Linde LNR-25-B, comprenant six canisters munis de cinq 

pots en aluminium pouvant contenir chacun vingt ampoules, soit 

au total environ 600 ampoules p~r par conteneur. Le niveau 

d'azote liquide est réajusté chaque semaine. 
Pour la décongél~tion, l'ampoule prélevée est immédiatement 

plongée1ans un bain-m~rie à 40°C. Après environ 90 secondes d'agita

tion mécanique, la ccntenu de l'ampoule est revenu à l'état liquide. 

Pour chaque souche congelée, une fiche de référence est 

établie, portant le nom et les caractéristiques de la souche ainsi que 
ses conditions de congélation et son numéro d'ordre (conteneur, 
canister, pot) dans la cryothèque. 

Nous préservons de cette façon des souches d'amibes depuis 

4 ans, tout en conservant leurs caractères morphologiques et biolo
giques. Notre collection d'amibes conservéœen azote liquide s'élève 

à plus de 150 souches. 

4. Préparation des extraits antigéni~ues. 
La pureté et l'intégrit6 des antigènes cellulaires 

dépendent essentiellement des procédés de lavage, d'extraction 

et de conservation qui leurs sont arpliquée. Des conditions normalisées 
ont été définies sous contrôle immunoélectrophorétique systématique 
des étapes préparatives. Les organismes récoltés sont lavés puis 

broyés mécaniquement à l'état congelé, les extraits ont été 

ultracentrifugés, dialysés, lyophilisés et conservés sous gaz inerte. 
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Toutes les manipulations sont menées le plus asepti

quement possible. Dès l'extraction des constituants cellulaires 

la température a été m~intenue entre 0 et 4°C. 

4.1 RÉcolte. 

Les amibes sont récoltées en fin de la phase ~e multi

plication active, c'est-à-dire pour les Naegleria se cultivant à 

37°C au 8e jour et peur les Acanth~moeba se cultivant à 28°C 
entre le 10e et 12e jour de leur multiplication. 

Aqant la récolte tous les flacons de cultures sont 

examinés macrocospiquement et microscopiquement afin de 

s'assurer de 1~ pureté des cultures. L'absence de bactéries est 

contrôlée par ensemencement des cultures sur eélose et bouillon 
nutritif (B.H.I., Difco) et de champignons par ensemencement sur 
milieu Sabouraud. Périodiquement, l'absence de germes anaerobies 
est contrôlée en milieu thioglycolate et l'absence de Mycoplasma 

par ensemencement direct sur ~élose PPLO. Ces examens ont 

donnés des résultats n6ratifs. 
Ensuite, les amibes s~nt concentrées par centrifugation 

à température ambiante en pots de 250 ml dans un app~reil Martin 

Christ (Osterode am Harz) modèle universal junior III, muni d'une 

toupie à quatre godets (rotor n° 5010). La vitesse de centrifu

gation est de 885 g pour N~egleria et ~e 1500 g pour Acanthamoeba 
rendant 19 minutes. Le surnareant est aspiré au moyen d'une pipette 
reliée à une trompe à eau et un récipient intermédiaire. Les 
culots sont rassemblés dans des pots piriformes (tubes à essai des 

huiles n° 3114, capacité 125 ml) avant de procéder aux lavaees. 

4.2. Lavage. 
Le lavage a pour but d'éliminer les contaminants antigéni

ques du milieu de culture. Les orr.anismes récoltés sont lavés dans 

une solution de casitone glucosée (casttone, 10 ~; r,lucose 1 g et 

eau bidistillée, 1 litre) afin d'éviter une trop grande lyse : 

l'efficacité du lavage ainsi que la lyse cellulaire ont été 
visualisées par l'analyse immunoélectrophorétique des eaux de lavage 
à l'ai~e d'.immunsérum anti-milieu de culture et ant~orpanismes 
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(cfr. 3.1.2.). Les lavages ont 6tê effectu6~, à quatre reprises 

par centrifu~ation à 4°C à 885 g pendant 10 minutes en ce 
qui concerne Nae~leria et à deux reprises à 1500 g pendant 

~0 minutes pour Acanthamoeba. 

4.3. Extraction 
Pour obtenir une bonne apprêciation du rendement 

des cultures, le culot de centrifugation est pesê après les 
lavages et mis en suspension dans une solution rêfrigérée stêrile 

de NaCl 0,017 M à raison de 4 à 8 ml de solution par gramme en 
poids humide d'organismes. La salinitê de la suspension êvite 

la prêcipitation d'êventuelles englobulines cellulaires. 

La concentration des or~anismes constitue un facteur 
important dans la qualitê antigênique. Toute dilution entraine un 

abaissement de la température de dêcongélation du du système lors 
de la lyophilisation des extraits cellulaires et dêfavorise 

les conditions de lyophilisation. 

Deux modes d'extraction ont êtê employés. 

Nous avons eu recours, pendant la première partie 
du travail, à la technique du "mortier-glace" préconisêe par 

Bi~uet et Capron (1965). La suspension des amibes en NaCl 
0,017 M est versêe dans un mortier en porcelaine (Haldenwanger)~ 

modèle 54, capacitê 2.500 ml). Le mortier est placê au congêla

teur à -30°C. 
Lorsque la suspension est complètement congelêe c~ effectue 
un broyage à l'aide d'un pilon, réduisant ainsi prorressivement 
en poudre le produit congelê. La poudre est ensuite triturêe jusqu'à 

fusion presque complète. Ce traitement est rêpêtê au moins 5 fois. 

Le nombre de broyage, nécessaire pour obtenir une extraction 

optimale a êtê mis au point pour les Trypanoso~atidle (Le Ray,1957). 
Ensuite, nous avons eu recours à la m~·~cde d'extraction 

prêconisêe par Ebedo (1960) à l'aide d'une presse hydraulique. 
La "X-Press ti (Biotec, Bromrna, Suède; distribué en 

Belgique par L.K.B.) existe en deux modèles, une de capacité de 5 

ml et une de capacitê de 25 ml. (fif. 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 à désintér.rer est introduit dans un des cylindres et 

congelé à -30°C en même temps que deux pistons courts logés 

dans les cylindres et un lon~ piston sur lequel la pression 

est appliquée. Après avoir refroidi l'ensemble, on applique à 

l'aide d'une presse hydraulique, une pression d'environ 13 
Tonnes/cm2 . 

Le ~ontenu conpelé du cylindre, sous l'action de la 

pression, traverse le pertuis (2 mm de diamètre), ce qui provoque 

la désinté~ration des amibes. En fait c'est le passage de la 
phase "glace I" en "glace II" qui se produit entraînant un 
brusque changement dans la structure des cristaux. Ceci combiné 
à la contraction rapide suivi de l'expansion du matériel congelé dé

sintégré des amibes, après la chute brutale de la pression. 

La passage de la totalité de l'antigène par l'orifice est 
répété à 4 reprises. Entre chaque passa~e l'X-Press est de nouveau 
porté au congélateur à -30°C. Après le dernier pasaa~e, l'antigène 

touj,urs congelé, es~ récupéré puis décongelé. 

Nous préférons la méthode à l'X-Press, car les manipula

tions sont moins longues, moins fastidieuses et le produit obtenù 

est de qualité égale à celui obtenu par le broya~e manuel. 
La qualité de l'éclatement cellulaire, par les deux 

méthodes a été contrôlée par les examens pratiqués en microscopie 

optique et en microscopie électronique et ne montrent plus de 

celulles ni d'organelles intactes (fig. 9). 

4.4. Ultracentrifugation préparative. 

Après décon~élation de l'antigène, celui-ci est condi
tionné dans des tubes à centrifufe en polycarbonate fabriqués pour 

le rotor 40.000. L'ultracentrifugation est menée à 40.000 ~ à 

+ 4°C pendant 60 minutes dans une ultracentrifugeuse Martin
Christ, modèle Omega II 700. 



Figure 8 

Représentation schématique du principe de l'X-Press : Les 

crganismcs conr,elés traversent le pertuis sous l'~ction de la 

p;ession, ce qui entr~ine la désintérration effective des 
corps cellulaires. 

Fi~ure 9 

Contrôle en microscopie électronique de la qu~lité de la 
désintééTation cellul2ire. 



X- PRESS 

8 
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Une centrifufation insuffisante se traduit en immu~· 

noélectrophorèse soit par un éclatement de puits de dépôt de 

l'antigène, soit par une traînée obscurcissant le parcours 

électrophorétique. 

4.5. Dialyse. 

Après centrifugation, le surnageant est dialysé. Celui

ci introduit en tubes à dialyse Nojax (Sophyc, Levallois) 

calibre 16 ou 21. La membrane contenant l'antigène est ensuite 
immergée dans 1 'eau distillée à + 4 °C pendant environ;· .·~24 _ ·.~:.' ~~·:. 

heures. Un rapport minimal de 1 : 100 entre les volumes du 

liquide à dialyser et de l'eau distillée est respecté. 

4.6. Lyophilisation 

La lyophilisation constitue également une étape 

importante dans la prépétration des extraits antigéniques. 

Nous avons eu recours à un équipement Usifroid 

(Boulogne, France) comprenant un congé1ateur à rouleaux, 

un microsublimateur de type MSP 32-4 et un g~lvanomètre relié 

à une série de sondes thermiques ce qui fournit la possibilité 

d'un contrôle permanent des divers paramètres 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 flncon est ensuite déposé horizon

talement sur le coneélateur à rouleau dans un bain d'alcool et 

de carboglace et le produit est conf.elé rapidement en coquille 

à une température la plus bassepo~sible. Le flacon est ensuite 

rapidement introduit dans une alvéole du subliwateur, relié à 

l'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, très 

légère et bien soluble dans l'eau distillée. 
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4.7. Conservation. 
L'antigène est pesé et conditionné dans des flacons 

à pénicilline à raison de 20 à 30 mg, à fin de connaître le 

rendement final d~ la culture en poids sec. 
L'extrait antigénique est conservé à l'abri de toute 

réhydratation et réoxygénation pour ne pas altérer la qualité. 
Une meilleure conservation est assurée par le maintien sous 
gaz inerte ou l'air est remplacé par l'azote stérile (Azote 
A 28, Air liquide). Les anti~ènes ainsi traités peuvent être 
conservés à l'obscurité et à la température ambiante du labora
toire, ou mieux encore en con~élateur à -30°C. 

Nous n'avons observé aucune altération importante 
des extraits conservés après 36 mois et plus. 

4.8. Rendement. 
Le rendement de la récolte dépend de la qualité du 

sérum de veau incorporé au milieu de culture (facteur à néf.liger 
après emploi du sérum de veau foetal) de la qualité de l'inoculum 
et de la durée de multiplication. 
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Nous avons eu recours, pour ce travail, à 172 litres 

de milieux C.G.V.S. et à 86 litres de Milieu de culture C.G.V. 210 

grammes d'organismes ont fourni 9 g d'extrait lyophilisé. 
Généralement les récoltes· ont été de l'ordre de 1 r d'organismes 

par litre de milieu de culture et le lyophilisat a représenté environ 
4 pour cent du poids humide (T~bleau 2). 

La qualité ~ntigénique des extraits obtenus a été 
const~nte durant toute la période du présent travail. 

4.9. Analyse physico-chimique 

Des lyophilisats de six espèces différentes ont été 

analysés par examen spectrophotométroqie dans l'ultra-violet 

et dans le visible et par dosage de l'azote. 

4:9.1. Spectrophotomêtrie. 
Les spectres d'absorption lumineuse ont été établis 

à l'aide d'un spectrophotomètre enregistreur Beckm~n, modèle DB ( 

(double faisceau) en cuves de 1 cm (chemin optique); spectrophoto

mètre : DO de 0 à 2; enregistreur : 100 mV, vitesse 2 et 5, 
étalonnage avec témoins e~u bidistillée et sulfate de dextrane 
(donnant un maximum d'absorption à 260 mn); dilution effectuée: 
1 mg/3 ml. 

a) ultra-violet 

Quatre lots de N.fowleri (souches ITMAP 359, HB-1 
et H1VS Morgan) , un lot de N. j adini ( ITMAP 400) et un lot de 

N.gruberi (c.c.A.P. 1518) ont été examinés à la concentration: 

de 1 mg/ 3 ml eau bidistillée. Les spectres U.V. de N.fowleri 
(fig. 10) et de N.j~dini sont qualitativement et quantitativement 

à peu près identiques. La pente ascendante de la courbe est faible 
ct croit lentement dans la zone située autour de)... =280 nm. 

On observe un maximum d'absorption vers~= 258 nm et un minimum 
ver~245 - 248 nm. Le spectre d'absorption de N.r,ruberi est un 

peu différent et montre un maximum d'absorption vers ~ =266 nm 
et un minimum vers ).... = 2 4 7 nm. 

-5-
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· Le matêriel U.V. absorbant de N.fowleri et de 
N.j~dini est constituê essentiellement d'acides dêoxyribonuclêiques 

et de ses dérivês tandis que chez N.gruberi le matériel U.V. 

absorbant consiste surtout en dêrivés d'acide ribonuclêique. 

Un lot d'A.castellanii (souche Neff) et un lot d'A. 

rhysodes ont êtê examinés à la concentration de 1 w~/3 ml eau 
bidistillée. Les spectres U.V. de ces deux souches sont 

sensiblement identiques (fie.11). On observe un maximum d'absorp

tion vers~= 258 nm et un minimum vers~= 240-243 nm. 
Ces spectres sont typiques des acides nuclêiques 

et dêrivês. La quantitê importante d'acides nucléiques 
dans les lyophilisats reflète la multiplication exponentielle 

des organismes étudiée. 
b) Visible : 

Les mêmes lyophilisats ont étê examinês à la même concen
tration qu'en ultra-violet. 

Aucune absorption n'a êtê observée entre ~ =320 nm 

et = 800 nm. On peut conclure à l'absence de pigment 

en quantité dêcelable dans les conditions de l'examen. 
La même observation a êté faite pour T.b.brucei 

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



DO 2 

Figure 10 
Spectre d'absorption dans l'ultraviolet d'un 
extrait antigênique lyophilisê de N.fowleri. 
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Figure 11. 
Spectre d'absorption dans l'ultraviolet d'un 
extrait antigênique lyophilisê d'A.castellanii. 
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Tableau 2 Rendement de la récolte (poids humide) et de 
l'extraction (poids sec) de diverses espèces de 
Naegleria et Acanthamoeba. 

Espèce Souche Nombre Poids humide Poids sec 
Lots (mg/1 milieu) (% poids humide) 

N. fowleri ITr1AP 359 4 1.021 6,2 
N.fowleri ITMAP 360 2 690 6,2 
N.rowleri 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 
~4. fowleri c-66 1 892 5,8 
N. jadini ITMAP 400 2 911 3,9 
N.gruberi C.C.A.P. 1518 3 529 . 5,4 
Naegleri~ SE· fVIEDVED A !l 735 ~'~ 
NaeE;leria SE· MEDVED PPr.WB 2 814 4,3 
Naegleria so . MEDVED BG 6 2 1. 495 4 . 
Acanthamoeba sp.Neff 3 866 3,6 
A.rhvsodes C.C.A.P. 1534 2 784 4,7 
A.culbertsoni .-1 3 1.046 2,7 

A.r;ol;z~haga 1 324 4,3 

Acanthamceba s:e. ITMAP 1042 1 756 4,7 
A.nalestinensis 1 404 4,2 

A.astron:t:xis 2 837 3,3 
A.terricola 1 453 5,5 
A.castellanii 1 924 4,3 
A.castellanii (d.c) 2 760 3,6 
Acanthamceba s:e. IMVS RUS 22 1 1.016 2,6 
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4.9.2. ~osage d'azote. 
Le dosage d'azote a été effectué par la méthode de Dumas 

appliquée au Nitrogen Analyser, modèle 29 Colemena. Les examens 

ont porté sur des quantités de lyophilisats de 2 mg et 2,5 mg. 

La teneur en azote chez une même souche est stable 

d'un lot à l'autre de lyophilisat (tableau 3), mais par contre 

variable d'une souche à l'autre d'une même espèce. 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 à 25,2 suivant les 

souches. Des lyophilisats de N.gruberi obtenu après culture 
monoxen1que et axénique, montrent une teneur en azote variable, 

allant de 11,7 à 14,5 pour cent. Des lyophilisats de trois 
espèces différentes d'Acanthamoeba ont montré peu de variation 

en teneur d'azote allant de 16,6 à 18,2%. 
Tableau 3 : Teneur en azote d'extraits lyophilisés de Naegleria 
et d'Acanthamoeba. 

Espèce souche Lyophilisat mg % azote 
----------·----------------------------------------------·---------

Naegleria 

N.fowleri 

N. fowleri 

N. f0wleri 
N. fowleri 
N. ·· fowleri 

N. rruberi 
N. gruberi 

N. j adini 
Naegleria sp. 

Acanthamoeba 
Ac11nthamoeba sp. 
.1\cçmthamoeba so. 
A. rhyàodes 

ITrtJ.AP 359 
• 

Il 

Il 

MEDVED Morgan 

VITEK 
HB-1 
MEDVED PAa 

C.C.A.P. 1518 
C.C.A.P. 1518 
ITMAP 400 
MEDVED BG-6 

Neff 
ITMP.P 1042 

en culture monoxénique 
en cnlttœe a:>Çél1ÏQ\le 

+ 
0 

2 

3 
5 
1 
2 
1 

3 
5 

9 
1 
2 

1 

1 

1 

16,2 
16,1 
16,6 
20,8 
20 
25,2 
15,2 
11,1 
14,5 
16,7 
17,6 

16,6 
17 
18,2 
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5. Analyse immunoélectrophorétique. 
Les principes de l'analyse immunoélectrophorétique 

ont été développées par l'Ecole lilloise de Biguet et Capron 
(Biguet et al., 1965; C~pron, 1970). Le protocole proposé pour 

les antigènes vermineux et fongiques procède par hyperimmuni
sation du lapin à l'~ide d'extraits lyophilisés en présence d'ad
juvants, par absorption assurant la spécificité des hyperimmun
sérums et par immunoélectrophorèse. Il nous restait à en 

adapter les modalités à 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 ke sont immunisés par injection 
hebd0madaire, dans l'espace sous-claviculaire, de 2 mg d'antigène 

hydrosoluble dissout dabs 0,5 ml d'eau physiolovique, émulsionné 

dans un volume éFal d'adjuvant de Freund complet (Difco). Avant 
La première injection de l'antigène, on prélève du sang pour contrôler 
l'absence d'antic0rps naturels vis-à-vis l'antigène 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 contrôle bimensuel de sérums en immunoélectrophorèse. 

Ce procédé d'immunisation permet d'obtenir des sérums hyperimmuns 
(hyperimmunisation). 

Une immunisation révélant la cinétique de l'apparition 

des anticorps est menée avec un antigène figuré. Cet antigène 

constitue le culot de l'ultracentrifugation préparative, lequel 

est injecté de la même façon que pour l'hyperimmunisqtion sans 
adjonction d'adjuvant de Freund. Cette immunisation est menée 
durant six semaines et les 1apins sont saignée deux fois par 
semaines. 

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

Les saignées s'effectuent à la veine marginale de 
l'oreille à l'aide d'un dispositif de saignée sous vide. Après 

la sixième semaine d'hyperimmunisation la première saignée 

s'effectue, puis sont pratiquées tous les quinze jours, pendant 

que l'immunisation continue. Une sairnée de contrôle est effectuée 
avant toute injection. Des volumes de 20 à 150 ml de sang sont 
obtenus. Le sérum est séparé après rétraction du caillot le 

jour de la saignée. L'immunsérurn recueilli à chaque saignée est 

caractérisé par le numéro du lapin et par le numéro d'ordre de la 

saignée. 

5.1.3. Contrôle, caractéristiques et conservation. 
Dès l'obtention des imrnunsérums leur qualité et leur 

spécificité ont été examinées en double diffusion et en immu
noélectrophorèse. Les anticorps précipitants dirir.és contre 

les composants antigéniques originaires du milieu de culture 

ont été épuisés par absorption. Des mi~nées distinctes n'ont 

jamais été mélan~ées. Les immunsérums ont été conservés 
par congélation à -30°C pendant les contrôles de qualité 
ensuite par lyophilisation en volume de 0,3 ml et maintien 

sous vide en ampoules scellées. 

5.2. ~bsorption 
Les antic0rps non spécifiques présents dans un immun

sérums ont été absorbés par des extraits antigéniques hétérolo~ues, 
afin de déterminer les composants ~ntipéniques spécifiques de l'or

ganisme étudié. L'épuisement de ces anticorps est contrôlé 

par double diffusion en gel. Nous avens rencontrée une difficulté 

au cours de notre étude due à la présence d'antigènes app~rentés 
présents chez l'organisme hétérolorue en qu~ntité beau~oup plus 

faibles que chez l'organisme homolo~ue. L'absorption ne 
provoque alors qu'un épuisement apparent. Pour pouvoir ~ffirmer 

la spécificité des résultats, il est nécess~ire de poursuivre 
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l'absorption au delà de la dose nécessaire à l'épuisement, 
sans qu'une modification des arc€ de précipitation en réaction 

homolo~ue se révèle. 
L'épuisement des immunsérums a ét€ 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 antigènes du milieu de culture. 
b) lors de la comparaison des mosaïques antigéniques d'or~anismes 

distincts à l'aide de lyophilisats d'extraits hét€rolo~ues, 

afin d'établir la spécificité antigénique de l'organisme homologue. 

L'absorption est menée par solubilisation des extraits 

antigéniques directement dans l'immunsérum. Préalablement, la 
dose d'absorption a €té définie en micro-méthode par addition 

de quantités croissantes d'antigènes hétérologues (solution d'an
tigène à 1 mg dans 20 microlitres d'eau distillée), par incubation 

à 37°C pendant 2 heures puis à 4°C pendant la nuit et par 

centrifugation à 2.800 g pendant 10 minutes. 
L'ensemble de l'épreuve d'absorption consiste dans 

a) le contrôle en m~cro-immunodiffusion de l'existence de réactions 

croisées (fig. 12); 

b) l'épuisement progressif de l'immunsérum par addition de quantités 

croissantes d'anti~ène hétérolo~ue et contrôle en micro
immunodiffusion vis-à-vis des antigènes hét€rolorues et homo
gènes (fig. 13). Ceci permet de déterminer la quantité d'anti

gène. hétérologue nécessaire et suffisante pour assurer la 

disparition totale des réactions croisées. 
c) l'absorption de l'immunsérum répété une seconde fois à l'aide 

de la dose d'épuisement apparent et contrôle en micro

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

e) l'analyse immunoélectrophorétique en caractérisant les composants 

antigéniques spécifiques (fig. 15). 



Etapes de l'épreuve d'absorption croisée 

F~.gure 12 
Réactions croisées entre N.fowleri et N.rruberi, révél~es à 

l'aide d'un hyperimmunsérw~ anti-N.fowleri. 

!"i_g~-~.-.U 
Absorption progressive de l'hyperimmunsérum anti-N.fowleri 
par un extrait de N.gruberi. 

F~gure 14 

Contrôle d'épuisement en double diffusion des réactions croisées. 

Figure 15 --------
Caractérisation immunoélectrophorétique des spécificités 

antigéniq~es de N.fowleri. 
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5.3. Précipitation en gel. 
Les réactions d'immunoprécipitation sont pratiquées 

selon les méthodes de Biguet et al. (1965). 

5.3.1. Substrat 

Nous employons l'ararose (indubiose type A 37;Industrie 
Biolorique Française, Genneviliers) à 1 % en tampon barbit~l 
à pH 8.2.(16 g de diéthylb~rbiturate de sodium, Merck; 22 ml 
HCl 1N, eau distillée à 1.000 ml; pH 8.2 : I 0,1). L'ar,arose 
est dissout dans le tampon barbital au bain-marie sans dépasser 

90°C. 
Les lames de verre destin6es à 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 été néttoyées 
dans un bain d'acide sulfochromique, rincées à l'eau destillée 
et conservées dans du méthanol-éther éthylique (volume 1 : 1). 

Les lames sont recouvertes rapidement avec l'agarose 
à raison de 4 ml par microla~e et de 12 ml par macrolame 
(environ 1 ml d'àrarose p~r 5 cm2 épaisseur couche est d'environ 
3 mm). Laisser refroidir à température ambiante. 

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

par Abelev (1960) a comme principe, 1~ diffusion de l'antigène et de 
l'antisérum, l'un vers l'autre à travers le rel d'ararose. 
a) Macrométhode : 0,25 ml de sérum est déposé dans un puits de 12rnm 
de diamètre et opposé à 2 rn~ d'anti~ène solubilisé dans 20 microlitres 
d'eau distillée et déposé dans un puits de 4 mm de diamètre distant 
de 7 mm à bord (fi~. 16 b). La réaction se fait durant la nuit à tem
pérature ambiante, puis pendant incubation à 4°C durant 
48 heures. 
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b) Microméthode 25-30 microlitres d'immunsérum dans un puits 
de 4 mm de diamètre sont opposés a 3 microlitres d'une solution 
antigénique (1 mg antieène solubilisé dans 10 microlitres d'eau 
distillée), déposés dans un puits de 1 mm de diamètre distant 
du puits d'immunsérum de 2 mm bord à bord. La disposition des 
puits est représenté à l'échelle millimétrique (fig.16 a). 
Ce procédé a été utilisé pour la recherche des conditions d'épuise
ment par absorption progressive. 

5.3.3. Immunoélectrophorèse. 
Dans l'étape immunoélectrophorétique nous distinguons 

également une micro- et macrométhode. La microméthode est employée 
en raison d'économie d'antigène et sert principalement aux contrô
les des saignées des lapins et des lots d'antirène. La macrométhode 
est employée en raison de commodité de lecture. 

Les puits et ~outtières sont découpés dans le eel; les 
puits sont évidés; les gouttières ne le seront qu'après la 
séparation électrophorétique. Les lames sont déposées dans une 
cuve en perspex (Pleuger, Wijner.em) munie d'électrodes linéaires 
en platine. Un couvercle à parois inclinées assure l'écoulement 
latéral de l'eau de condensation en cours d'électrophorèse. L'anti
gène lyophilisé est solubilisé à rais0n de 10 micrclitres d'eau 
distillée par mr. de lyophilisat. Les puits des microlames reçoivent 
1 mg ceux du macrolames 5 mr. Le contact entre le ~el et le tampon 
des compartiments à électrode est assuré par des ponts de papier 
Whatman n°1. L'électrrphorèse est menée à température ambiante 

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

La séparation électrophorétique terminée, les gouttières 
sont évidées et remplies d'immunsérum concentré préalablement·~ 
3x par lyophilisation et resolubilisé en eau distillé; dans le 
tiers du volume initial, à raison de 0,1 ml par gouttières de micro
lame et de 0,3 ml par gouttière de macrolame (fig.17). 



Figure 16. _ . . . 
Matrices millimétriques des réactions de prec1p1tat1on en double 

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

.... .... . . . . : .. ·:.: :.:.:.: .. : ... :: .. :. :.····' .. · '.'.·.~:.' '.::.··.~ :.:.· .. ::.' :.· .. ::.·~ ·.'.!~i ~-~~ ~~= :::: 'i:' b. ::.: ::: . :::: :: :;:: :::· '"' "" 
m-~ .;: , ;;,, . : ... :: .. , , ,, ,,--: :;, :::, :::: :::: I~ ::c: :::: :::: ::~ :::: ~::: :':' ~:· r::: :::. :::: ... : ..... . 

Figure 17. 

Matrices millimétriques des réactions de précipitation en immunoé-
lectrophorêse (a) microméthode; (b) macrométhode. 
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Après incubation en chambre humide, avec de l'azide de sodium, 
pendant une nuit à température ambiante, les microlames sont laissées 
24 heures à 4°C et les macrolames 48 heures. Cette incubation 
peut être prolongée si nécessaire mais ne doit pas dépasser 

3 jours à 4°C. 

5.3.4. Lecture des lames. 
Une lecture préliminaire des immunoélectrophorégrammes 

est effectuée en lumière indirecte après l'incubation des lames à 

température ambiante ainsi qu'avant lavage. Après coloration, la 
lecture définitive a lieu par examen à la coupe en lumière 
transmise à travers un verre dépoli et par décalque de l'ima~e . 
projetée au moyen d'un agrandisseur photographique. 

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

5.3.5. Lava~e, déminéralisation et coloration. 
Après incubation des réactions d'immunoprécipitation, 

les lames sont placées pendant au moins trois heures, dans une 
solution de citrate trisodique à 5 % dans l'eau distillée afin de 
dissoudre d'éventuels complexes du type substance C-protéine 
C-réactive. Les substances de type C se rencontrent fréquemment 
dans les extraits cellulaires et déterminent de fausses r~actions 
de précipitation (Biguet et al., 1965) avec 13 protéine C-réactive 
de certains sérums. 

Ensuite les lames sont lavées en solution isotonique 
tamponée (9 g de cac12 , 1 ~de NaN

3
, 900 ml d'eau distillée, 

100 ml de tampon barbital pH 8,2 ; pH final ajusté à 7.5- 8.0 
à l'aide d'une solution de KH2ro4 à 8,08 g/1) à température 
ambiante durant 24 à 48 heures dans undimpositif à courant continu, 
outillé d'un filtre à charbon activé. 
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Après lavage les lames sont nettoyées au pinceau avec 
soin puis recouvertes de papier Whatman n°1 pour la déminéralisation 
et le séchage à température ambiante. 

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

6. Epreuve sérologique par l'immunofluorescence. 
Le but de toute réaction sérologique est de mettre 

en évidence la fixation d'un anticorps sur l'antigène corres
pondant. En immunofluores(;ence ce résultat est obtenu en marquant 
les anticorps avec des substances fluorescentes appelées 
fluorochromes. 

Le principe de la réaction d'immunofluorescence consiste 
donc à mettre en contact des anticorps marqués et un antigène 
figuré. Après incubation, lavage qui élimine le conjuré en excès, 
la préparation est examinée en lumière ultra-violette. 

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

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

Depuis le travail princeps de Coons (1941), diverses 
modifications importantes sont intervenues. Elles concernent 
en particulier 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 
l'intensité de sa fluorescence. 
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Parmi les techniques d'immunofluorescence les plus e~ploy§es 
sont la méthode directe et la méthoje indirecte. 

6.1. Prép~ration des antirènes. 

6.1.1. Antipènes de culture. 

Ces antiranes sont préparfs selon la méthode préconis~e 

par Wéry-Paskoff (1971) pour E. histolytica • 
Des cultures axfniques, âr,ée~r de cinq jours environ 

sont centrifurées pendant 5 minutes à 885 ~. Peur les cultures 

d'amibes sur ar-~r bacté~ies, les amibes sont prélevées au moment 

oü la pcpulation présente principalement des formes vérétatives. 

Le sédiment d'amibes est encuite lavé 3 fois en eau casitone. 
Après les lavages les amibes sont fixées pendant 30 minutes nans 
une solution de tampon à pH 7.2. (NaCl 8,5 p; Na 2Po 4 3,5 g; 

eau bidistillée 100 ml; ajuster le pH à 7.2. avec Na Cl lN) 
contenant 2 % de formol èe commerce. ~près fixation, la suspension 

d'amibes est de nouveau lavée trois fois dans le tampon 
à pH 7.2. Le culot est ensuite dilué de façon à obtenir environ 
25 amibes par champs microscopique (obj. 40x oc.10x). Les ~outtes 

d'antirènc sont ensuite déposées sur des lames pour immune

fluorescence (B.G. Mérieux) à 10 réactions par lame. Les antisènes 
sont ensuite séchés à la température ambiante, puis embnllêsen papier 

doux (Kleenex) et conserv[s en présence de silica?el bleau (Merck) 

dans des boites hermétiquement ferm€es au congélateur à -30°C. 
Au moment de l'emploi, les lames sont reportées à température 

ambi~nt~ dans un dessicateur contenant du silicar-el. 

6.1.2. Antipènes de biopsies. 

Les biopsies doivent être nécessairement fixées au 

formol pour assurer les meilleurs résultats. La préparation nes 

coupes histolor,iques est assurée par les techniques classiques. 

Il est souhaitable d'employer des coupes très minces (2 à 3 microns) 

lesquelles doivent être déparaffinées avant la réaction d'immunofluo
rescence. 



--
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6.2. Antisérum. 
Deux méthodes ~'obtention d'antis6rums sont emplo~ées : 

~) une méthode préconisée par Vaituk~itis et al. (1971) 
modifiée par Capron. Cette méthode consiste en une seule série 

d'injections intradermiques à l'aide d'1 mr d'anti~~ne solubilisé 
dans 1 ~1 d'eau physiologique et émulsionné à 3 ml d'adjuvants 

de Freund incomplet, préalablement ajoutÉe de M.butyricum 
(25 rn~ pour 10 ml de Freund incomplet). Avec ce mélanre on proc~de 

à 40 injections intradermiques sur les flancs nu lapins 
préalablement rasé. Simultanément, une injection intramusculaire 

avec 1 ml de vaccin anticoquelucheux est effectuée. Les lapins 

sont s~irnés a,rès 8, 15, 21 et 28 jours. 
Les différentœ sair.nées sont contrôlées en réaction 

homologue, ensuite en r6action hétérolo~ue vis-à-vis d'orranisrres 
communs et les antisérums seront sélectionnés suivant leur spécificité. 

b) une méthode pr6conis6e par Van Meirvenne et al (1974), laquelle 

consiste.en une seule injection intraveineuse d'amibes vivantes. 

Une culture d'amibes est lav6e à plusieurs rellrises et concentrée 

de façon è'obtenir 1.106 amibes dans 0,5 ml d 1 8au casitone 
~lucosée. Cette susr-ension est inject~e dans la veine marfina~e 

de l'oreille du lapin. Les sai~nées sont effectuées ~u 7, 14 
et 21 jours ~pr~s l'immunisation. Ces saicnées sont ensuite contrô

lées par la réacti0n d'irnrnunofluorescence et sélectionnées suiv~nt 

leur spécificités. 

6.3. Imrnunofluorescence indirecte. 

Dans 1~ méthoie cl.' immunofluorescence in~irecte Weller et 

Coons, 1954), on met en contact l'~ntip.~ne avec les dilutions du 

sérum à étudier. Si ce dernier contient des anticorps spécifiques, 
ceux-ci se fixent sur les sites antipéniques. Dans le deuxi~me 
temps de la r~action, ces anticorps sont mis en évidence ~râce 

à un conjurué fluorescnnt anti-immunor,lobulines (fif. 18). Cette 

technique bénéficie d'une plus rrande ssnsibilité que la méthode 
directe. 



Figure 18. 
Principe de la méthode indirecte d'Immune-Fluorescence 

(d'après P. Ambroise-Thomas). 
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Nous avons enployé la méthode préconisée par Ambroise
Thomas (1969) pour l'étu~e de l'amibiase à E. histolytica et la 

technique de Stamm (1974) pour les coupes histolo~iques. 

6.3.1. Méthode pour anti~ènes de culture. 
Les perte-objets contenant les ~nti~ènes sont sortis 

du conr.élateur et portés à la température du laboratoire dans 
un dessicateur contenant du silicaP"el. Les sérums à étudier 

sulvant une · 
dont dilués profrGssion arithmétique nans le tampon à pH 
7.2. à pnrtir de la dilution de 1/2. Sur ch~que empreinte ~'antigène 
une routte de chaque dilution du sérum est placée et incubée pendant 

30 minutes à température ambümte dans une chambre humide. Les 
lames sont ensuite lavées dans le tampon à pH 7.2. à trois reprises 
On recouvre ensuite chaque empreinte ri 'une r.outte de conjuré fluores
cent dilué à raison de 1 : 100 dans une solution de Blenu d'Evans 

à 1 : 200 (Bleu Evans 1 r; tampon pF 7.2 : 200 ml). Après 30 

minutes de contact les lames sont de nouveau lavées à trois reprises 

nans le tampon, puis après avoir enlevé l'excès de tampon elles 
sont pouvues d'un couvre objet monté sur une goutte de rlycérine 
tamponnée (9 parties glycérine, 1 partie tampon pH 7.2; ajuster 
pH 7. 2. à 7. 4. ) . 

6.3.2. Méthode pour coupes histolor.iques. 

C tt ""t d 1 ... telle .... . ~ t.... . t e e me ho e est a meme que decrl~ ~n erleuremen , 
seulement le conju~ué fluorescent est dilué à 1/50 et mis à 

incuber pen~ant 30 minutes, tandis que la courte coloration par le 
bleu d'Evans est effectuée pendant 10 à 15 minutes à la dilution 
de 1 : 10.000. 
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6.3.3. Dispositif de lecture. 

Nous avons réalisé nos examens à l'aide d'un micros
cope Leitz "Dialux" équipé pour la fluorescence d'un boîtier · 

d'éclairage 250 pourvu d'une lampe à vapeur de mercure HB0-200 W. 

Nous utilisons un condensateur à fond clair, à 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'arrêt est un "Blau Abs" (K 51I). 

6.3.4. Interprétation des résultats. 
Pour apprécier objectivement l'intensité de la fluorescence 

(diaphragme du condensateur fermé) on interprète la brillance 

de la manière suivante : 
++++ = fluorescence brillante sur toute la surface des amibes 

+++ = fluorescence brillante ... la périphérie, pôle au milieu a 
++ = étroite bande de fluorescence ... la périphérie a 
+ = peu de fluorescence ... la périphérie a 
0 = absence de fluorescence 

Les dilutions d'antisérums employées, au taux de spécifici

té en réaction homologue, vis-à-vis d'un antigène hétérologue sont 
interprétés comme étant significatifs à ++++ et +++. 

7. Morphologie et biologie. 

7.1. Observations en microscopie photonique. 
Toutes les observations morphologiques ont été effectuées 

sur le vivant, à l'aide d'un microscope "Leitz" Ortholux II, 
équipé 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 été réalisées sur le vivant (objectif 100 X, 
micro m~tre oculaire 6X). 
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· Les tests de flagellation sont pratiqués par incubation 

en eau distillée à 28°C pendant au moins 2 heures. 

La division nucléaire a été étudiée à l'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 homog:ènes d'amibes du genre NG.egleria 
sont obtenus à partir d'un seul kyste. La lignée est ensuite 

subcultivée tous les 24 à 48 heures sur agar non nutritif 
recouvert de jeunes cultures d'Aerobacter aerogenes dans le but des 
études cytologiques. 
B. méthode 

-Un mince film d'agar non nutritif (Difco) à 1 % est appliqué, à 

l'aide d'un couvre objet, sur des porte-objets préalablement 

nettoyés et stérilisés. 
- Une jeune culture d'Aerobacter aerovenes, cultivé sur B.H.I. 
(Brain Hear infusion, Difco) gélosé, est délicatement déposée à 

l'aide d'une oese sur le mince film d'agar.~ 
- Les amibes sont ensuite ensemencées sur le film d'agar recouvert 

de bactéries et cultivées pendant 24 à 48 heures. 
- Les amibes en phase active de multiplication sont fixées à 

l'aide du fixateur de Carnoy (60 parties d'alcohol éthylique 

absolu; 30 parties de chloroforme et 10 parties d'acide acétique 

glacial), pendant 35 à 40 minutes. 
- Après fixation, les préparations sont transférées dans 
l'éthanol à 90% pendant 24 heures. 
- Les préparations sont ensuite placées successivement dans 

l'éthanol à 70 %, 50% et 30 %, puis dans l'eau distillée. 
- Le film d'agar est enlevé des préparations en agitant doucement 

la lame porte-objet dans l'eau distillée. Un grand n0mbre de 
trophozoites collés à la lame, peut être observé à l'aide d'un 
microscope inversé. 
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-Les préparations sont ensuite placées dans l'alun ferrique pendant 
3 à 4 heures, puis dans l'eau distillée. 
- Ensuite les préparations ont été placées dans une solution ~queuse 

d'hGmatoxyline à 0,5 % pendant 24 heures ou plus. 
- Elles sont différenti€es dans l'alun ferrique à 1 % sous contr5le 

microscopique. Après différenciation les préparations sont lavées · 
- La déshydratation est exécutée selon la méthode classique 
à l'éthanol et le xylol en exposant les préparations pendant 
10 minutes a chaque degré. 

7.2. Brocédé d'observation en microscopie électronique. 

7.2.1. Microscopie électronique conventionnelle. 
Le matériel est fixé dans une solution de tétroxyde 

d'osmium à 1% en milieu tamponné à pH 7,2. Nous avons utilisé 
différents types de milieu tamponné. Le milieu commercialisé 
par r1érieux sous le nom de tampon Acétate de Véronal-Magnésium

Cnlcium à pH 7,2 est le plus facile à utiliser de plus il nous 
permet d'obtenir d'excellents résultats. Ce tampon est utilisé addi

tionné de 4 % de saccharose. 

Après déshydratation à l'étanol pur puis à l'oxyde de 

propylène le matériel est enfin enrobé dans l'Epon R 812, selon 
Lu ft , ( 1 9 61 ) . 

Les coupes ont été faites à l'ultratome LKB III, puis 
contrastées à l'acétate d'uranyl et au citrate de pl0mb 01illonig, 

1961; Reynolds, 1963), enfin examinées au microscope électronique 
Philips EM 300. 

7.2.2. Microscopie électronique à balayage. 
Le matériel à examiner est fixé selnn Parducz (1964) dans une 
solution de tétroxyde d'osmium et de chlorure mercurique. Il 

est ensuite déshydraté par pass~~ successifs dans des bains 

d'alcool, dans des bains d~ac6tate d'isoamyle puis dans du co2 
liquide. Cette dernière opération se fait dans un appareil à point 
critique (Polaron). Llenceinte de cet appareil est brusquement 
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chauffée; le co2 liquide passe en phase gazeuse dans que les 
membranes cellulaires s'effondrent. Enfin, les cellules 

déshydratées sont recouvertes, par évaporation, d'une fine couche 

d'or. Le matériel est alors examin~ à l'aide d'un microscope 
électronique JEOL SEM 50. 

7.2.3. Cryodécapage et microscopie électronique. 

Le matéri~l est préalablement passé dans un bain de glycérine 
ou de diméthylsulfoxyde, est fixé par immersion dans du fréon 

puis dans de l'azote liquide. Placé sur un support, ce matériel est 
ensuite introduit dans un Freezin~ Etching Apparatus F 301 de 
Balzers, toujours à la température de l'azote liquide. 
Grâce à un dispositif spécial le fragment supérieur du matériel 

à examiner est classé, puis grâce à un autre dispcsitif l'onu du 
cytoplasme située au niveau de la tranche de section est sublimée 

de façon à produire une légère 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 façon toute trace de matériel 

organique disparait. Cette mince couche E~st ensuite déposée sur 
une grille et examinée au microscope électronique Philips E M 300. 

7.3. Etude biclogique. 
Les méthodes d'isolement, de clônage et de culture sont 

dGcrites précédemment dans ce chapitre (2.2.3; 2.2.4). 
Des souris NMRI de 10 à 15 grammes ont été employées pour 

l'instillation par voie intranasale et l'inoculation par voie 
intracérébrale. Les techniques employées sont celles décrites par 
L~pine et al. (1964). 
A. Instillation intranasale : 

Anesthésie : 1 '.anesthésie à 1 'éther doit être profonde 
pour éviter le réflexe d'éternuement chez la souris lors de l'instil
lation. 

Nous préférons employer comme anaesthésique le Nozinan 
(Levomcprornazine, Specia), à raison de 15 mg/Kg par injection 

intrapéritonéale. 
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De môme qu'Anderson et Jamieson (communication personnelle) 
nous avons pu constater que les amibes du genre Naegleria 
sont sensibles aux vapeurs d'éther; cette sensibilité à 

l'éther donne des r€sultats inconstants et non reproductibles. 
Instillation : Prendre la scuris entre le pouce 

et l'index par la peau de la nuque et la tenir verticalement. 
On place l'aiguille à quelques millimètres au-dessus des 

narines de la souris et on laisse tomber la quantité de suspension 
à instiller. En tenant la souris à la verticale on évite un 
éventuel rejet de la suspension. Cette manipulation est d'ailleurs 

effectuée dans une enceinte en perspex. 

B. Inoculation intra-c6r6brale. 

Pour effectuer cette manipulation nous employons une 
seringue de 1 ml graduée au 100 ème avec une aiguille intradermique. 

La souris est immobilisée sur un grillage servant d'appa

reil à contention. 

Ensuite l'aiguille est enfoncée de 2 à 3 mm de profondeur à environ 

5 mm au-dessus de l'oeil. Ne pas injecter plus de 0,03 ml; 
retirer l'aiguille d'un coup sec. 

Le geste consistant à fixer le piston de la scrinrue avec 

l'index lors de la perforation du crâne et du retrait de l'aiguille 
est important car il évite toute erreur sur 1~ quantité injectée. 
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CHAPITRE 3 

ANALYSE DT'IDNOELEcrROPIDRETIQUE DU GENRE NAEGLERIA 

"Ce sont les espèces les plus florissantes ou 
dominantes de chaque genre qui présentent la 

plus forte moyenne de variétés, lesquelles( •.. ) 
tendent à se convertir en espèces nouvelles et 

distinctes". 

Char les Darwin. 
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La corrparaison des structures antigéniques d'un groupe donné du règne 
animal permet de montrer l'apport indiscutable des méthodes immunoélectrophoréti
ques pour toute étude zoologique, taxonomique et biologique (Capron et al., 1972). 

Il ne faut surtout pas perdre de vue, que les conposants révélés par 
1' imnunoélectrophorèse, proviennent de 1 'organisrœ entier et que chacun de ces 

composants représente une famille immunologiquement distincte de protéines. Donc, 
la différence immunostructurelle observée entre deux espèces peut être considérée 
comme l'expression d'une profonde différence génétique. 

Le ~nre Naegleria représente une unité dont l'homogénéité morphologi
que est très marquée. Actuellement, trois espèces ont été décrites, N. gruberi 

(Schardinger, 1899), N. frnvleri (Carter, 1970) et récemment nous avons décrit une 
nouvelle espèce N. jadini (Willaert et Le Ray, 1973). D'autres espèces décrites 

ont été mises en synonymie avec~- gruberi (Fulton, 1970) et N. fowler~ (Griffin, 
1972; Willaert et al., 1972; Lastovica, 1974). A ces trois espèces du ~nre 

Naeg1eria viendror.,t sans doute se joindre d'autres espèces. L'apport de l'étude 
comparée des structures antigéniques par l'immunoélectrophorèse est appelée à Y 
jouer un grand rôle. 

Nos recherches à propos de ces amibes ont été entreprises ~ la suite 
de cas de méninge-encéphalite amibienne primitive survenus en Eelgique (Jadin et 

~' 1971; P.ernrume et al., 1974 et Van::lepitte et al., 1973) et à la suite de 
leur dispersion considérable de ces amibes dans notre environnement (Jadin et 

Willaert, 1972). 
Après l'isolement d'une série de souches de Naegleria chez l'horr.me et 

dans son environnement, nous avons entrepris leur cnractérisation antigénique en 
vue d'établir leur position taxonomique, afin d'éliminer la confusion due à 1 'ap

parition de synonymes ainsi que pour vérifier l'éventualité d'une adaptation à 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 genre Naegleria ont été analy
sées au stade e~ culture axénique présentant en majorité des formes végétatives. 
Des formes flagellées sont occasionne llerœnt présentes, rœ.is un stade kystique n'a 
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pas été observé dans une jeune cul ture axemque. 
Dans le but de contrôler l'analyse des antigènes amibiens, l'anti0éni

cité du milieu de culture "C.G.V.S." est contrôlé à l'aide d'hyperirnmunsérurns anti
milieu de culture et antisêrum de veau et antisérurn de veau foetal. La réponse 
antigénique vis-à-vis du milieu de culture, des lapins imnunisés avec un antigène 
amibien, est contrôlée à l'aide d'antigènes "milieu de culture" préparés par dialy
se et lyophilisation. Par la rrême occasion, les conditions optimales de lavage 

des corps cellulaires lors de leur récolte ont pu être précisées. 
L'analyse immunoélectrophorétique 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 l'hyperimmunisation avec 

les antigènes amibiens. 
Un hyperirr:munsérum préparé contre le sérum de veau et contre le sérum 

de veau foetal, permet d'observer en réaction hornlogue, par 1 'analyse imnunoélec
trophorétique, 23 corrposants antigéniques. 

L'analyse immunoélectrophorétique des amibes cultivées en milieu C.G.V. 

S. rœnée à 1 'aide d 'hyper:i.rrmunsérums anti-sérum de veau et anti-sérum de veau foe

tal, révèle 4 à 5 corrposants antigéniques (fig.25). Les hyperinmmsérurns anti-arni
bes opposés au C.G.V.S. ou au sérum de veau révèlent de 1 ~ 3 arcs de précipitation, 
Parmi lesquels les arcs localisés dans la zone des immunoglobulines et de l'albumi
ne sérique se retrouvent constamment. 

Etant donné que la structure antigénique du sérum de veau est identique 

à celle du milieu de culture, il est préférable d'utiliser l'antigène sérum de veau 
(ou sérum de veau foetal) pour les absorptions des nyperimmunsérums anti-amibiens 
afin de ne conserver que les composants amibiens. 

Le milieu C. G. V. , utilisé pour la cul ture des Acanthamoeba et de Monas, 

ainsi que le milieu de culture d'Euglena gracilis opposés aux hyperimmunsérurns 

anti-amibiens ne déterminent aucun arc de précipitation. 
Par contre, le milieu agar + Aerobacter aerogenes tués opposé aux hy

perimmunsérums anti-amibiens révèle de 1 à 4 arcs de précipitation, lesquels cor
respon:lent aux anticorps dirigés contre 1 'A. aerogenes (fig .19) • Ce milieu de cul
ture est utilisé principalement pour l'obtention des extraits antigéniques de 

V· avara, H. verm:iformis et T. rostratus. 



Figure 19. 
Anticorps précipitants spontanés révélés par 4es hyperimmunsérums 

anti-N.fowleri et anti-A.castellanii par un extrait antigénique 
d'Aerobacter aeroeenes. 

Figure 20 

Contrôle des conditions de lavage. Constituants antigéniques du 

milieu de culture c:G.V.S. présents après récolte des or~anismes 
au cours des quatre lavages (L 1 à L 4), 

Fi~ure 21 

Constituants antigéniques de N.fowleri libérés au cours des 
lavages des organismes après 1~ récolte. 

Figure 22 

Contrôle de l'extraction des constituants ~ntiréniques cellulaires 
de N.fowleri. Comparaison immunoélectrophorétique des extractions 

obtenues pnr le mortier-glace et par "l'X-Press'', 

Fi~ure 23 

Mosaïque immunoélectrophorétique de N.fowlcri ITMAP/359. Vin~t -
sept composants sont objectivés sur l'immunoélectrophorégramme. 



20 

A. a erogenes 
/ 

19 

) CGVS 

) CGVS 

HIS N. fowleri 

HIS A. caatellanl 

HIS N. fowleri 

21 



- 70 -

Tous les hyperirnmunsérums anti-arnibiens ont été absorbés préalablement 
par un antigène A. aerogenes avant de déterminer les parentés entre les espèces 
d'amibes et les antigènes précités. 

1.2. Contrôle de la pureté anti~nique des antigènes amibiens. 

La présence d'antigènes sériques dans les extraits antigéniques ami
biens a été mise en évidence et dépend des conditions de lavage. En effet, l'hyper

immunsérum anti-sérum de veau a permis de contrôler irr.munologiquement les eaux de 
lava~s successifs des organismes récoltés. 

Les diverses eaux de lavage, obtenues au cours de la récolte des ami
bes, sont concentrées 100 fois par dialyse en tubes Nojax (Calibre 12, Sophie, 
Levallois) contre le P.V.P. (polyvinylpyrrolidone, SPECIA, Paris). Ces différentes 
eaux de lavage sont testées en immunoélectrophorèse contre un hyperfmmunsérum 
anti-sérum de veau. Les immunoélectrophorégrammes des eaux de lavage n°1, 2 et 3 
révèlent respecti verœnt 13, 5 et 5 fractions antigéniques. L'eau de lavage n° 4 ne 

révèle 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 imnunsérurns anti -amibiens ont été systérmtiquement 

absorbés par le sérum de veau (ou sérum de veau foetal) ~ raison de 5 à 15 mg de 
lyophilisat par ml d'immunsérum, suivant le protocole d'absorption croisée. 

Les antigènes "eaux de lavage" opposés ~ un hyperirrrnunsérum anti-arni
bien homologue ont permis de contrôler la perte du matériel antigénique pendant 
les lavages. Ces immunoélectrophorégrarr.rnes des eaux de lavages n°s 1, 2, 3 et 4 
révèlent 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 protéines du milieu de culture et le contrôle de la lyse 
des amibes au cours des lavages successifs pendant la récolte de l'antigène corps 

cellulaire. Elle semble être une méthode de choix pour le contrôle de la purifica

tion et la standardisation des antigènes. 
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1. 3. Comparaison inmunologique des rr.éthodes d'extraction d'antigènes. 

La mise au point du nanbre de broyages au pilon, nécessaire et suffi

sante pour obtenir une extraction opt~ale a été effectué par Le Ray (1975) à 

propos des flagellés. Après trois pilonnages, peu de cellules à contour intact 

subsistent dans la suspension et l'analyse irnmunoélectrophorétique ne révèle pas 
d 'augrœntation de 1 'intensité des arcs de précipitation. Au cinquièrœ broyage, le 
cassage cellulaire parait terminé. Un second cycle de cinq broyages ne solubilise 
que peu de matériel antigénique. En conséquence, le nombre de cinq broyages a été 

retenu. 
Nous avons ensuite comparé l'extraction par broyage au pilon à l'ex

traction à 1 'aide de 1' ''X -Press" • 
Quatre compressions ont donné les meilleurs résultats selon les critè

res morphologiques, ul trastructurels et imrmmologiques. Ce mode de broyage, d' exé

cution simple et rapide a fourni des résultats parfaitement reproductibles et com

parables en immunoélectrophorèse mais non supérieurs (fig.22) aux résultats obte
nus en mortier, à propos des amibes libres. Par contre le rendement du lyophili
sa.t obtenu après broyage par X-Press s'est montré en génér.al inférieur à celui 
obtenu par broyage au rrortier (Tableau 4). Quatre compressions à 1 'X-Press procu

rent un rendement légèrement supérieur à trois compressions tandis que la compa

raison immunoélectrophorétique ne révèle aucune différence significative. 

2 • Structure antigénique de N. fawleri 

Au départ de nos recherches nous avons adopté l'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 règles du code 

international de la nomenclature zoologique. 
Les structures antigéniques de Nae~leria fowleri ont été analysées à 

1 'aide des formes végétatives en culture in vitro. Les structures antigéniques 

ont été établies pour référence aux souches ~AP 359, IMVS Morgan et HB-1, patho

gènes pour 1 'homne. Elles ont été corr.parées et 1 'identité de leurs colTiposants a 

été déterminée par l'éprueve d'absorption cr9isée. 
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Tableau 4 Rendement des lyophilisats suivant le mode et le nombre d'extractions. 

Nombre Nombre broyages Moyenne Poids sec 
Espèce 

lots Mortier X-Press (% poids humide) 

N. gruberi 1518 2 3 2,3 

" 2 4 4,05 
N. fow1eri llft.VS Morgan 1 5 5,7 

" 1 3 2,8 
N.fowleri IMVS PA 90 1 5 4,1 

" 1 3 3,6 
N.fowleri IMVS PA a 1 5 4 

" 1 3 3,95 

" 1 4 5,3 
Naegleria sp.IMVS A 2 2 3 2,3 

" 2 4 4,05 
A.cu1bertsoni A-1 2 7 3,2 

" 1 3 1,7 

A. rhysodes 1 5 5,4 

" 1 3 4,1 

H. vermiformis 1 3 0,94 

" 1 4 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 à partir de l'horrrne 

et de distribution géographique distincte; 
d) la constance de cette structure chez des souches isolées chez l'homme et celles 

isolées dans l'environnement; 
e) la stabilité de la structure immunoélectrophorétique en culture in vitro à 

différentes températures. 

L'étude des structures antigéniques de N. fowleri a été réalisée en se 
basant sur les réponses antigéniques àe 12 lapins et à 1 'aide de 23 lots d'extraits 
antigéniques. 

2.1. Structure antigénique de la souche ITMAP 359. 

L'analyse immunoélectrophorétique a été menée à l'aide de huit immun
sérums homologues distincts et cinq lots d'extraits antigéniques. 

2.1.1. HYPerimmunisation. 

Six lapins ont été immunisés de façon à obtenir des hyperimmunsérums, 
titrant un maximum en anticorps, perrœttant par la suite de révéler les parentés 

antigéniques existantes entre les diverses souches et les différentes espèces. 
Parmi ces hyperimmunsérums, deux ont été retenus, caractérisés par leur pouvoir de 
révélation élevé( (fig.27). Celles-ci ont servi de référence pendant l'ensemble de 

cette étude. 
L'analyse immunoélectrophorétique d'un extrait hydrosoluble de 

N.fowleri souche ITMAP 359 par les hyperimmunsérums homologues 4ls7, 4ls9 et 65Sg 
permet d'objectiver au moins 27 composants antigéniques d'origine amibienne (fig. 
23). Ceux-ci sont schématisés sur la fig.24. 

L'absorption préalable des hyperirr.munsérurns à l'aide du sérum de veau 

et l'incubation des immunoélectrophorégrammes dans une solution de citrate trisodi

que permettent d'affirmer la nature spécifiquement amibienne de la structure anti
génique décri te. 

Le nombre important de composants antigéniques observé dans les ex-
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Figure 24 
Diagramme des composants immunoêlectrophorétiques de N.fowleri. 

HIS N. fowler~ 

Figure 25. 
Diagramme des composants partagés par N.fowleri et le milieu 

de culture. 
HIS CGVS 

N. towled 0 
Figure 26. 

Cinétique de 1 'apparition des anticorps précipitants induits 
par l'immunisation à l'aide de N.fowleri. 
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Nombre d•arcs de précipitation révélés par différents lapins 
au cours de leur immunisation cinétique et hyperimmunisation 
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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. Immunisation cinétique. 

Deux lapins ont été i.mrm.misés à l'aide d'un antigène "brut" (culot 
d'ultracentrifugation préparative) sans addition d'adjuvant de Freund. Cette imru

nisation permet de suivre la cinétique de l'apparition des anticorps et de vérifier 

z la spécificité de .c=ux-ci vis-à-vis d'autres espèces au sein du même genre et vis

à-vis d'autres genres. 

L'immunsérum 38 (s3, s4 et s5) ainsi que l'immunsérum 39 (S2, s3, S4 
et s5) permettent de suivre l'apparition progressive des arcs de précipitation en 
réaction homologue. (fig. 26, 27). 

Le ~me norrbre d'arcs de précipitation a été décelé à l'aide 

de ces immunsérurns vis-à-vis d'extraits antigéniques d'autres souches de 
N.fowleri d'origine humaine et d'origine libre, ainsi que partiellement vis-à-vis 
des extraits antigéniques d'autres espèces du genre Naegleria. 

2.1.3. Stabilité en culture. 

Les hyperimmunsérums n° 41 et 65 ont été produits par l'immunisation 
à 1 'aide de deux lots distincts d'extraits antigéniques. Ces lots ont été préparés 
à un interval de 15 mois de culture continue. La comparaison irrrnunoélectrophoréti
que des hyperimmunsérums 41 et 65 ne révèle apparemment pas de différences signi
ficatives compte tenu des variations quantitatives dues à la préparation des ex

traits antigéniques. L'épr·euve d'absorption nous a permis de vérifier cette obser
vation. L'absorption complète des anticorps précipitants confirme que la structure 
antigénique initiale est restée inchangée au cours de l'entretien prolongé in vitro. 

Ces résultats nous ont permis d'affirmer que la rrosaique antigénique 
de N.fowleri rrMAP 359 s'est rr.ontrée stable et reproductible au cours de notre 
étude. 

2.2. Structure antigénique de la souche n.ws Morgan. 

L'analyse immunoélectrophorétique a été menée à l'aide de deux hyper
immunsérums homologues distincts et de 2 lots d'extraits antigéniques. 
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L'analyse immunoélectrophorétique de l'extrait hydrosoluble de 
N.fowleri D·WS Morgan par l'hyperimmunsérum homologue 74 (s15) a permis d'objecti

ver au moins 28 composants antigéniques d'origine ~ibienne. Cette rr.osaique anti
~nique s'est montrée stable et reproductible par les deux extraits antigéniques 

préparés à un interval de 12 mois de culture continue. 

2.3. Structure antigénique de la souche HB-1 

La souche HB-1 a servi à définir N.aerobia et N. invades. 
L'analyse irnmunoélectrophorétique de l'extrait hydrosoluble de 

N.fowleri HB-1 par 1 'hyperÎIIll'runsérum homologue 85 (s
7

, s8) perrœt d'objectiver au 

moins 28 corrposants antigéniques d'origine amibienne. Un seul lapin a été irmnmisé 

à l'aide d'un seul lot d'extrait antigénique. Nous n'avons pas estimé nécessaire 
de produire plusieurs hyperirrrnunsérums avec différents lots d'antigène, puisque 
nous envisageons seulement d'effectuer un contrôle supplérrentaire pour établir 

1' identité de souches ne N. fovrleri corrme on le verra par la sui te. 

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

Une vingtaine de souches de N.fowleri d'origine humaine ont été isolées 
à partir de cas de méninge-encéphalite amibienne primitive sur tous les continents 
(1~Jillaert, 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 incorrplètes donnant lieu à un malentendu entre auteurs. Pour cette 
raison, Naegleria fowleri (Carter, 1970) a été successivement dénommée N. aerobia 
(Singh et Das, 1970) et N. invades (Chang, 1971). 

Nous avons voulu démontrer, non seulerrent l'identité des souches de 
N .fowleri isolées chez 1 'horrrœ, mais également 1 'homogénéité géogr-aphique de 1 'es

pèce, reconnue corrrne agent étiologique de la ITÉrungo-encéphalite amibienne primi

tive. 
Pour effectuer cette comparaison nous avons choisi les souches ayant 

servi à 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 hyperimnunsérums anti-N.fowleri IT1''!AP n° 42 et 65 ont été opposés à 

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

1/ souche TIV!VS "~organ, isolée en Australie (A.nderson et Jamieson, 1972); 
2/ souche C-66, isolée en Australie (Carter, 1969)~ 
31 souche HB-1, isolée en Floride (Etats-Unis, Bu tt, 1966) ~. 

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

5/ souche NH-1, isolée en Nouvelle Zélande (Nicoll, 1973): 

6/ souche IT"!AP 360 ~ isolée en Pelf!ique (Jadin et al. , 1971) . 
Toutes ces souches sont entretenues en culture continue et se sont 

montrées toujours pathogènes pour la souris sans perte apparente de virulence. 
La patho~nicité a été testée après clônage de la souche et avant de procéder à 

la préparation des extraits antigéniques. 
L'analy~e immunoélectrophorétique comparative (fig.28) permet d'ob

jectiver une structure anti~énique de ces souches apparemment isolor,ue avec la 
souche ~'!AP 359. Quelques variations quantitatives observées sont corrparables 

à celles observées entre différents lots antigéniques de la même souche. Cepen

dant la complexité des :i.rru'ro..moélectrophorégrarrmes ne permet pas d'affirmer leur 
identité. 

L'épreuve d'absorption de l'hyperimmunsérum anti-~.fowleri rTMAP 359 
par les six souches ~entionnées ci-dessus établit que celles-ci renferment tous 
les composants irnmunoélectrophorétiques révélés chez la souche ID1AP 359. Cette 

épreuve d'absorption a été contrôlée en Ouchterlony (fig.29) et en immunoélectro
Phorèse (fi~.3Q). 

Les 7 souches étudiées oartar,ent apparemment la même structure antigé
nique. Ces résultats suggèrent donc que les forrres de culture de N.fowleri sont 

antigéniquement stables, constantes et homo~ènes. 

2.4.2. A l'aide de l'nyperirrmunsérum n° 74 anti-N.fowleri IMVS Morgan, objecti
vant en réaction horrolor,ue 28 composants antie:;éniques, 1 'analyse immuno
électrophorétique des extraits antigéniques des souches I.TMAP 359, HB-1 
et C-66 est effectuée comme contrôle supplé~entaire pour prouver l'iden

tité des souches isolées chez l'homme. 

L'analyse immunoélectrophorétique comparative,suivie par l'épreuve d'ab
sorption avec les extraits antigéniques hétérologues nous a permis de constater une 



Figure 28 
Constance ~ntirénique des souches de N.fowleri d'origine humRine. 
L'analyse immuncélectrophorétique indique leur similitude antigéniqu 

Firure 29 
L'hyperimmunsérum anti-N.fowleri ITMAP 359 av~nt et après absorption 

pnr un extrait d~ N.fowlori souche HB-1. Apr~s absorption aucun 

anticorps précipit~nt n'ost révélé avec les extraits hétérologues. 

Fir.ure 30 
L'8preuve d'absorption de l'hyperimmunsérum anti-N.fowleri ITMA.P 

359 m8née en immuno~lectrophorèse. 

Fip,ure 31 
Comparaison immunoélectrophorétique rte N.fowleri IMVS Morgan 
humaine et de N.fol'-rleri IMVS PA 90 (libre) à l'aide de l'hyper
immunsérum anti-N.fowlt::ri IMVS Mcrgan. 

Fi~ure 33 

Sp~cificité anti~Snique ~e N.fowleri: 
a) Similitude immunoélectrophorétique de N.fowleri et de 
Nqegleri~ sp PA a; le contr5le de l'[puisement des réactions 
crois6es en double diffusion montre la spécificité antigénique 
de N.fowleri 

b) Caractérisation immunoflectrophorétique de la spécificité 
antigénique de N.fowleri. 
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une isologie complète entre les souches étudiées. 

Les quatre souches étudiées partagent donc la même structure antigéni-
que révélée chez sa souche IMVS Morgan. 

2.4.3. lJne dernière vérification d'identité entre souches de N.fowleri d'origine 
humaine est enfin effectuée à l'aide de l'hyperimmunsérum n° 85 anti
N.fowleri souche HB-1. 

L'analyse immunoélectrophorétique comparative avec les extraits des 
souches D1VS Morgan et c-66, suivie par l'absorption avec les extraits hétérolo
gues nous a permis de constater une isolop;ie complète des souches étudiées. Ces 
trois souches étudiées partagent donc la même structure antigénique révélée chez 
la souche HB-1. 

2.4.4. Ces résultats su~èrent dans les limites de la méthode que les différentes 

souches d'origine humaine de N. fowleri sont antigéniquerœnt horr:ogènes. Leur 
structure immunoélectrophorétique se montre indépendante de l'origine géo

graphique de l'organisme lequel ne semble pas se modifier au cours de l'en

tretien en culture in vitro. 

L'identité immunostructurelle de N.fowleri ITMAP 359 et de N.fowleri 
IMVS Morgan avec N.aerobia et N. invades HB-1 soulignée par la ressemblance de 
leurs caractères morphologiques, biologiques et sérologiques, établit 1 'horogénéi

té antigénique géographique de 1 'espèce. Ainsi elle confirme la priorité de 

N.fowleri (Carter, 1970) dont ~.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 méninge-encéphalite amibienne primitive ont été mis en rapport avec la natation, 

dans la plupart des régions du monde où des cas sont signalés. NéanrrDins, jamais 
l'agent causal n'a été mis en évidence dans les piscines incriminées. 

En Australie du Sud, par contre, un grand nombre de cas ont été signalés 
sans rapport direct avec la natation mais un contact avec l'eau était soupçonné 

(Anderson et Jamieson, 1972). Les villes où les cas se sont produits sont distan
tes d'environ 80 km, IT'ais ont un facteur important en corrmun; elles n'ont pas de 



SOUTH AUSTRALIA 

Figure 31. 

Région de l'Australie du Sud montrant 1:1 distribution 
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ressources naturelles d'eau ~ais sont approvisionnées par le même pipe-line, le
quel s'étend le long d'un parcours de 250 km à partir de la rivière l\'lurray (fig. 

31). Ce pipe-line est installé au-dessus du niveau du sol et est exposé à des tem
pératures élevées durant 1 'été. Des échantillons d'eau prélevés à 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 pathogènes 

pour la souris. En plus des isolements à partir de 1 'eau, une souche de NaeR;leria 

a été isolée du sol en Australie du sud (Anderson et al., 1973). 
La présence des souches de Naer,leria pathogènes a été signalée égale

ment dans d'autres parties du monde. Singh et Das ( 1972) ont ccrnrmmiqué 1 'isole

trent de N. fowleri (N. Fierobia) à partir du sédiment des eaux d'égouts à Lucknow ·. 

aux Indes. Gordeeva (1973) a isolé deux souches de Naegleria pathogènes à partir 

d'un échantillon provenant d'un concentré des sédiments d'égouts dans les régions 
de ~~oscou et de Gorky (URSS). Un isolement de N .fowleri a été fait à partir de 
sources d'eau chaude en Nouvelle-Zélande par Jamieson (communication personnelle, 

1974). Chang (1974) rapporte l'isole~ent d'une souche de Naegleria d'un lac à 

Richmond, Virginie, dont 1 'effet cytopathogène, en culture sur tissu, permet de 

suspecter la pathogénicité. 
Il nous a semblé important de confirmer l'identité de quelques-unes des 

souches isolées dans l'environnement avec les souches isolées chez l'homme. 
Nous avons analysé successivement des extraits antigéniques de souches 

provenant de l'eau, de la boue d'égouts et du sol. Ces souches se sont montrées 

potentiellement pathogènes pour la souris, se cultivent axéniquement à 37°C et ont 

été clônées avant l'analyse immunoélectrophorétique. 

2.5.1. Souches isolées de l'eau. 

Deux souches parmi un lot d'une dizaine de souches isolées à partir de 
l'eau en Australie du Sud ont été examinées par l'analyse immunoélectrophorétique. 

Il s'agit des souches IMVS PA 90 et IMVS PA 117 lesquelles ont été isolées à par
tir de 1 'eau de robinets dans des maisons à Port Augusta. Des cas confirmés de 
méningp-encéphalite amibienne primitive sont survenus dans cette ville. 

L'analyse immunoélectrophorétique comparative des extraits antigéniques 
des sruches !J'.'!VS PA 90 et :rrvws PA 117 permet d'objectiver une structure antigéni

que de ces souches apparemment isologue; avec les souches riT~ 359 et IMVS Morgan. 
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L'épreuve d'absorption de 1 'hyperirrm..msérum anti-N. fowleri r,'!VS Morgan 
par les deux souches rrentionnées ci-dessus établit que celles-ci renferment tous 
les composants irrrnunoélectrophorétiques révélés chez la souche ~~S Morgan. Cette 
épreuve d'absorption a été menée en double diffusion et en immunoélectrophorèse 
(fig. 32) •. 

Les trois souches étudiées partagent donc la même strucutre antigénique, 

ce résultat suggère l'identité immunostructurellc de ces souches. 
De plus, l'analyse immunoélectrophorétique des extraits antigéniques 

de ces deux souches, à 1' aide d'un imnunsérum cinétique anti-N. fo1trleri ITVIAP 359, 
a permis de révéler un même nombre d'arcs de précipitation, possédant la même 
mobilité électrophorétique qu'en réaction homologue~ 

2.5.2. Souche isolée de la boue d'égout. 

A notre connaissance, sept souches de Naep.;leria, pathogènes pour la 

souris, ont été isolées à partir de la boue d'égout (Singh et Das, 1972; Gordeeva 

1973). Parmi les cinq souches isolées par Singh et Das, que nous avons reçues et 
adaptées en culture axénique 8. 37°C, une souche a été soumise à 1 'analyse irrmuno
électrophorétique comparative. Le contrôle de sa pathogénicité confirme les obser
vations de Singh et Das. 

L'analyse i.'11l'TUiloélectrophorétique compnrative de 1 'extrait antigénique 
de la souche N.a.l permet d'objectiver une structure antigénique apparemment iso

logue avec celle de la souche ~ .fot-rleri Il'~S ~~organ. 
L'épreuve d'absorption de 1 'hyper:irnmunsérum anti-N. fowleri ll\WS Morgan 

par 1 'extrait hétérologue de la souche N.a.l établit 1 'identité immunostructurelle 

de ces deux souches au niveau des composants révélés. 

2.5.3. Souche isolée du sol. 

Jusqu'à ce jour, une seule souche de ~aer;leria, pathogène pour la sou
ris, a été isolée à partir du sol et a été rapportée par Anderson et al. (1973). 

Cette souche a été isolée en juin 1972 d'~~e terre sèche en Australie du Sud entre 

les villes de Port Pirie et Port Augusta. Dru1s cette région des cas de méninge
encéphalite amibienne primitive or~ été signalés. Cette souche, non clônée à l'iso
lement, a provoqué une méninge-encéphalite amibienne primitive chez une seule sou
ris sur six inoculées par voie intra-nasale avec 65.000 trophozoites. Par la suite 
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la virulence de cette souche s'est comportée d'une façon assez inhabituelle compa
rée à celle d'autres souches de N. fm'ller~ (Tableau 5) • 

Tableau 5 : Viruler.ce de la souche PAa pour la souris 

DATE 

21.7.1972 
13.8.1972 
29.8.1972 

4.9.1972 
1.10.1972 

27.10.1972 

7.11.1972 
10.11.1972 
17 .]2 .1972 
29.12.1972 
8.1.1973 

Nornb:re d'amibes 
inoculées 

65.000 
120.000 
117.500 

2ûu.OOO 
59.000 
3.100 

16.000 
4.500 

100.000 

23.300 
200.000 

~~ortalités pour 
six soUl~is inoculées 

1 après 9 jours 

4 après 5 jours 

1 après 15 jours 
1 après l7 jours 

e.uctme 
aucune 

aucune 

aucune 

aucune 
aucune 

aucune 
1 apr2s 4 jours 
5 après 5 jours 

L'invasion du ce1~eau pa~ les amibes a é~0 confirmée p2r la culture 
sur agar et par coupes histologiques. D2s analyses s§rologiques au moyen de 1 'agglu

tination (Anderson et Jamieson, 1972) n'étaient pas possibles entre le mois d'août 

et décembre, puisque la souche était incapable de se muJ.tiplier en culture axénique. 
Finalement en décembre 1972 elle a pu être axénisée et le test C:.'ag-,gJutination ef
fectué avec un antisérum anti··N .fowleri s'est montré négatif. Cette SùUche se nrJ.l
tipliant en culture axénique est ensuite inoculée à six souris et toutes meurent 

d'une méninge-encéphalite amibienne primitive. La souche isolée à partir du cerveau 

de ces souris s'est montrée, aussi bien avant qu'àpres clôn&ge, positive pour 

~leri par le test d'agglutination, tandis que le résultat rest&i.t nér:;atif vis

à-vis de N.Pr~beri. 
L'analyse i.rnrrunoélectrophorétique de l'extrait antigénique de la souche 
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TIV!VS PAa, à l'aide des hyperirrmunsérums anti-N. fowleri souches ITl'·'!AP 359, D'IVS 
Morgan et HB-1, avant et après 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 
second puis un troisi€me lot d'extrait antiF,énique ont été préparés. Les résultats 

obtenus avec ces nouveaux lots confirment néanœoins les constatations initiales. 

Les hyperimmunsérums anti-N. fowleri ITJIII.AP 359, IJV\VS r~organ et HB-1 

absorbés par les extraits antigéniques (lots 1, 2 et 3) de la souche IMVS PAa, 
révèlent encore au moins un arc de précipitation en réaction homologue tandis 

qu'en réaction hétérologue aucun anticorps n'est décelé. 

L'absorption des hJ~erimmunsérums anti-N.fowleri par des quantités 
plus importantes d'extraits antigéniques de la souche ]}WS PAa ne permet pas de 

faire disparaitre ce corrposant antigénique ni de 1 'atténuer. 
Suite à cette distinction peu ~arquée nous avons préparé un hyperim

munsérum anti-Naegleria sp. IMVS PAa. L'hyperimmunsérum n° 93 anti-Naefleria sp. 

IMVS PAa, objectivant en réaction homologue au moins 25 composants antigéniques ne 
permet pas de révéler après absorption par les extraits antigéniques hétérologues 
de N.fowleri ~~p 359, D1VS Morgan et HB-1, l'existence d'anticorps précipitants 
en réaction horrologue, ni en réaction hétérologue. 

Ces résultats montrent que N.fowleri d'origine humaine se distingue de 

Naegleria sp. TI1VS PAa par un composant antigénique • Néanmoins, un hyperimmunsérum 
anti-Naegleria sp. IMVS PAa ne permet pas de confirmer une distinction nette entre 
deux espèces. A la vue de ces résultats on pourrait supposer que la souche Ifv'lVS 

PAa représente une variante de l'espèce N.fowleri. 

2.5.4. Conclusions. 

Nous avons pu observer à l'aide de l'analyse immunoélectrophorétique 
une constance infraspécifique de sept souches de N.fowleri d'origine humaine et 
d'une distribution géographique différente. Cette analyse nous a également permis 
de constater une isologie complète entre les souches isolées de l'eau, de la boue 

d'égout et les souches d'origine humaine. 
Une différence antigénique concernant au moins un composant antigénique 

est observée entre N.fowleri d'origine humaine et la souche IMVS PAa, isolée à 

partir du sol. f1éanmoins, cette souche montre apparemment les mêmes caractéristi-
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ques morphologiques, biologiques et sérologiques que les souches de N.fowleri 

d'origine humaine. Elle peut donc être retrouvée chez l'homme. Cette souche nous 
semble être une variante de l'espèce N.fowleri. 

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

2.6. Comparaison antigénique de N.fowlcri cultivée à 28°C et à 37°C. 

En vue d'une comparaison immuno§lectrophorétique entre N.fowleri et 
d'autres espèces appartenant au même genre ainsi qu'entre f!:enr:s différe;1ts, nous 
avons voulu vérifier si la tevpératur8 de culture d2s diff~rentes souches à étudier 
peut influencer le profil antigénique d'une espèce. N.fo1~leri se cultive ordinaire

ment à la température de 37°C et la plupart des autres espèces étudiées se multi

Plient à 28°C. Il fallait donc vérifier la constance anti0énique d'une souche à 

ces deux températures. 
Dans ce but nous avons parallèlement cultivé notre souche de référence 

N. fowleri IT1V!AP 359, pendant 14 mois aux températures de 37°C et 28°C. Des e:c
traits antigéniques ont été préparés à partir de ces cultures et analysés à l'aide 

de l'hyperimmunsérum n°4l (obtenu par ~mnnLisation avec un extrait antigénique 

d'organismes cultivés à 37°C) . 
L'ruû1lyse in~oélectro9horétique comparative d'extraits antigénique~ 

de N.fowleri I~ffiP 359 cultivés à 28°C et à 37°C permet d'objectiver une structure 

antigénique apparemment isologue de ces deux extraits. 

L'épreuve d'absor-ption de 1 'hyperimmur:sérum anti-N. fowleri I.Tl'ITAP 359 
(37°C) par l'extrait hamolo~le obtenue après culture à 28°C, établit l'isologie 

corrplète de ces deux extraits de la même souche. 
Cette observatio:1 nous pe:rmet de constater qu'aucun changement fondamen

tal de la constitution génétique d'un même organisme, cultivé à des températLTes 

différentes, s'est produit pendant les 14 mois de culture in vitro. Nous ne voyons 
donc aucune objection majeure à comparer, à l'aide de l'analyse immunoélectl•opho

rétique, deux espèces se cultivant à différentes températures. 

3. Structure antigénique de N. gruoeri. 

N .p;ruberi (Schardinger, 1899) est 1 'espèce type du genre Naeg~eda. 

Au début de nos recherches, nous n'avions pas encore pu réalisel" la culture axéni
que de la souche N.gruher1 C.C.A.P. 1518 que nous avons employée pour la produc-
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tion des extraits antigéniques. 
Nous envis~eons donc successivement l'étude de la structure antigé

nique de N.gruberi en culture monoxénique puis en culture axénique. Ensuite, 

nous avons comparé les deux extraits antigéniques à l'aide des hyperimmunsérums 
obtenus avec les antieènes extraits ~ partir de cultures différentes. 

3.1. Structure anti~énique de N.~beri en culture monoxénique. 

Les extraits antiréniques de la souche C.C.A.P. 1518 furent produits 
à partir de cultures sur ar:ar recouvert d 'Aerobacter aerwenes. Ces lots d 'anti

gènes ainsi que les ~érums produits avec ces extraits nécessitent un con
trôle ri~aureux sur les corrposants cont~inants. Il a été nécessaire de produi
re un extrait antigénique d'Aerobacter aerogenes pour le contrôle et l'absorp
tion des hyperimnunséruiTJS anti-N .p;ruberi. Aussi, nous avons produit un hyper

immunsérum anti-A. aeropenes pour contrôler le degré de contamination des anti
gènes de N .gruberi. Tous les i.mnunsérums seront donc par la suite absorbés par 
un antigène A.aerof>enes avant de procéder ~ une analyse :imrunoélectrophorétique. 
Les immunsérums produits contre d'autres espèces ont été également contrôlés . 

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

En cas de présence d'anticorps anti-A.aerogenes dans les immunsérums 
servant aux réactions croisées , ceux-ci sont absorbés par un anti@',ène A. a erogenes 
de façon à conserver seulement les corrposants spécifiques. Cinq lots d'extraits 
anti~éniques ont été produits avec lesquels quatre lapins ont été immunisés. 

L'analyse immunoélectrophorétique d'un extrait hydrosoluble de 

N.gruberi souche C.C.A.P. 1518 par l'hyperirnmunsérum horrDlor,ue 72 s10 permet 

d'objectiver au mins 19 corrr>osants antigéniques d'origine amibienne. L'hyper
irnrrunsérum a été préalablement absorbé par un antigène "milieu de culture" afin 
d'assurer la spécificité de la réaction. Cette mosaïque antigénique s'est mon

trée stable et reproductible à l'aide des différents extraits antirréniques pré

parés à un intervalle de 16 mois de culture continue. 

3.2. Structure antigénique de N.gruberi en culture axénique. 

Depuis l'errploi de sérum de veau foetal dans le milieu de culture, 
nous avons pu adapter la souche N.P,rUberi C.C.A.P. 1518 ~ la culture axénique 
dans le milieu C.G.V.S. Cette souche est cultivée axéniquement à la température 

de 28°C en culture continue depuis 15 mois. Elle ne s'est pas montrée pathogène 



- 84 -

pour la souris. 
L'étude de la structure antieénique a été réalisée en se basant sur 

la réponse anti~nique de 2 lapins et à l'aide de 5 lots d'extraits antigéni
ques. Parmi les hyperimmunsérums obtenus (n°s 102- 103), l'hyperimmunsérum 

103 (s8 et s
9

) a été retenu pour son pouvoir de révélation élevé. Cet hyperim

munsérum a servi de référence pendant l'ensemble de cette étude. 
L'analyse imrrunoélectrophorétique d'un extrait hydrosoluble de 

N.~beri souche C.C.A.P. 1518 par l'hyperimmunsérum homologue 103 s9 permet 

d'objectiver au moins 25 composants anti~éniques d'origine amibienne (fig. 34). 
L'hyper~sérum a été préalablement absorbé par un anti~ène '~lieu de cultu-

' re" afin d'assurer la spécificité de la réaction. Cette mosaïque anti~énique 
s'est montrée reproductible 8 l'aide de 5 extraits anti~éniques préparés à un 
intervalle de 12 mois de culture continue. 

3.3. Comparaison des structures antigéniques de N.v,ruberi cultivé monoxénique

ment et axéniquerœnt. 

Nous avons étudié ~l'aide de l'analyse ~unoélectrophorétique 
corrparative les deux extraits antigéniques obtenus dans des milieux de culturP 

différents. 

3.3.1. HYPerirnmunsérum N.r,ruberi (culture monoxénique). 

L'analyse inm.moélectrophorétique corrparative des extraits antigéni
ques homologues et hétérolor.ues à 1 'aide de 1 'hyperi.rrrnunsérum 73, perrœt d'ob
server une structure antir:énique apparemment isologue. Après épuisement de 
1 'hyperirrmunsérum par 1 'extrait hétérologue' aucun anticorps dirir;é contre 
l'extrait homologue ni hétérolor-ue n'est plus objectivé en Ouchterlony et en 

immunoélectrophorèse. 

3.3.2. HYPerimmunsérum N.rruberi (culture axénique). 

L'analyse iJTII'TlUnoélectrophorétiaue corrparative des extraits antigéni

ques homologues et hétérologues à l'aide de l'hyperimmunsérum 103 permet d'ob
server une structure anti~énique différente des deux extraits. Après absorp
tion de l'hyperimmunsérum par l'extrait hétérologue des arcs de précipitation 
sont encore révélés en réaction horrolor,ue tandis qu'en réaction hétérologue 
aucune précipitation n'est observée. 



Figure 34 
r1osaique immunoélec trophorétique de N. wuberi CCAP 1518. 

Vingt-cinq composa.nts s:::mt objectivés sur l'immunoélectrophorégrarnrne. 

Fie;ure 35 
Mosaïque immuno€lectrophorétique de N.jactini ITMAP 400. 

[rente-cinq composants sont objectivés sur l'immunoélectrophorérram-
me. 

Figure 36 
CompQraison immunoélectrophorétique des extraits de N.fowleri, 

de N.jadini et de N.gruberi à l'aide d'un hyperimmunsérum anti
N.fowleri. 

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

FiP.'ure 37 

Comparaison immunoélectrophorétique ~es extraits de N.ja~ini, de 
N.fowleri et de N.~ruberi à l'aide d'un hyperimmunsérum anti
N.jadini. Trente-cinq, quatorze et quatorze composants sont 
respectivement objectivés. 

Figure 38 
Spécificités antiiT8niques de N.jadini : 
a) Le contrôle de l'épuisement des réactions croisées en double 
diffusion montra les spCcificités antig[niquGs de N.j~~ini 
b) Caractérisation irnmunoélectrophorétique des spfcificités antigéni
ques de N.jadini. Après l'épreuve d'absorption croisée (gouttière: .. ~ 

inférieure). 
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Cette coJ'1l)araison des structures antigéniques de N .~beri cultivé 
monoxéniquement et axéniquement fait apparaître des nuances quantitatives. 

Elle suggère une différence qualitative des deux extraits due aux conditions 
différentes de culture de l'organisme. En effet, le rendeœnt en poids sec 
des extraits antigéniques obtenus en culture axénique (5%) est environ 10 fois 
supérieur au renderr:ent obtenu en culture monoxénique (0,60%). De plus, en 

culture monoxénique les arPibes forment rapidement des kystes lesquels entrai· 

nent une extraction p~olonrée qui peut mener à une dénaturation de c~rt2ins 

constituants protéiniques. 
Les extraits anti~éniques et les hyperimmunsérums obtenus à partir 

des formes de culture ~xénique seront e~loyés par la suite pour toute étude 
comparative avec d'autres espèces. 

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

Au cours de nos recherches nous avons pu isoler, à partir èe J '-:'"''.l 

d'une piscine privée à Anvers, une souche de Naev,~eij.a IT'-'1AP IICO (Jr..d5n et 
Willaert, 1972) morphologiquement seTPb lab le à N. g&."Uberi et N. fo~'lleri. Cet te 

souche se cultive axéniquement à la température de 28°C, ~ais non à 37°C. Cett~ 

souche s'est montrée peu pathogène pour la souris lors de l'isolement. Après 
sa mise en culture axénique aucune lésion n'a pu être produite chez la souris. 
N. jadini se distinp:ue deN. gruberi par son kyste dont la paroi est lisse et 
contient en moyenne 1 pore, de N.fowleri par son incapacité à cultiver a 37°~ 
et par l'absence de pouvoir patho~ène spontané. C'est en définitive l'analyE2 

imrnunoélectrophorétique des protéines hydrosolubles de cette souche qui nous 
a permis d'établir indiscutablement l'indépendance génétique deN. jadini. 

Nous avons décrit cette souch~ et nous l'avons appelée ~.jadini n. 
sp. (Willaert et Le Ray, 1973) en ho;mrap;e au Professeur J .B. JADThT. 

L'étude de la structure antir,énique de N.jadini a été réalisée en 

se basant sur les réponses antir,éniques de 2 lapins et à l'aide de trois lot~ 
d'anti~nes différents. Parmi les hY9erimmunsérums obtenus (n° 46 et 47) le 
n° 47 s

9 
et s10) a été retenu par son pouvoir de révélation élevé. Cet hyper

imrnunsérum a servi de référence pendant l'ensemble de cette étude. 
L'analyse imnunoélectrophm·étique d'un extrait hydrosoluble de 

N. jadini souche rrrt'~P 4CO par 1 'hyperimmunsérurn homologue 47 s10 permet d'ob· 
jectiver au ~Dins 35 composants antigéniques d'origine amibienne (fif. 35). 
L'hyperimnunsérum a été préalablerœnt absorbé par un antig-ène "milieu de cul-
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ture" afiri d'assurer la spécificité de la réaction. Cette mosaïque antigénique 
s'est montrée reproductible~ l'aide de trois extraits antir,éniques préparés 
à un intervalle de 24 mois rte culture continue. 

Etant donné que la souche ITMAP 400 est le seul représentant de 

l'espèce N. jadini, nous n'avons pas pu vérifier l'homor,énéité de cette espèce. 

5. Etude irnrnunoélectrophorétique comparative entre N. fowleri, N.frtiberi et 
N. jadini. 

Nous avons pu observer~ l'aide de l'analyse immunoélectrophoréti

que la constance infra-spécifique de sept souches de N. fowleri d'origine 

humaine. Cette observation nous permet de confronter à l'aide de l'analyse 
inmunoélectrophorétique canparée, les extraits antigéniques de plusieurs sou
ches de Naegleria, morphologiquement similaires ~ais non pathogènes à des hy
perimmunsérurns anti-N. fowleri, anti-N. j adini et anti-N. r-ruberi. 

Les parentés et les spécificités antigéniques de N. fowleri, de 

N. gruberi et de N. jadini sont analysées au moyen d'hyperimmmsérurns préparés 

cantre chaque espèce. 

5.1. HYPerimmunsérum anti-N.fowleri. 

Des hyperirrmmsérurns anti-N.fowleri rn''1A.P 359 et :P.WS Morgan objec
tivant en réaction homologue respectivement 27 et 28 composants antigéniques, 
opposés à l'extrait hydrosoluble deN. gruberi (C.C.A.P.) 1518 permet d'objec
tiver en immunoélectrophorèse 12 arcs de précipitation communs aux deux espè
ces (fip:. 36).!1 apparaît donc que N.fowleri se distinp.ue deN. PTUberi par un 

minimum de 15 composants antigéniques. 
L'extrait antie;énique de N. jadini l.T"'lAP 400 opposé aux hyperimnun

sérums anti-N .fowleri IT'-1AP 359 et I1'1VS ~~orr;an permet d'objectiver en irnrruno
électrophorèse 14 arcs de précipitation partagés par les deux espèces (fig. 
36). Il apparaît donc que N.fowleri se distingue de N.jadini par un minimum de 

13 composants antigéniques. 
Après épuisement au moyen des extraits hétérologues deN. gruberi 

et deN. jadini, l'hyperimmunsérum anti-N.fowleri détermine encore respective
ment 15 et 13 corrposants antir;éniques en réaction homolop;ue, tandis que dans 
les réactions hétérologues aucun composant n'est révélé en parfaite confirma

tion des résultats précédents. 
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5.2. Byperimmunsérum anti-N.jadini. 

Un hyperimmunsérum anti-N.jadini opposé aux extraits hétérologues 

deN. fowleri et deN. gruberi permet d'objectiver en immunoélectrophorèse 

respectivement 14 et 14 composants anti~éniques. Il apparaît donc que N.jadini 
se distingue de N.fowleri et de N. gruheri par un minimum de 21 composants 

anti~éniques (fi~.37). 

Après épuisement de 1 'hyperimrunsérurn anti-N.jadini, par satura

tion~ l'aide des extraits antiréniques de N.fawleri et de N.gruberi, les ré
sultats obtenus ont été confirmés par l'analyse immunoélectrophorétique (fie. 
38 a, b). 

N.jadini 90ssède donc une structure antigénique se distinguant de 

la structure de chacune des deux espèces voisines par les 2/3 environ de ces 

composants. 

5.3. Byperimmunsérum anti-N.EfUberi. 

L'analyse irnmunoélectrophorétique comparative des extraits antigé

niques de ~ .fowleri et de N. jartini au moyen de 1 'hyperimnunsérum n° 103 anti

N .r:ruberi, permet d'objectiver respectivement 12 et 14 cooposants antigénique~ 

part~és par ces espèces (fi~.39). 
Il apparaît donc que N .rçruberi se distinr,ue rle N .fowleri par un 

minirm.l.'Tl de 14 composants antigéniques et de N. jadini par un minimum de 12 
composants antigéniques. 

Après épuisement de l'hyperimmunsérum anti-N.r,ruberi oar saturation 

à l'aide des extraits anti~éniques de N.fowleri et deN. jadini, les résul
tats obtenus ont été confirmés par l'analyse immunoélectrophorétique. 

Ces résultats sont en parfaite concordance avec ceux obtenus à 

1 'aide des hyperimnunsérurns anti-N. 5 adini et anti-N. fo~>Jleri. 

6. Structure antigénique d'autres espèces appartenant au genre Naef.leria. 

L'existence d'autres espèces appartenant au ~enre Naegleria est 
sur~rée par la mise en évidence de deux types de souches distinctes en immu
noélectrophorèse deN. gruberi, de t~. fowleri et deN. jadini. C'est grâce à 

une collaboration fructueuse avec A. Jamieson d'Adelaide en Australie du Sud, 
que nous devons ces souches appartenant au genre Naehleria. Les résultats 

sérologiques obtenus par le test d'~glutination semble montrer un comporte-
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ment inhabituel aux autres espèces connues. 

L'étude irrmunoélectrophorétique de quelques unes de ces souches a 
rrds en évidence l'existence de deux autres espèces au sein du ~enre Naegleria. 
Ces souches ne sont pas encore étudiées du point de vue morphologique et biolo
gique mais des projets ont été Irlis au point dans ce sens. Il s' ar,it ici de 

souches que nous appelons du type "A" et du type "PPlllfFB". 

6.1. Nae~leria sp. A 

Un premier type est le type "A" dont Anderson et Jamieson (1972) 
ont isolé cinq souches à partir de l'eau potable en Adelaide (Australie). En 
arglutination, ces souches se sont montrées différentes de N.FrUberi, mais 

elles ont été agglutinées au même taux qu'en réaction homologue par un anti

sérum anti-N .foNleri (Jamieson, 1973). Par contre, les tests de pathogénicité 
ont été négatifs. L'aspect général de leur mo:;:'Phologie est semblable aux -::s-ç~ 

ces déjà décrites. Nous avons étudié deux de ses souches à savoir Naegleria 

sp. TI'lVS A-2 et Naer:leria sp. IMVS A-9. 

6 .1.1. Structure antij!énique de Naep:leria sp. Il''lVS A-2 

L'étude de la structure antigénique de Naegleria sp. ~lVS A-2 a 
été rœnée ~ 1 'aide d'un seul hyperimmunsérum (n°88) homolor:ue et de 4 lots 
d'extraits anti~niques. 

L'analyse immunoélectrophorétique d'un extrait hydrosoluble de 

Naegleria sp. souche r1VS A-2 par l'hyperimmunsérum homologue SB (S9) permet 
d'objectiver au moins 24 composants antigéniques d'origine andbienne (fig.40). 
L'hyperirrrnunsérum a été préalablement absorbé par U.'1 antigène "milieu de cul
ture" afin d'assurer la spécificité de la réaction. Cette mosaïque antigénique 

s'est montrée stable et reproductible à l'aide des 4 extraits antigéniques 

préparés à 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 IMVS A-9 a été pré
paré et comparé par la suite à la mosaïque antigénique de Naegleria sp. TI'lVS 

A-2. 
L'hyperimmunsérurn n°SS anti-Naegleria sp. ~S A-2, opposé en immu

noélectrophorèse à l'extrait antir-;énique de Naegleria sp. IJVIVS A-9 nous a per-



Figure 39 
Comparaison immunoClectrnphor€tique de N.r-ruheri, de N.fowleri 
et de N.j~dini à l'2ide d'un hyperinmuns8rum anti-N.~ruberi 
CCAP 1518. Vinet-cinq, douze et quRtorze composants sont respecti
vement objectivés. 

Figure 40 

Mosaïque immunoélectrophorétique de Nae~leria sp. IMVS A-2. 
Vingt-quatre composants sont objectivés sur l'i~unoélectrophoré
p;ramme. 

Figure 41 
Comparaison immunoélectrophorétique des extraits de Naerleria 
sp. Il\TVS A-2, de N.fo'l'rleri, de N.j11.dini et de N.fruberi à l'aide 
de l'hyperimmunsérum anti-Nae~leria sp. I~WS A-2. 

!'icure 42 

Analyse immunoClectro,horGtique des réactions crois8es minimales 
entre Paep-leria sp. IMVS P.-2 et N.fowleri, N.jadini et N.rruberi. 

Fit;;ure 43 
Mosaïque immunoélec trophorétique de tTRegler:h. sn. IMVS PPMFB-6. 
Vingt-six composants sont objectivés sur l'immunoélectrophorérramme. 

Figure 44 

Comparaison immunoélectrophorétique des extraits de N.fowleri, ~· 

Jadini, N.~ruberi et de Naefleria sp.A-2 à l'aid~ de l'hyperimmun
sérum anti-Nnerleria sp. IMVS PPr·1FB-6. 

/ 
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mis d'observer une structure antigénique apparemment isolo~e que celle obser
vée en réaction homolov.te. Anrès épuiserœnt de l'hyperimnunsérum anti-Naep.:leria 
sp. ll'WS A-2 par 1 'extrait hétérologue de Naer-:leria sp. rws A-9 aucun anti
corps dirigé contre l'extrait homolo~e et l'extrait hétérologue n'est plus 

objectivé en Ouchterlony, ni aorès l'analyse immunoélectrophorétique. 
Ceci établit l'identité de ces deux souches au niveau des compo

sants antir;éniques révélés. 

6.1.3. Etude corrparative de Naep:leria sp. ITWS A-2 avec N.fowleri, N •. iadini 
et N. p:ruberi. 

L'analyse immunoélectrophorétique des extraits hydrosolubles de 
N. fowleri IT!VIAP 35 9 et rviVS n~organ, N. j adini IT'!fJ\P 400 et N. @:I'Uberi C. C.A.P. 
1518 par 1 'hyperirrmunsérum anti-Naer-;leria sp. I1''1VS A-2, perrœt d'objectiver 
respectivement 10, 11 et 13 composants anti~niques partar,és par ces espèces. 

Ces résultats sont confirmés après absorption de l'hyperimmunsérum anti
Naegleria sp. A-2 au moyen des extraits hétérologues de N.fowleri, N.jadini et 
N. ~beri (fig.41). 

L'analyse immunoélectrophorétique de l'extrait hydrosoluble de 
Naegleria sp. A-2 par les hyoerirrrnunsérums anti-N.fm•rleri, anti-N. jadini et 

anti-N.gruberi permet d'objectiver respectivement 10, 16 et 13 composants anti·· 
géniques partagés par Naer;leria sp. A-2 avec les autres espèces du mêrœ ~enre 
(fip:. 42). 

L'ensemble de ces résultats perrœt d'établir l'indépendance immuno

structurelle de Naep:leria sp. ]''!VS A -2 vis-à -vis de N. fowleri, de N. j a.dini c ~ 

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

6. 2. Naegleria sp. r.ws PP!ViF'B 

Un second type est PPN!FB. Six souches ont été isolées à partir de 

six échantillons 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 rnorpholor.iquement aux autres espèces du genre Naegleria. Elles sont 
a[".,glutinées par un antisérum anti-N .fm"J"leri, mais 1 'inoculation aux animaux 
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est restée négative. Nous avons étudié à ce jour une de ces souches, à s2voir 

Naef!lerià rrvs PPMB-6 . 

6. 2 .1. Structure antif:énique de Naegleria sp. I!''!VS PH11FB·-6 

L'étude de la structure antigénique èie Nc.e?-"l~ri.a sp. Il'r."'VS PFi'-'J'B-6 n. 

été menée à 1 'aide d'un seul h:vperirmiUns8rum (n° 97) hornolopue et de deu;: lo·cs 

d'extraits antigéniques. 

L'analyse inmt>.no2Jectrophcrétique d'un extrait hyd:i."O~,olublc de 

Naep.:leria sp. :p.ws PP~IIFB-6 par 1 'hype:d.rnrnuns~~rurn hom:>lor;ue CJ7 (Sll' s12 et S~.~ \ 

permet d 'objectiv~r au rr.oins 26 co'TIC~G:J.ntu ffiîciréï.1iQ1lC5 à 'o:rir:Jr~.G L'nL:.oicnn'J 

(fig. 43). Cette mosaïque antigénique s 'eGt montrée l.~cprodu:::title à 1 1Cliùe de 

deux extraits antigéniques préparés à un inJ~ervalle de 3 mois de ct.:lt,·...re a.::6d.

que continue. 

6. 2. 2. Etude comparative de Naegleria sp. TI '!VS PP~·'Ifi'B·-6 ::vec N. fo~·rJ.eri. N .. kdj 1"..: 

et N.gruberi et Nae~leria sp. A 

L'analyse irrm..moélectropiK>:::>étiqu~ de:G A~~éraits h~/GC080:l.u,1les de 

N.fowleri r'1VS Mor~an, N.jadinl:. ITVTA? 400, !J:.rrup_er~ C.C.A.P. l)i.8 et ~élee;lcr.i~ 

sp. :UWS 1\-2 par 1 'hyperirrrnunsérum anti -Na2gleria r.p. If.'fVS pp:,,.i-:'B-5 p-:::•rrrrt d :ob

jectiver respectivement 10, 11, 10 ct 23 cump03[l:1ts anci3,~niquc~ partagés r::r 

ces espèces (fi.'1;. 44) . Ces rés11l tats sont confi!'ITiés apr~s abco::::,tion G.e 1 'l!y

perirrmunsérurn anti-Naegleria ~P. PP~'!FB-6 élll rnoyc::n des extl''a:i.ts hCtéi'o1.cg;lcs 

de N.fowleri, N.jadini, N.p;rub.eri et Naep;leria sp.A. 

L'analyse 5.mmunoélectrophor6tique de l 'e:~troit hyèt:co~:>lul.lle de 

Naegleria sp. IMVS pp~!IFB-6 à 1 'aide d8s hyperir,;m' ... mcér~rns a'lti -N. fc~-JJ.eri) ::=tr:.;.: 

N. j adini , ant5. -N. r-ruberi et anti -tJacr;!~ria E;',). A p~~:;."'TTet c1 'cbj ecti ver ll, 13 , lJ 

et 22 composants antir:.éni1ues en co1mun. 

L'analyse imnuno6lectrophorétique ùes extraitD a'îtip:éniquc~> d~ 

Naep:leria sp. Il'IIVS A et PP~WB nous a permis d'objectiver une str-1ctur~ antig5-

nique nettement apparentée, mais cepcnjant distincte chez CG8 deux scu~h~s. Il 

faudrait une étude corr.parative plus appro:f'ondie de ces doux c:.si)èccs ava:--1t C:~ 

conclure définitivement à la distinction absolue. 

7. Parentés antigéniques du ~enre Naerleria 

Les affinités irnmmochimiques d-?s e~pèces é!p,:>.rtené:l:t an gen:-e 

Naep:leria reflètent fidèlement leurs re lat ions taxono.ni.ques. L' er"':Jcmble d:-;::; 
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parentés observées au sein du genre Naerleria sont rassemblées dans le tableau 

6. 

Tableau 6. Parentés ant~génique s du genre Naegleria ( r·éactio:1s croisées mini

males observées en immunoélcctrophorèse. 

Antigènes N.fowl2ri N .,iadini N.gruberi Naegleria Naef-leria 
HyperlJTIDU!lserums sp. A sp . p:i_),,J<'B 

N. fo\lrleri 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 2LI 22 
Naegleria sp. PP~WB 10 11 10 23 26 

Du point de vue qualitatif, le tableau montr2 que les parentés anti

rem.ques observées en irrm.moé lectrophC>rèse entre les différ>€ntes espèces du 

genre Naegleri~ sont rernrquablement importantes. 

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

environ la moitié de leur structure antieénique alors que les parentés entre 

N. foNleri et N.rrub2ri concernent moins quG la moitié de leurs structures 

antigéniques révélées. 

Les parentés antip-éniques entre N .,j adin:h et N. r-;ruberi concernent 

environ le tiers de leurs structures a~tigéniques. 

Les parentés ;mtiréniques entre Naeœ,leria sp. A avec N. fo~ rleri, 

N. jadini et N. m~beri concernent e~viron la moi~ié d-: leurs structures anti

géniques alors que les parentés entre Na.ep-:!.eri& sp. A et Naef:leria sp. PH'IFB 

concernent la presque totalité de leurs strnctures antie:éniques. 

Les trois espèces N. fowler:h, N. jadini et N.__p.;rube:r>i ne partagent 

que cinq corrposants antir;éniques. Ceux-ci reprénentent semble-t-il la st:.:'Uc tn

re irrmunochimique forrlamentale du genre Naegleria. En effet, un hyper immmsé

rum ant:i.-N .jadini épuisé préalablerr.ent par un a-1tigèn2 N. fo·<~ler•i et o:Jposé en 

immunoélectrophorèse à N. pruheri révèle e~cor~ 7 co~osants antigéniques en 

corrrnun. N. gruberi et N . .j adini partagent un minimvm de 12 corrposbnts antig6ni

ques et 5 corrposants étant absorbPS par N. fowJ.eri, il s'ensuit qu'un miniHn.nn 

de 5 canposants antigéniques est partagé par ces trois es!)èces. 
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De plus, N. jadini occupe réellement une position phylogénique inter
médiaire entre N.fowleri et N. ~beri. Un hyperimmunsérum anti-N.fowleri épuisé 

par N. jadini et opposé à N.p,ruberi ne permet plus d'observer de co~osants 
antieénîques en immunoélectrophorèse. 

8. Conclusion. 

La reproductibilité et la finesse de l'analyse immunoélectrophoréti
que perrrettent d'attribuer~ cette méthode un rôle privilégié pour l'identifica
tion des espèces appartenant au genre Haegleria, étant donné l'homogénéité des 

caractères morphologiques. 
Ainsi, au sein du genre Naerleria, nous avons pu mettre en évidence 

une distinction anti~énique nette entre N. pruberi, N. fowleri et N. jadini. 
Nous pensons que le genre renferme d'autres espèces distinctes : l'analyse immu

noélectrophorétique met en évidence chez les souches "A" et "PPMFB" une diffé
rence antigénique concernant le tiers des corrpos8nts de N. fm.,leri et la moitié 

environ des corr.posant s de N. P-rUberi et de N. ,j adini • 
Les oarentés im:Jortantes observées au sein du genre Naep:leria sont 

de l'ordre de 10 ~ 19 composants antigéniques et d'autre part la spécificité 

marquée s'exprirre au niveau de la rr.oitié environ des anti~ènes. Ces différences 

accusées entre espèces voisines des protozoaires lihres témoignent d'un poten

tiel évolutif ~arqué de la part du genre. Cette diversification est d'autant 
plus frappante si l'on considère l'hamo~néité morpholor,ique du genre Nae~leria. 
L'analyse immunoélectrophorétique permet ainsi de révéler l'existence de pro
fonds remaniements moléculaires, sous-jacents au conservatisme des structures 

morpholop-,iques. 
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CHAPITRE 4 

Sreucture antifénique 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'espèces décrites sous des noms bien déterminés. Le nom r.énérique 
d'Acantharnoeba souvent discutê, est rnis en synonymie par plusieurs 

auteurs avec Hartmannella et r~ayorella. 

L'aspect morphologique des amibes appartenant à ce 

genre, est bien homogène. C'est pourquoi, plusieurs auteurs 
ont entrepris des études bioloriques, biochimiques et sérologiques 
(Adam, 1964, 1969, 1973; Schmoller, 1964; Siddiqui et Balamuth, 
1966). De ces travaux, il ressort que beaucoup d'espèces étudiées 

présentent les m@mes caractères que l'esp~ce A. castellanii. 

Les travaux les plus importants de ces dernières 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 espèces, 

ils se basent principalement sur les caractères morpholov,iques et 
les caractères mitotiques. Parmi les caractères morpholoriques 
l'aspect du kyste peut être retenu comme un des plus importants 

des caractères morphologiques. Il faut néanmoins tenir compte 
d'une étonnante variabilité de la paroi kystique au sein d'une 

population clônée. Les caractères mitotiques, homogènes au sein 
du genre Acanthamoeba ne nous paraissent pas suffisan~ pour 
sêparer les espèces. Il était donc souhaitable de comparer aes 
structures représentant l'ensemble de l'organisme. 

En nous basant sur les résultats obtenus par l'étude 
immunostructurelle du genre Naep;leria,il nous a sernblé utile de 

comparer quelques espèces appartenant au renre Acanthamoeba 
afin d'essayer d'éliminer quelques problèmes de synonymie, et 

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

Neff. A l'aide de ces hyperimmunsérums nous avons pu comparer 
successivement les structures anti~éniques 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.polypha~a souche P.23, A.terricola souche 425, 
A. pallestinensis souche Reich et A. astronyxis souche Ray. 
1. Etude antirénique du milieu dè culture. 

Les structures antigéniques d'amibes du genre Acanthamoeba ont 

été analysées à partir des formes végétatives obtenuGs en culture 

axénique. 
Dans le but de controlér l'analyse des antigènes amibiens, 

l'antirénicité du milieu culture "C.G.V." est contrôlée chez 
tous les hyperimmunsérums obtenus contre A. culbertsonj et 

Acanthamoeba sp. Neff. Un seul hyperimmunsérum révèle un arc 

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

Nous avions déjà pu observer lors de l'étude antigéni
que du milieu de culture ajouté de sérum "C.G.V.S.", que 

l'analyse immunoélectrophorétique des différents constituants 

de ce milieu ne révèle que seulement le sérum de venu 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 contrôler systématiquement dans les hyperimmunsérums ~nti
AcanthRmoeba la présencG d'anticorps anti-"C.G.V.". 
2. Structure anti~énique de A. culbertsoni 

La découverte d'un pouvoir pathogène pour les animaux 

et pour l'homme a accru considérablement l'intérôt que présente 
cette amibe. Elle a été classifiée par Sinvh et D~s (1970) comme 
espèce nouvelle et distincte et a été décrite par Culbertson 
(1959) comme un contaminant des cultures de rein de sinv,e. 

A. culbertsoni( eS:; caPable de provoquer, tout comme N. fowleri 

une méningo-encéphalite chez les animaux et probablement aussi 
chez l'homme (Jager et Stamm, 1972). 

La souche que nous avons étudiée (A-1) est une sub
culture de la souche isolée par Culbertson. Son pouvoir pathogène 
a été testé in vivo à plusieurs reprises. 
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_L'étude de la structure antigénique de A.culbertsoni 
a été réalisre·en se basant sur les réponses antigéniques de 2 

lapins et § l'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 élevé. Cet hyper
immunsérum a servi de référence pour l'ensemble de cette étude. 

L'analyse i~~unoélectrophorétique d'un extrait 

·hydrosoluble d'A.culbcrtsoni souche A-1 pnr l'hyperimmunsérum 
homologue 71 810 permet d'objectiver au Moins 25 composants 
antigéniques d'origine n.mibienne (fig.45). Cette "mosaïque" 
antigénique s'est montrée stable et reproductible à l'aide de 

trois extraits antigéniques préparés à un inter'V'alle œ 17 mois 
de culture continue. 

3. Structure antigénique d'Acanthamoeba sp.~eff. 

Acanthamoeba sp. Neff (Neff, 1957) est considérée 

comme étant A.castellanii, espèce type de genre Acanthamoeba, 

par Adam (1964) et Page (1967). 
Nous avions choisi cette souche , au début de notre 

étude, en raison de 1~ 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 grâce à l'obligeance de I.de Carneri. 

L'étude immunostructurelle d'Acanthamoeb8 sp.Neff a été 
menée à l'aide de six hypcrimmuns8rums et de trois lots d'extraits 
antigéniques. 

L'analyse immunoélectrophorétique d'un extrait 
hydrosoluble d'Acanthn.moeba sp. Neff par les hyperimmunsérums 

homologues 62 et 71 (6283 , 85 , 86 et 7185 , 87 , et 810 ), permet 
d'objectiver au moins 26 composants antigéniques d'origine amibienne 
(fig. 46). Cette ~osaique" antigénique s'est montrée stable et 
reproductible au cours de l'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 l'identité d'Acanthamoeba 
sp.Neff avec A.castell~nii afin de confirmer les observations 

de Adam (1964), de P~ge (1967) et de Cerva (1967). Nous avons 

successivement étudié les souches A.castell~nii provenant 

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

L'an~lyse immunoélectrophorétique des extraits 
antigéniques d'A.cqstellanii 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 à celles 
observées en réaction homologue. Après absorption de l'hyperimmun
sérum anti-Acanthamoeba sp.Neff par les extraits hétérologues 

des souches Hutner et 1930 aucun anticorps dirigé contre l'extrait 

homologue et l'extrait hétérologue n'est plus objectivé en 

Ouchterlony, ni après l'analyse immunoélectrophorétique (fig~47). 
Cette observation établit l'identité de ces trois souches 

au niveau des composants antigéniques révélfs. Acanthamoebn 

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

4. Structures antigéniques comparé~d'A.culbertsoni et d'A.castellanii 

Cette analyse comparative est successivement effectuée à 

l'aide des hyperirnmunsérums anti-A.culbertsoni souche A-1 et et 
anti- A.castellanii souche Neff. 



Figure 45 
Mosaique immuno€lectrophor6tique d'A.culbertson~ A-1. 

Vingt-cinq compcsants sont objectivfs sur l'immunoélectrophoré~ 
grammes. 

Figure L16 

Mosaïque i~nunoélectrophorétique d'A.c~stell~nii Neff. 
Vin~t-six composants sont objectivés sur l'immunoélectrophorérramme. 

Fipure 47 
Rfactions croisées entre A.castellanii Neff et A.castellanii 1930. 
L'analyse immunoélectrophorétique montre leur similitude antif,énique. 
L' hyperimmunsérum ant i.-1\.. castellanii Neff absorbé par 1 'extrait 
hétérolor,ue d'A.castell~nii 1930 ne révèle aucune spécificité antigéni
que chez la souche homolobue. 

Firure 48 
Comparaison immunoélectrophorétique des extraits d'A.culbertsoni 
et d'A.castellanii (A.sp.N.) à l'aide d'un hyperimmunsérum anti-
1\..culbertsoni (souche A-1). Vingt-cinq et quatorze composants sont 

respectivement objectivés. 

Figure 49 
Spécificités antigéniques d'A.culbertsoni A-1. Le contrôle de 
l'épuisement en double ~iffusion et 1~ caractérisation immunoélectro

phorétique montre les spécificités Rntigéniques d'A.culbertsoni 

après l'épreuve d'absorpticn croisée. 
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4. 1. Hyperimmunsérum an ti -A. c ulbert soni /\.-1 

L'hyperimmunsérum anti-A. culbertsoni objectivant en 
réaction homologue 25 composants antigéniques, opposé à l'extrait 
hydrosoluble d'A.cqstellanii Neff, permet d'objectiver en 
immunoélectrophorèse 14 compos::tnts antigéniques partagés par 

les deux espèces (fig. 48). 
Il apparait donc que~. culbertsoni se distingue de 

A. castellanii par un minirr.um de 11 composants antigéniques. 
Après épuisement par l'extrait hétérologue de A. cqstellanii 
Neff, l'hyperimmunsérum anti-A.culbertsoni révèle encore 11 

composants antip-éniques en réaction homolof.Ue tandis qu'en réac

tion hétérologue aucun composant n'est révélé (fig. 49). 

4.2. Hyperimmunsérums anti-A. castellanii Neff. 
Un hyperimmunsérum R.nti-A.castellanii Neff objectivant 

en réaction homologue 26 composants antigéniques, oppos~ à 

l'extrait hydrosoluble d'A.culbertsoni permet d'objectiver en 

immunoélectrophorèse 14 arcs de précipitation partagés par les 
deux espèces (fig. 50). 

Il apparait donc qu'A. castellanii se distingue de A. 
culbertsoni par un minimum de 1~ composants antigéniques. Après 

épuisement par l'extrait hétérologue d'A.culbertsoni, 
l'hyperimmunsérum anti-A.castellanii Neff détermine encore 12 
composants antigéniques en réaction homoloe:ue, tandis qu'en 
réaction hftérologue aucun composant n'est révélé (fig. 51). 
Ces résultats sont en parfqite confir~ation avec ceux précédemment 
obtenus. Ces résultats permettent d'établir l'indépendance immu

nostructurellc d'A.culbertsoni et d'A.castellanii. 
La spécificité marquée des espèces ainsi que l'importance 

des parentés antigéniques observées sont de l'ordre de la 
moitié environ de leurs structures antigéniques respectives. 
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5. Structures antiféniques comparses d'A.culbcrtsoni avec 
d'autres espèces appartenant au mê~e r,enre 

Dans cette étude nous avons coMparé les structures anti
géniques de A. polyphn~~, A. rhysodes, A. tcrricola, ~. palesti
nensis et A. astronyxis à l'aide d'un hyperiMm~nsérum anti-
A. culbertsoni. Les parentés ont été établies à l'aide de deux 

lots d'extraits antig§niqucs de A. rhysodes et de ~. astronyxis. 
Un seul lot a été préparé pour les autrss espèces. En ce qui 
concerne A. rhysodes, deux lots d'antigène ont été obtenus à 

partir de deux souches d'oririne diff€rente·. Ces souches sont 

probablement des subcultures de la même souche, originelle de 
Singh. Aucun hyperimmunsérum n'a été pr~paré vis-à-vis de ces 
e§pèces. 

L'analyse immunoélectrophorétique des extraits antigéni
ques de A. polyphara, A. rhysodes, A. terricola, A. palestinensis 

et A. astronyxis par l'hyperimmunsérum N°71 anti-A.culbertsoni tiitJ\ 
objectivant en réaction homolof>ue 25 composants antigéniques, ~ 
permet d'objectiver respectivement 9,11, 10, 15 et 16 composants 
antiréniques en commun (fig. 52). 

Il apparait donc que A. culbertsoni se distinffue d'A. 
polyphaga par 9 compos~nts antigéniques, d'A. rhysodes par 

11 composants, d'A. nerricola par 9 composants antigéniques, 
d'A. p~lestinensis par 10 composants ct d'A. astronyxis par 9 
composants anti~éniques. Ces résultats sont confirmés après 
l'absorption de l'hyperimmunsérum anti-culbertsoni par les extraits 

hétérologues. 
A. culbertsoni se diversifie très nettement des autres 

espèces étudiées. Ses parentés antigéniques, de l'ordre de 

9 à 16 composants, sont importantes mais d'autre part, sa 
spécificité marquée s'exprime au niveau de la moitié au tiers 

environ de ses antipènes. 
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6. Parentés antig6niques comparées d'A. castellanii avec A. 

terricola, A. polyph~~a et A. rhysodes. 

Ce eroupe d'espêces eppartenant au ~enre Acanthamoeba 
est morphologique~ent très hornogêne. Plusieurs de ces espèces 
sont mises en;ynonymie par Singh et Das ( 1970) et par Page ( 1967). 

En raison de ce problème de systé~~tique nous avons d'abord étudié 
les parentés anti~éniques de ce groupe pour élucider la confusion 

actuelle due au double emploi de plusieurs noms spécifiques. 

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

col~. 

A~ terricola (Pussard, 1964) est une souche morpholo
giquement semblable à A. castellanii. La comparaison de sa 
structure antir.énique par rapport à celle de A. castellanii 
a été effectuée à l'aide d'un seul extrait hydrosoluble de la 

souche 425 d'A. terricol~. 

L'hyperimmunsérum anti-A. castellanii souche Neff, 
opposé en immunoélectrophorèse à A. terricol~ permet d'observer 
une structure antigénique apparemment semblable à celle observée 
en réaction homologue. Aprèa épuisement de l'hyperimmunsérum anti
A. c~stellanii p~r l'cxtr~~téâ9~~g~~rricola aucun anticorps dirigé 

contre l'extrait homologue et l'extrait hétérologue n'est 
plus objectivé. Ceci établit l'identité de ces souches au 
nive~u des systêmes pr6cipitants objectivés. Une confirmation 
au moyen d'un hyperimmuns0rum anti-A. terricolq est souhaitable 

et permettra d'établir l'identité absolue. 

6.2. Structure antirénique compar~e d'A.castellanii avec A.polyphar.a 

et A. rhysodes. 

Cette comparaison a été effectué à 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'ori~iae différente. 

Un hyperimmuns6rum anti- A. castellanii objectivant en 
réaction homologue 26 composants antigéniques, opposé aux extraits 
hétérolop;ues de A. ·polyphaga et A. rhys odes (deux souches) 

permet d'objectiver en irnmunoélectrophorèse respectivement 21 et 
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Figure 50 
Comparniscn immunoélectrophorétique 0.es extraits è'A.castellanii 
Neff (A.sp.N.) et d'A.culbertsoni (A.cu) ! l'aide d'un hycerimrnun

sérum anti-~castellanii Neff. Vinpt-six et quatorze composants 

sont respectivement objectivés. 

Fi~ure 51 
Sp€cificités nntigéniques d'A.castellanii Neff. 

Le contrôle èe l'é~uisement des réactions croisées en double 
· diffusion et lR car~ctérisation immunoélectrophorétique permet 

d'objectiver les spécificités anti~€niques d'4.castellanii Neff 
après l'épreuve d'absorption croisée. 

Figure 52 

Comparaison immunoélectrophorétique des extraits d'A.culbertsoni, 

d'A.palestinensis, d'A.terricol~ et d'A.astronyxis menée à l'aide 
d'un hyperimmunsérum anti-A.culbertsoni. 

Fi~ure 53 
Comparaison immunoélectrophorétique des extraits d'A.castellanii 
Neff (A.sp.N.) et d'A.rhysodes (A.rh.) menée â l'aide d'un 

hyperimmunsérum anti-A.castellanii Ncff. 

Figure 54 
Spécificitês antieéniques d'A.castellanii Neff. 

L'hyperimmunsérum anti-A.castellanii Neff absorbé par l'extrait 
de la souche hétérolorue d'A.rhysodes p8rmet de rév€ler les 

spécificités anti~éniques chez 1~ souche homolohue. 
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23 composants anti~éniques partagés p~r ces souch0s (fig. 53). 
Il apparait donc qu't. caste1lanii de distingue d'A. po1yphaE~ 
par un minimum de 4 composants antigéniques et d'A.rhysodes 

par un minimum de 3 compos~nts antiréniques (fig. 54). 
Ces résultats sont confirmés après absorption de l'hyperimmunsfrum 
anti-A. castellanii par les extraits hétérologues d'A. polyppa~a 
et d'A. rhysodes. 

Les parentés antigéniques entre A. castolla~ii et ~· 
polyphara et A. rhysodes sont tr~s importantes et concernent 
un peu plus des 4/5 de leurs structures ~ntigér.iques respectives. 
Ces trois espèces différentes sont antigéniquement très apparentées l 
et peuvent être considérées comme un groupe homogène, au sein i 

1 

du renre Acanthar10eba, comme le sugg~raient d'ailleurs leurs 1 

caractères morphologiques. 

6.3. Structure antirénique comparée d'A. c?stellanii avec A. pales
tinensis et A. astronyxis. 

Cette étude a été effectuée à l'aide d'un lot d'extrait 

d'A.palestinensis et de 2 lots d'extraits antigéniques d'A.astro
nyxis. A. palestinensis a été originalement 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 prés~nce respectivement de 17 et 14 composants 
immuncélectrophorétiques apparentés (fig. 55). Ces parentés corres

pondent à une isologie de l'ordre des 3/5 de la structure observée. 

Il est à remarquer que la proportion des antivènes apparentés 
reste la même lorsqu'elle est déterminée à l'aide d'hyperimmunsérums 
de force inégale. 

Réciproquement la spécificité antigénique d'A.castellanii 
a été déterminée par l'épreuve d'absorption. Apr~s épuisement de 

l'hyperimmunsérum n°62 à l'aide des extraits lyophilisés d'A. 

1 
! 
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p~lestinensis et d'A. astrl)nyxis, 9 et 12 compos~nts restent révélés 
en ré~ction homologue (fig 56). La spécificité antigénique 

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

intéresse donc environ les 2/5 de sa structure a~tigénique 

révélée en immunoélectrophorèse, en accord avec le derré d'app~

rentement observé précédemment. 

En conséquence, l'indice d'isolor,ie antigénique entre 

ces trois espèces est d'environ trois cinquièmes. La parfaite 

complé~entarité observée entre isologie et spécificité témoigne 

de 1~ fidélité et de la reproductibilité de l'analyse immunoélec
trophorétique, lorsque celle-ci est menée de façon normalisée 

à l'aide de sérums hyperimmuns et de l'épreuve d'absorption croisée. 

7. Parentés antigéniques du genre Acanthamoeba 

Les affinités immuno6lectrophorétiques des espèces 
appartenant au genre AcanthrumGeba reflètent leurs relations 

taxonomiques. L'ensemble des parentés observées au sein du genre 

Acanthamoeba sont rassemblées dans le table~u 7. 

1 ~. 
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Tableau 7 : Parentés antigéniques du genre Acanthamoeba 

·(réactions croisées minimales observées en immunoélec
trophorèse). 

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

Antie;ènes 

!\.. culbertsoni A-1 25 14 

A. castellanii Neff 14 26 -
!\.. castellanii Hutner 14 26 

A. castellanii 1930 14 26 
A. terricola 14 26 

A. rh;t:sodes 11 23 
A. polyphél.ga 9 22 

A. pnlestinensis 15 17 

A. astron;t:xis 16 14 

Les parentés antigéniques sont remarquablement importantes entre 
les espèces étudiées appartEnant au genre Acanthamoeba. 

Nous avons pu mettre en évidence, parmi neuf souches 
étudiées, l'identité de quatre souches. Ces quatre souches, 
connues sous trois nomenclatures différentes dcivent être 
ramenées à ur.e seule espèce, à savoir Acanthamoeba castell~nii 

(Volkonski, 1930). Les dfn0minations Acanthamoeba sp.Neff et 
A. terricola disp~raissent et deviennent synonyme d'A. castellanii. 
Ce résultat bémoigne ainsi de l'homogénéïté antigénique de l'espèce 
A. castellanii. 

Les parentés antigéniques entre A. culbertsoni et A. 

castellanii concernent un p8u plus que la moitié de leurs structures 
antig6niques; ceci met également en évidence la spécificité marquée 
de ces deux espèces. 
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Les parent~s antig~niques entre A.castellanii et 

A. polyphaea et A.rhyscdas sont três importantes et concernent 
plus que les 4/5 de leurs structures antig~niqucs. 

Les parent6s antig~niques importantes, observ~es entre 
A.· castellanii d'une part et A. polyphar-a et A. rhysodes d'autre 

part, établissent une grande ressemblance de leurs structures 

antigéniques, support&e par leur identit~ morphologique. Ces 
trois espèces très apparentées antigéniquement et morphologiquement 

semblent constituer un groupe au sein du ~enre ~c~nthamoeba. 
Page (in litt., 1974 ) est de cet avis en ce qui concerne 

l8s caractêres morphologiques. 

Les spécificités d'A.castellanii vis-à-vis d'A.polyphaga 

et d'A.rhysodes sont peu marqu~es.Un hypcrimmunsérum anti-A.castellanii 
absorb§ prêalablement par A. polypha~a et oppos~ en immunoélectropho
r~se à A. rhysodes ne permet d'objectiver qu'un seul composant 
antigénique, tandis que ae même hyperimmunsérum absorb~ 

préalableMent par A.rhysodcs ne permet plus d'objectiver de 

composants antigéniques vis-à-vis d'A. polyph~r~.(fig. 57). Cette 
constatation permet d'envisarer la possibilit~, au sein de ce 
genre, la notion de celle d'"espèce" et "sous-espèce". 

Les deux souches d'A. rhysodes êtudi&es sont probablement 

identiques. En effet, des hyperimmunsérums anti-/\..culbertsoni 
et ?nti-A. castellanii épuisés pr~alablement par un extrait anti
génique d'A.rhysodes (souche Adam) et opposés ensuite en 
immunoflectrophorêse à A. rhysodes (souche C.C.A.P.) ne permettent 
pas de r6véler de composants antigéniques en réaction hét6rolo~ue • 

... 
Cette constatation est a confirmer par un hyperimnuns~rum anti-
A. rhysodes. 

Les espêces A. palestinensis et A. astronyxis se diver
sifient très nettement d'A.castellanii et leurs parentés anti

géniques sont du même 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. 
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Figure S5 
Comparaison i~~unoélectrophor6tique des extraits d'A.castellanii, 

d'A.pnlestin2nsis, d'A. terrical~ et d'A.~stronyxis men6e à 

l'aide d'un hyperimmunsérum anti-A.c~stellanii Neff. 

Fip-ure 56 

Spécificités antigCniques d'P.castellanii Peff rév§lées par 

absorption croisée de l'hyperimmunsérum anti-A.castellanii 
par les extraits hétéroloGues d'A.palestinensis et d'A.astronyxis. 

Fig-ure......21 

Spécificit6s antigéniques d'~.castellanii Neff et d'P.rhysodes 
révélé es par un hyper immunsérum an ti -JL cas te llanii Neff 
préalablement absorbé par un extrait antir,énique d'A.pnlyphn0a. 
Q1w.tre et un composP..nts antiréniques sont respective7J'1ent objectivés. 

!:' ipure _ 5-~--
a) Réactions crois~es en double diffusion des extraits antir6niques 
d'A.culbertsoni (A.a), d'A.castellanii (A.sp.N.) et d'Acanthamoeba 
sp. ITMAP A042 objectivées à l'aide des hyperimmunsérums anti
A.culbertsoni et anti-A.castellanii. 

b) Spécificités antigêniques d'A.castellanii Neff révél~es par 

absorption croisée èe l'hyperimmunsérum anti-A.c:!stellanii Neff 
par l'extrait hétérologue d'Acanthamoeba sp. ITMAP 1042. 
Trois composants antigéniques sont encore révélées en réaction 
hc;mologue. 
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A. culbertsoni se diversifie très nettement des 
autres esp~ces €tudi6es. Ees pDrentGs anti~6niqucs, de l'ordre 
de 9 à 16 composants, sont importantes mais d'autre· part sa spéci
ficité marquée s'exprime au niveau de la moitié environ de ses 

antigènes. A. culbertsoni est indiscutablement l'espèce antig6ni
quement la plus indépendante au sein du genre Acanthamoeba. 

Remarquons encore que les quatre souches d'A. castellanii 
étudiées à l'aide de l'hyperimmunsérum 
anti-A. culbertsoni révèlent le même nombre de composants antigé

niques en parfait accord avec les observations faites à l'aide 
de l'hyperimmunsérum anti-A. castellanii. 

8. Essai d'identification immunoélectrophorétique de quelques 

espèces d'Acanthamoebn isolées au laboratoire. 

Par~i les nombreuses souches d'Acanthamoeba isolées dans 
le Département de Protozoologie du Professeur J.B. Jadin, nous en 

avons choisi quelques unes pour tenter de les identifier à 

l'aide de l'analyse immunoGlectrophorétique au moyen des seuls 

hyperi~munsérums dont nous disposons. 
Nous avons successivement étudié les souches Acanthamoeba 

sp. ITMAP 361, Acantha~oeba sp. IT~AP 1042 et Acanthamoeba 
sp. IMVS RUS.22: Cette dernière souche a été isolée par A. 

Jamieson (Adelaide, Australie). 

8.1. Acanthamoeba sp. ITMAP 361 
Cette souche, isolée à partir d'une eau de piscine 

à Anvers, se cultive axéniquement en milieu C.G.V. à 28° C 
mais supporte cependant la multiplication à 37°C. Morphologiquement 
elle ressemble à A. castellanii. Elle a pu être transmise à la souris 

à plusieurs reprises par passages effectu8s par voie intracérébrale·. 
L'extrait antigénique hydrosoluble de cette souche opposé 

aux hyperimmunsérums anti-A.culbertsoni et anti-A.castellanii 
en méthode d'Ouchterlony révèle un apparentement plus proche avec 
A. castellanii qu'avec A.culbertsoni. L'analyse immunoélectropho

rétique de 1 'extrait hydrosoluble d' /'.canthamoeba sp. IT~1AP 361 par 

' ! 1 

i 
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un hyperimmuns~rum anti-A. castellanii (N°62) permet d'objectiver 
au moins 21 composants antigéniqu~s part~gés pnr les deux souches. 

L'hyperimmunsérum anti-A. castellanii épuisé préalablement 
par 1' antigène d' Acanth8.moebB. sp. IT~1AP 361 et opposé en immunoé

lectrophorëse à A. castellanii permet rte révéler 4 à 5 composants 

antigéniques en réaction homologue tandis qu'en réaction hétéro

lorue aucun composant antigénique n'est révél~. 
Cette souche se montre antig6niquerncnt três apparentée 

à A. castellanii ~ais n'est pas isologue à la structure antigénique 

de cette espêce. Nous pensons néanmoins que la souche ITri[J\p 361 

appartient au groupe A. castellanii - A. rhysodes - A. polyphaga • 

Le manque d'hyperimmunsérums anti-A.rhysodes et anti-A.polyphaga 
ne nous permet pas de réaliser l'identification complête de cette 
souche. 

8.2. Acanthamoeba sp. ITMAP 1042 

Cette souche a été isolée à partir de selles diarrh8i
ques provenant d'un enfant hospitalisé à la Clinique Good-Engels 

à Anvers (Jadin et al. 1973). Cette souche se multiplie axéni
quement à 28°C et ressemble morpholoEiquernent à A. castellanii. 

Inoculée nar voie intracérébrale elle provoque la ~ort de la 

souris. Nous avons subi~ulé cette souche chez 1~ souris à cinq 
reprises. 

Un extrait anti~éniquo, prépar6 à partir de cette 
souche en culture axénique, a été oppos6 en Ouchtorlony aux hyper

immunsé:rums anti-A.culbertsoni et anti-A.castellanii . Cette 
souche s'est montrée plus apparentée à A. castellanii qu'à 
f\. culbertsoni (fig. 58 a). 

L'analyse irrmunoélectrophor8tique de l'extrait 

hydrosoluble d'Acanth?.moeba sp.ITMAP 1042 r~r un hyperim~unsérum 
anti-A.castellanii 01°62), permet d'objectiver une structure 
appare!T'.ment identique à celle objectivée en r6<1ction homoloe:ue. 

·i 
i 
1 
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L' hyperimmunséru!'!1 anti-A. c2.stell8.nii épuisé préalablement 

pnr 1 'antir.ène n' 1~canthamoeba sp. ITM!'~P 1042 et opposé en immunoé
lectrophorèse à A. castellanii permet d'objectiver en réaction 
homolo~ue encore 3 composants antigéniques tandis qu'en réaction 
hétérolo~ue aucun composant n'est révélé (fig. 58 b). 

De rlus, un hyperimmunsérum anti-~. castellanii, préala

blement épuisé par l'extrait h~térologue d'Acanthamoeba sp. 

ITM~P 1042 et opposé ensuite en immunoélectrophorèse aux anti~ènes 

d'A. rhysodes et d'A.polyph~ra rfvèle encore au moins un composant 
nntigénique vis-à-vis oe ces deux souches. 

Cette souche se montre antipéniquement différente d'A. 
castellanii mai a néanmoins très apparentée. tJous n'avons pas 

pu démontrer 1' identité de. cette souche avec les espèces A. rhysodes 
et A. polyphaga mais nous avons pu constater un apparentement 
très ~troit avec ces espèces. Nous pensons donc que la souche 
Acanthamoeba sp. ITf.YAP 1042 appartient au groupe A. castellanii-

A. rhysodes - A. polyphaga. 

8.3. Acanthamoeba sp. IMVS RUS 22 

Cette souche nous a été communiquée par Jamieson (Australie). 

Elle a été isolée à partir du sol entourant une source d'eau 
chaude dans le domaine de Ratura, Nouvelle Z6lande. L'eau de cette 

source sert entre autr~à l'alimentation d'une piscine où un 
cas de m6ninro-enc~phalite amibienne primitive à N.fowleri s'est 
produit. 

Cette souche se montre potentiellement pathorène pour 
la souris, tant par inoculation intra-cfrébrale que par l'instillation 

intra-nasale. Par voie intra-cérébrale elle tue 18. souris, entre 
4 et 6 jours et après instillation intra-nasale les souris 
meurent entre 5 à 8 jours. 
Ces tests de patho~énicité ont €té répétés à plusieurs reprises 
dans notre laboratoire et sont une confirmation des observations 
faites par Jamieson. Suite à cette pathogénicit& aiguë, nous 
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avons cru qu'il s'agissait d'une souche d'A.culbertsoni . N~an~oins, 
les résultats obtenus 8n agglutination (Jamieson, in litt.) 
et en immunofluorescence ont montr~. qu'en vérité cette souche 

n'appartenait pRB a A. culbertsoni ni ~ ~. castellanii. Cette 
souche se cultive axéniquement en milieu C.G.V. à 37°C. 

Un extrait antigénique prépar~ à partir de cette souche 

a été opposé en Ouchterlony aux hyperimmunsérums anti-A.culbertsoni 

et anti-A. castellanii. Elle s'est montrée plus apparentée à~· 
castellanii . 

L'analyse immunoélectrophorétique de l'extr~it hydrosoluble 
d'Acanthamoeba sp.I~WS RUS 22 p~r un hyperimmunsérum anti-A.castellanii 

permet d'objectiver une structure apparemment isolorue à celle 

objectivée en réaction homologue. Après absorption de l'hyperimmun

sérum anti-A.castellanii par l'extrait hétérolo~ue, aucun anticorps 
pr8cipitant n'est objectivé en Ouchterlony, ni en irr~unoélectropho
rèse aussi bien en réaction homologue qu'en hGtGrologue. 

Ces deux souches semblent donc être identiques m~is le 

résultat demande une confirmation à l'aide d'un hyperimmunsérum 
anti-Acanthamoeba sp. IMVS RUS 22. 

Cette observation confirme, qu'A.castellnanii peut 
être pctentiellemnt pathogène 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 confirmation par un hyperimMuns8rum anti-Acanthamocba sp. RUS 
22 est souhaitable. Ces obs0rvations permettent de conclure que 
les souches étudi8es appartiennent au ~roupe ~. castellanii 

A. pclyphaga- A. rhysodcs. 

1 

{ 
1 

• 1 

1 
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CHAPITRE 5 

Parent6s antig~niques des genres Naegleria 

et AcanthaMoeba 

Le climat qui convient à l'homme n'est 
pas celui du bonheur. C'est celui de 

l'inquiétude, de l'insatisfaction et 
èe l'aspiration vers ce qui le dépasse. 

Albert Vaudel 
"L'hom~e et 1'6volution". 

P. 197. 

., 

1 
1 
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La définition des struct~res immunoélectrophorétiques 

des diff5rentes esp~ces appartenant aux ~enres Naerleria et 
Acantha~oeb~ nous a permis d'aborder l'étude de leurs relations 
avec des organismes situés à divers niveaux taxonomiques. Cette 

été 
étude comparat i v12 a menée en collRbora t ion avec D. t.fchain et 

D. Le Ray en ce qui concerne les Trypanosomidae et les organismes 
non apparentés. 

La comparaison a concerné principalement des organismes 
maintenus en culture axénique. La spécificité des résultats a 

été assurée par l'épreuve d'absorption croisée, après épuisement 

systémntique des hyperimrnunsérums d'analyse à l'aide du milieu 

de culture. 
Le depré d'apparentement anti~énique des esp~ces du 

genre Naegleria et Acantharnoeba a fté appréci§ successivement 
au nivee"u de 1' ordre des AmoE:bida, dans le phylum des Protozo:1 

et en dehors de celui-ci. 
Au ni~eau de l'ordre des Amoebida nous avens comparé 

le genre Naegleria et Acanthamoeba avec quelques espèces repré
sentant les familles des Vahlkampf'iidae, Hartmannellidae. et 
Entamoebidae. 

Dans le phylum des Protozoa, dans le rroupe-classe, 
la comparaison a concerné, au niveau de la classe, les Phytomos
tirophorea Euglena et M0nas, dans les Kinetoplastida plusieurs 
représentants de la famille des Trypanosom:ltid8.e, ct au niveau 
de la classe des Ciliata TetrahymcnR pyriformis. 
Hors du phylum, nous avons recherché l'existence de r€actions 

croisées entre les genres Naegleria et Acanthamocba et des 
organismes parasites non apparentés : Champignons ct Helminthes. 

1. Parentés anti~éniques entre les genres Naerleria et Acanthamoeba. 

Les parentés antigéniques entre ces oeux genres ont 

été ét?.blies à 1 ''3.ide ~e cinq hypE.:rirnmunsérums différents anti
Nnep;leria et è.e deux hyperimmunsérums diff€rents anti-Acanthamoeba. 

Les analyses sont d'abord men~es en méthode d'Ouchterlony 
et les ~res de précipitation objectivés sont ensuite localisés en 

., 
! 
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i~~unoélectrophorèse. Le nombre d'arcs objectivés en Ouchterlony 
n'est pas toujours révélé en immunoélectrophorèse. Les résultats 
des pQrentés antigéniques minimnles figurant dans les t~bleaux 
correspondent au nornbre de ccrnposants antigéniques localis6s 
en i~~unoGlectrophorèse. 

1.1. Hyperimmunsérums anti-Naeeleria. 

Les immunoél~ctrophorèsœ ont été menées à l'aide de 
8 extraits Rntir,éniques provenant de six espèces 0ifférentes ~u 

genre Acanthamoeba. Ces antir.ènes ont été opposés à cinq 
hyperimmunsérums anti-'f',l~egleria représentant cinq espèces diffé

rentes. Les résultats obtenus sont r~ssernblés dans le tableau 8. 



T!?..bleau 8 

Hyperimmun-
sérum 
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Pqrentés antigéniques du genre Naegleria avec le 

genre Ac2nthamoeba (réactions minimales observées 
en immuno8lectrophorèse}. 

t~ntirènes 
N.r.ruberi N.j8.dini lJ.fowlcri N!legleria Naerleria 

SD .~. sp.PPMFB 

Acanthamoeba sp. 1 3 3 3 Neff 
A.castellanii 0 1 0 0 2 

A. t:.:rricola 0 1 0 1 1 

--------------------------------------------------------------------------
A.rhysodes 
A. polyph8va 

!., • culbertsoni 
A. palestinensis 
A. astronyxis 

0 

0 

0 

0 

0 

2 

0 

2 

1 

1 

1 

0 

2 

0 

0 

0 

1 

0 

0 

0 

Les renseiFnements rassembl~s dans le tableau 8 

0 

0 

0 

1 

0 

mettent en évidence que les parent8s concernant 1 ~ 3 composants 
antigéniques sont spécifiquement partagées par ccrt~ines espèces. 

Ces parentés exprinGen entre deux renres de familles différ~ntes 
sont r~duites et leur reconnaissance par le lapin est irrêrulière 

et nécessite une immunisation prolongée. On remarquera que l'hyper
immunsérum anti-N.jn.dini E:t anti-N.fcwleri(fig. 59), révélant 
respectivement 35 et 28 9.rcs ne précipitations en réaction 
homologue, ont mis en évidence les meilleurs résultats concernant 
les parentés observ<!es entre les r:leux genres. 
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De plus, l'hyperimmunsérum anti-N.jadini épuisé préa-

lablement par l'extrait antigénique d'A.c~stellanii souche 
Neff et opposé en Ouchterlony aux ~ntig~nes des ~utres espêces 
du genre Acanthamoebq ne permet de r~vEler aucun arc de préci

ritation; ceci montre que les parentés partar,éespar N.jadini 
et A. castellanii comprennent les mêmes co~posants parta~ês par 
N. jadini et l2s autres espèces du genre Acanthamoeb~. 
Les composants partarés par ces deux Genres apparaissent tardive
ment au cours de l'immunisation. Un antisérlli~ de cinétique anti-

N. fowleri objectivant en réaction homologue 6 composants antigéni
ques ne permet pas d'objectiver en double diffusion d'Ouchterlony 
la présence de composants antiréniques. Des hyperimmunsérums 

anti-Naefleria r~vélant moins de 20 composants antif,éniques en 
r8action homologue n'ont pas permis de visualiser une parenté 

antit,énique entre des espèces appartenant à ces deux genres. 

1.2. Hyperimmunsérums anti-Acanthamoeba. 

Les immunoélectrophorèses ont été ~enées à l'aide de 

5 extraits ~ntig8niques provenant de cinq espèces différentes 

appartenant au genre Nae~leria. Elles ont été oppos€s aux 
hyperin1munsérums d'A.castellanii souche Neff et d'A.culbertsoni 
souche A-1. 

Les résult~ts obtenus sont rassemblés eans le tableau 9. 
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Table.q,u 9 ParentGs antigéniques du genre Acnnthamoeba 
avec le genre Nqe~leMiq (réactions minim~les observ€es 

. -
en immunoélectrophorèse). 

Hy~muosérums 
A.castellanii Neff. A.culbertsoni A-1 

Antigens 

N.gruberi 0 0 

N. j n.dini 0 2 

N.fowleri 1 1 

Naegleria sp.A. 1 0 

Naeglc~ria sp. PPMFR 0 0 

Les r€sultats rassemblés dans ce tableau mettent en 
évidence des parentGs antigéniques très réduites entre les 

genres Acanthamoeba et Naecleria. Cés parentés concernent 1 à 

2 composants anti~fniques (fig.59) spécifiquement partagés par 
certaines espèces, mais ceux-ci sont irrérulièrement reconnus 
par les lapins. Ces parentés concernent en moyenne moins d'un 
composant antigénique. Les parentés antigéniques les plus 

importantes sont rév0lées à l'aide des hyperimmunsérums anti

Acanthamoeba et les extraits antigéniques de N.jadini et ~· 
fowleri comme c'était le cas dans le paragraphe précédent. 
Cette observation confirme la fidélité des réactions observées. 

2. Ordre des Amoebida 

Toujours par référence au genres Naerleria et Acanthamoeba, 
nous avons confronté leurs structures antigéniques à celles 
de diverses familles appartenant à l'ordre des Amoebida. 
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2.1. Vahlkampfiidae 

Les Vahlkampfiidae font ,e)?.rtie è. 'un r,roupe à position 
systématique controversée, généralement ran~ésparmi les 

Rhizopodes (Châtton, 1953; Kudo, 1956; Page, 1967; Sin~h et Das, 
1970) celles-ci ont ~té placés"for c~nvenience" parmi les Flagellés 

dnns l'ordre des RhizomastiEida par le Cornmittce de Taxonomie 

( 1964). C8tte famille compremr en effet les orr:anismes amoeboides 

présentant au cours de leur cycle un stade fl~rellé illustrant 
ainsi les affinités fondamentales des Rhizopones et des Fla~ellés. 

Ces considérations nous ont conduit à examiner en 

détails les relations antigéniques du genre N~egleria et Acanthamoe

ba avec d'autres genres appartenant à la famille des Vahlkampfiidae. 
Quatre hyperimmunsGrums anti-Naegleria et deux hyper

immunsérums anti-Acanthamoeba ont été opposés à une souche 
appartenant au genre Tetramitus à savoir T. rostratus et une souche 
du genre Vahlkampfia, V.avara, T.rostratus représente ici un 

autre genre appartenant aux amoebo-flar,ellates tandis que chez 

V. ~v~ra , un stade flagellé n'as pas été mis en évidence au 
cours de son cycle. 

Les résultats obtenus en immunoélectrophorèse sont 
rassemblés dans le tableau 10. 
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Tableau 10 Parentés antigéniques du genre Naerleria et 

Acanthamoeba avec T.rostratus et V.avara. 

Ag. T.rostratus v. a vara 
HIS 

N.~ruberi 4 4 
N. jadini 2 1 

N.fowleri 1 2 

N~e~leria sp A 0 1 

A.castellanii 0 2 

A.culbertsoni 1 

Les renseignements rassemblés dans ce tableau mettent 

en évidence que les parentés observées entre différents genres 

appartenant à la même famille sont plus importantes que les parentés 

observées entre genres appartenant à deux familles différentes (fig. 

60). 
Au sein de la famille des V~hlkampfiidae on constate 

que les parentés unissant deux genres différents d'amoebo-falgellates, 

sont aussi impcrtantes que les parentés observées entre un genre 

d'amoebo-falgellate et le genre Vahlkampfia, ne produisant apparemment 

pas de stade fl~gellé temporaire. 

2.2. H~rtmannellidae 

Une seule espèce appartenant au genre Hartmannella a été 

confrontée aux hyperimmunsérums anti-Naegleri~ et anti-Acanthamoeb~. 

Le genre Acanthamoeba appartient également à la famille des 

Hartmannellidae, ainsi deux genres appartenant à la même famille 

seront confrontés. 

Les réactions croisées observées sont indiqufes dans 

le tableau 11. 
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Figure 60. 
Parentés antigéniques des genres Naealeria 
et Acanthamoeba avec des Vahlkampfîî ae, Hartman
nellidae, Entamoebidae; et des Phytoflagellés . 
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ParentŒs antig€niques du genre Naegleria 
et Acqnthamoeba ave H. vermiformis. (Réactions 
minimales observées ou immunoGlectrophorèse). 

Antigone 

Hyperimmunsérums 

N. gruberi 

N. j adini 

N. fm<1leri 

Naegleria sp A 

A. castellanii 
A. culbertsoni 

H. vermiformis 

0 

0 

1 

0 

1 

0 

Les parentés observ€es entre ~enres appartenant à 

la même famille, ainsi que les parentés observées entre genres 
de familles différentes dont très minimes ou nulles. 
Elles peuvent être considérées comme néglire~bles. On rem~rquera 
qu'une disparité antigénique importante presque totale s'observe 
entre Ac~nthamoeba et Hartmannella , deux genres classifi€s 

dans la famille des Hartm~nnellidae. 

2.3. Entamoebidae. 

Une seule espèce appartenant au genre Ent~moeba a été 

confrontée aux hyperimmunsérums anti-Naegleria et anti-Acanthamoeba; 

il s'af,it d'E.histolytica souche HK 9. Les réactions croisées ainsi 
que l'hyperimmunisation a été effectuée à l'aide d'un antigène de 
co~merce (I.V.N.). 

2.3.1. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 12 
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' Tableau 12 Rfactions croisées observées entre les cenres 

Naegleria, Acantharn~eba et Ent~moeba. 

Antirène 
Hyper immuns &rurns 

N. gruberi 
N. j ReUni 

N. fcwleri 
Nae!2'leria sp.A 
A. cqstellanii 

A. culbertsr.ni 

E. hist0lytica 

0 

1 

1 

0 

0 

0 

Ces résult3ts montrent que les ~arantés observées entre 
ces différents renres appartenant à différentes familles sont 

très réduites et nérlir,oables. 

2.3.2. Un hyperimmunsérum anti-E.histolytica objectivant en réaction 
homologue un minimum de 25 composants antirfniques a ét€ oppos6 

aux extraits antigéniques de plusieurs espôces rtu genre Naeeleria 
et Acanthamoeba . 

T~bleau 13 : Rfactions croisfes observées d'E.histolytica 
avec Nae~leria et ~canthamoeba. 

Hyperimmunsérum 

Antir:ènes 

N. gruberi 
N. j rtdini 
N. fowleri 

Nq,egleria sp.A 
Naecleria sp PPr1FB 

A.castellanii 
A. culbertsoni 
A. palestinensis 

A. astronyxis 

F. histolytica 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1 
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Les renseignements rassemblés dane ce tableau mettent en 
évi~ence que les parentés observées entre les genres Acanthamoeba 

et Entamoebq sont nulles ou nérlif~ables. 
Aucune parenté n'a Œt§ observ6e entre NaeFlEria et Entamoeba. 
Entre Entam0eba et ~c~ntbamoeb~ seulement un composant 
antigénique est né~s en évidence avec h. astronyxis. 

En conclusion, les rel~tions antig6niques entre Naer.leria 

Acanthamoeba et Entamoeba sent nulles ou nG1-li~eables 

3. Classe dœ Phytornastipophorea. 

Les parentés antigéniques Œe Naerleria et Acanthamoeba 
avec quelques flagellés ont 8té appréciées en comparant l'amoebo

flapellate N.fowleri et les amibes sans stade flap,ellé, 
A. castellanii, A. culbertscni et E. histolytica à deux phytoflarel
lés appartenant à des ordres distincts. L'Euglénien Euglena et 
la Chrysomonadine Manas. 

Les parentés antiréniques observses sont rassemblées 

dans le tableau 14. 
Tablenu 14 Parentés anticéniques entre Amoebida et Phytomas

tigophorea. 

Antigènes 
E. gracilis Monas sp. 

Hyperimmunsérums 

N. fowleri 0 1 

N.jaèini 0 0 

A. castellanii 0 2 

A. culbertsoni 0 1 

E. histolytica. 0 0 

L'analyse immunoélectrophorétique d'Euglena eracilis 
(forme chlorophyllienne) par les hyperimmunsérums mentionnés 
dans le tableau 14 n'a pas permis de révéler la présence de 
composants antir.éniques communs. 
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L'examen d'un orcanisme 8.pl8.stidié, ~knas sp., 
appartenant à un sroupG distinct de Phytofla~ell§s, à l'aide 
des hyperirnmunsérums g,nti-N. fowlerj. anti-·P.. c2stellRnii, an ti-_____ ,~ 
A.culbertsoni et anti-F. hist0lyticn a r§vél~ qu'un seul 

composant est parto.ré Qar ce protiste et par N1.er,leria, 1 à 2 

composants sont part~~6s avec ~cRntharnoeba tan~is qu'avec E. 
histolytic~ aucun compos~nt n'est révélé. 

Le composant à loc~lisation ~no~ique, observé par 
les hyperimmunséru.ms anti-NRep.:leria et anti-A.canthamoeba est 

identique. L'nnalyse immunoélectroph0rétique par fente courte 
R permis d'effectu~r l'épreuve d'identité. Ces parentés sont 
reconnues irrérulièrzment par les animaux d'ex~érience. Un 
des trois hyperimmunsérums anti-N3.efleria examinés ne réar.it 

pas vis-à-vis de MonRs.Cet anti~ène ne parait pas représenter 

une parenté de hasard puisqu'on le retrouve chez Naerlcria 
et Acanthemoeba d'une manière constante. L'arc de Précipitation 
observé correspond à une réaction antieène-anticorps; son allure 
n'étant pas modifiée après inculation prolonrée dans le citrate 

tris'Jdique. 

L'absence oe toute réaction croisée, entre les milieux de culture 

et les hyperimmuns€.rums d'~tude, a été systém~tiquement 
contrôlée par double diffusion en rel. 

4. Famille des Trypanosomatidae 

Toujours par . référence auxr ~enres Nqer,leria, Acanthamoeba 
et Entamoebn, nous avons confronté les structures antir,éniques 
des Sarcodina à celles de ~ivers Mastipophora. 

4.1. Section Salivaria : T.brucei brucei, T.brucei ~ambiense 

Aucun hyperimmunsérum anti-Naegleria, anti-Acanthamoebq 
et anti-E. histolytica n'a entrainé de réaction de précipitation 
vis-à-vis de T.brucei brucei et èe T.brucei rambiense. 

L•absence de parentés ~ntiréniques entre les Amoebida 
et les Snlivaria a été confirmé à l'aide d'un hyperimmunsérum 

anti-T.brucei brucei déterminant en réaction homologue 35 arcs de 
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prSciritation et oppos6s ~ux extraits hy~rosolublcs ~e N.fowleri , 
N.jadini, A.castellanii, A.culberts~ni et E.histolytica. 

(Le Ray, 197 4) • 

4.2. Section Stercorarin : T.cruzi 

Aucun hypGrimmuns€rum anti-Naer.leri~, anti-Acanthamoeba 

et anti-E.histolyticq n'a entr3inG de réaction de pr~ciDitation 
vis-à-vis de T.cruzi. 

Néanmoins un hyperimmunsérum anti-T.cruzi à permis de 
mettra en évidence 1~ présence d'un arc de pr~cipitqtion vis-A-vis 

de N.fowleri (Afchain, communication nersonnelle). - . 
L'absence de parentés antigéniques entre Acanthamoeba 

~t Entamoeba a été confirmé à l'aide d'un hyperimmunsérum ~nti

T.cruzi déterminant en réaction homolo~ue 30 arcs de prêci,itation. 

4.3. Genre Leishmania : L.donbvani 

Les hyperimrnunsfrums anti-naerleria et anti-Ac8.nthamoeba 

ont été oppos6s à un extrait antigénique de L. èonovani. 
Aucune r&action de précipitation n'a fté observ6e. R6ciproqftement, 

un hyperimmuns0:rurn anti-L.r1onovani rév6lant 28 arcs de précipitation 

en réaction hornolorue n'a mis en évi~ence aucune parenté entre 
ces protistes. 

Un hyperimmunsérum anti-E.histolytica opposé à un 

extrait antirénique de L. donovani a permis d'objectiver la 

présence d'un arc èe précipit~tion. Cette observation a été 

confirmée à l'aide d'un hyperimmunsérum anti-L.donovani, objectivant 

en réection homolorue 23 composants antiréniques. 

Résumé 
Les relations antieéniques d'Amoebida avec différents 

genres appartenant à la famille des Trypanoso!Tlatidae se sont 
montrées tras réduites et presque nulles. N§anmoins une persistance 
de parentés antiréniques au niveau taxonomique le plus élev~ 
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 Ciliata 

U~e souche de Tetrahymena ~yrifcrmis (Ehrenberg) se 
cultivant axéniquement à 28°C en mtlieu C.G.V. a été analysée 

à 1 'aide des hyperimmunsfrums anti-N. fovJleri, anti-N. j :1-cUni, 
anti-N.rruberi, anti-Nae~leria spp.A et PPMFB, anti-A.castellanii 
et anti-A.c~lbertsoni. 

Aucune r[action de précipitation n'a €té observée avec 

ce cilié isolé à partir d'urine humaine chez un malîde. souffrant 

d'une atteinte rgnale. 

6. Organismes non app~rent~s. 

Ay~nt voulu esti~er la fréquence et l'importance 

des parentés antiréniques de has~rd nous avons €tendu: nos 

observations à différentes esp~ces de champignons et d'helminthes. 
Les extraits hydrosolubles de ces Champignons ct Hel~inthes 
proviennent de la coll~ction du Service d'immunolorie et de Biolo~ie 
parasitaire, Facultg de médecine, Lille, et du Labor~toire de 
Mycolopie de l'U.E.F. de Ph~rmacie, Lille. 

Cette étu0e à été menée à l'aide d'hyperimmunsérums 
anti-N.fowleri, anti-N.jadini , anti-AcanthaMoeba sp. Neff et anti
A.culbertsoni. 

La spécificité des réactions a ét~ vérifiée à l'aide des 

sérums des lapins avant immunisation, afin de tenir compte 

d'éventuels anticorps précipitants résultant d'un contact nRturel 
(voir tableau 19). Les réactions croisées des extraits anti~éniques 
prevenant des cha~pirnons et d'helminthes, vis-à-vis de ces 
quatre hyperimmunséru~s ont été étudiées d'abord en double diffusion; 
les réactions positives ont été caract~risées ensuite, par l'analyse 

immunoélectrophorétique. Dans les deux cas, les prucipités ont 

été soumis à une incubation prolonp-ée en solution de citrate 
trisodique. 

6.1. Champir,nons. 

Vin~t extraits antiréniques d'espèces fongiques différentes 
ont été examinés vis-à-vis èes hyperimrnunsérums anti-Nqee:leria 
et anti-Acanthamoeb~ . 

. . . . ·.· . 

. ' "' ~.-



- 123 -

Les résultats obtenus avec Naerleria sont rassemblés 

dans le tableau 15. 
Tsble3u 15 : Rfactions d'immunoprGcipitatian croisées entre Naerleria 

et 20 extraits fonr,iq,.es. 

Espèce fonrique An ti serums 

N . f 01.-iler i N.jadini 

Ouchterlony IEP Ouchterlony IEP 

Trichophyton rubrum 1 arc 0 0 

T. soudanense 1 arc 0 0 

Eoidermo~hyton floccosum 0 0 

Candi~a albiccms 0 1 arc 0 

C.robusta 0 0 

Rho·1otorula SP. 0 0 

Histoplasma -:lutcisii 0 0 

Blastcmyces dermatiditi.s 0 0 

Mucor mucedo 0 0 

Asper:dllus fumiratus 0 0 

A. nidulans 0 0 

A. ni [l'er 0 0 

A. terreus 0 0 

P •• fl1.vus 0 0 

Penicillium notatum 0 0 

Sterptomyces scmaliensis 0 0 

ActinoMyces vulraris 0 0 

Nocardi.::t braziliensis 1 arc 0 0 

Alternaria tenuis 1 arc 0 0 

1\Ticro-polyspora faeni 1 3.rc 0 0 
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Le tableau montre qu'une réaction de précipitqtion a 
~té observée d~ns 5 cas vis-à-vis de N.fowleri et dans un cas 

vis-~-vis de N.jndini. A chaque fois un seul arc de précipit~tion 
2. été objectivé en Ouchterlony, nG"'nmoins aucun de ces :1.rcs 
de pr6cipitRticn n'a ru être wis en évidence par l'analyse 
immunoélectrophorétique. 

Les résultats obtenus ~vec Acanthamceba sent rassembl~s 

d~ns le tableau 16. 
Tableau 16 : RGactions d' immun0précipitation croisées entre · ··' 

Acanthamoeb~ et 20 extraits fonciques. 

Espèces fone:ique Antis8rums 

Acanth~rnoeba sp.Neff A.culbertsoni 
Ouchterlony IEP Ouchterlony IEP 

Trichophyton rubrum. 0 0 

T. s::mdanense 0 1 arc 0 

Fpidermophyton floccosum 0 0 

Candida albicans 0 0 

'C. robust~ 0 0 

Rhodotorula so. 0 0 

Historlasma dubcisii 0 0 

Blr:~storn:tces dermatiditis 0 0 

Mucor mucedo 0 0 

J\spercillus fu111igatus 0 0 

J\. nidulans 0 0 

A. nir:er 0 0 

A. terre us 1 arc .1 arc 0 

A fl:=t.vus 0 0 

Penicill:ium notatum 0 0 

Ster;etoM;t:ces sor.:aliensis 0 0 

Actinom:lces vule:1.ris 0 0 

N(lcarcUa brazilicnsis 0 0 

Altern!trir:~. tcnuis 1 arc 0 0 

~·':icro~olyspora faeni 0 
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Le tableau montre qu'une réaction de précipitation a 
été observée dans 2 cas vi3-à-vis de Acanthamoeba sr-. Neff et 

da~s un cas vis-à-vis èe A.culbertsoni. A chaqu3 fois un seul arc 

de précipitation a été objectivé en Ouchterlony. Une seule fois, 

un arc de précipitation a été mis en évidence rar l'analyse 
immunoélectror-horGtique. Il s'1.rit d'une réaction crois0e entre 

Ac~nthamoeba sp.Neff et AspcrFillus terreus. 

6.2. HelMinthes. 

Treize espèc8s d'Helminthes représentant des Trématodes, 

des Cestodes et des Nématodes ont pu être examinées vis-à-vis les 

hyperimmunsérums anti-Naepleria et anti-Acanth~moeba. 

Les résultats obtenus avec Naer-ler:t~ sont rassemblés 
dans le tableau 17. 
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Réactions d'immunoprécipitation croisées entre 
N~erleria et 13 extraits solubles d'Helminthes. 

d'Helminthes Antisérums 

N.fowleri N.jadini 

Ouchterlony IEP Ouchterlony 

Fasciola e-ir.antica 0 0 

~epatica 0 2 é1.rc s 2 

Schistosoma mansoni 1 arc 1 arc 1 

Clonorchis sinensis 0 0 

Taenia soiiurn 0 0 

T. sal!inata 0 0 

Echinococcus E:ranulosus 0 0 

C~sticcrcus fas cio laris 0 0 

Ascaris suum 0 0 

Toxocara canis 0 0 

Onchocerca volvulus 0 0 

Diretnlonema vit~e 0 1 arc 1 

Panar:rellus silusi2.e 0 1 arc 

Une r€action de pr€cipitation a 6té observée dans un 

IEP 

arcs 
arc 

arc 
0 

cas vis-à-vis de N.fowleri et dans quatre cas vis-à-vis de N.jadini 
GénGralernent un seul arc de précipitation a été objectivé, une 

_ seule fois 2 arcs en Ouchterlony. L'analyse immunoélectrophorétique 

a révélée trcis précipitations positives vis-à-vis N.jadini • Deux 
fois un arc de précipitation et une fois deux arcs de précipitation 
ont été objectivés, insolubles dans le citrate trisodique. Tous 
les arcs objectivés sent localisés dans la rév,ion du puits du dépôt 

de l'antigène. 
Les résultats obtenus avec Acanthamoeba sont rassemblés dans 

le tableau 18. 

. !· 
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Réactions d'immunopr€cipitation croisées entre 
Acanthamoeba et 13 extraits sGlubles d'Helminthes 

Espèces d'Helminthes l\.ntis€rums 

Ac!lnthamoeb!'l sp.Neff A.culbertsoni 

Fasciola girantica 
F. hepatic'.3. 
Schistoso~a mansoni 
Clonorchis sinensis 

Taenia solium 

T.sn.rinaté'l 
Echinococcus cranulosus 
Cysticercus fasciol~ris 

Ascaris suum 
Toxocara canis 

Onchocerca volvulus 
Dipet~lonema vitae 
Panaprellus silusi~e 

Ouchterlony If.P 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Ouchterlony IEP 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1 arc 

Le t~bleau montre qu'une seule réaction' de précjpitation 

a été observée vis-à-vis de A.culbertsoni à l'aide de la double 
diffusion avec l'anti~~ne de P. silusiae. Aucun arc de précipitation 
n'a été mis en évidence p~r l'immunoélectrophorèse. 

Ces rfsultats démontrent le caractère exceptionnel des 

réactions immunoélectrophorftiques croisées entre deux genres 
apparten~nt à l'ordre des AMoebida et les champignons et helminthes. 
En outre, les réactions positives n'expriment pas nécessairement 
des parentés antir,éniques vraies. 

D'une part, les réactions crois8es sont représentées 
par un seul arc (une fois deux arcs), localisé dans la région du 

puits de d0pô~ de l'antir,ène. Cette rérion est celle où se situent 
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g~n6ralement les pr~cipit6s de type substance C ~rot6ine 
C-réactive; de ce fait, la plupart des précipités sont ··· · 
partiellement solubilisés par le citrate trisodique. 

D'autre part, un nombre três r§duit d'anticorps 

" .l 

v 
l 

·1 

·~ 

précipitants peuvent résulter d'un contact immuno~ène autre que celui ·-: 

de l'immunisation. Selon notre propre expérience illustrée 

par le table~u 19, lGs lapins neufs présentent souvent des pré-
cipitines antibactériennes et p~rfois des précipitines anti-proto
zoaires. Ces observations sculir.nent 1~ nécessitf d'une sair.née de 
contrôle avant toute immunisation. Elles montrent que les contact 

naturels peuvent jouer un rôle dans les réactions croisées 

observées. D~ns ce cas, ces réactions croisGes ne correspondent pos 
à des p~rentés antigéniques authentiques. 

De plus, la démonstration è.e parentés antigéniques 
authentiques, ne peut être nrouvée que par absorption des anticorps 

correspondants par les extraits antigéniques intéressés. 

Tableau 19 : Précipitines sériques en double diffusion chez 
20 lapins non imMunis~s expGrirnentalement. 

Extraits antig€niques 

Aerohacter aerogenes 
Mycobacteries chelonei 
Acanthamoeba 

Naerleria 
Menas 

Eug:lena 
Trypanosoma brucei 

liombre lapins positifs 

12 

3 
0 

2 

1 

0 

1 

En conclusion, les rel~tions anti~éniques de hasard 

n'intéressent les Amoebida que de fa~on nérli~eable. Elles ne 
concernent pas les composants immunoélectrophor€tiques de Naegleria , 
ni d' .'\canthamoeba caractérisés dans cette étude. 
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7. Substance C 

La substan~e C est un polyoside initialement décrit 
au niveau de ln capsule de Diplococcus pneumoni~e (Tillet et 

Francis,1930). Cétte substance a la propri6té de se combiner 
en prGsence d'ions Ca++ av~c la fl0buline s6rique dite protéine-C 

réactive élaborée au cours des états inflammatoires p.'ir la plupart 

des Vertébrés (Brrlno et Fletcher, 1973). Le complexe substance C 

protéine C-réactive détermine une réaction de préci~itation tien
spécifique, car ne correspondant pas à une relation anti~êne-anticorps, 
et réversible le précipité se reiissout en l'absence des ions 
C 

++ a . 

Des substances analoEues à la substance C sont d'occurence 

fréquente dans les extraits cellulaires. Leur présence a été 

décrite ~hez les chqmpirnons et chez les helminthes (e.~. Bi~uet et al. 
1965; Capron et Al., 1965). Dans le cadre de cette étude, il 
était nécessaire de rechercher la présence de subst~nces de 
type C dans les extraits antigéniques de Protozoaires. 

Nous avons analysé une s§rie drextraits de souches 

de Naerleria ct d'Acanthnmoeba à l'aide de sérums humains riches 
en prot6ine C-r§active. L'observation de précipités redissous 
par incubation pendant 15 heures dans une solution de citrate 
trisodique d€montre la présence de substances de type C chez 

plusieurs ~es espèces de Naeeleria et d'Acanthamoeba. 
Il s'avère donc indispensable de soumettre à l'éoreuve 

~u citrate trisodique, les ré3ctions de précipitation concernant 
les Amoebi1a. Cette précaution permet d'éviter de fausses 
réactions positives lors è,cs Études comparatives. 

8. Synthèse: 

En conclusion, l'étude immunoélectrophorétique des 
parentés anticéniques du r,enre Nae~lcria et Acanthqmaoeba 

met en évidence des car~ctères sir.nificatifs au point de vue 
taxonomique et phylo~énique. Ces r€sultats permettent de dévav.er 
la valeur et de préciser les limites de la méthode d'analyse 
immunoélectrophorétique. 

.. , 

i , 
Î 
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La structure imn,unoélec trophorGtique de t~aef"leria et 
~'Acanthamo0ba, telle qu'elle a été définie aux chapitres 
pr6céden~s, n'8st pas concernée par des ré~ctions croisées 
de hasard avec des orranismes situés en dehors d).l phylum des 

Protistes, à condition d'6liminer ~9s fausses rfactjons de 
préci~itations dues à des substances de type C. 

Le degré d'isoloci~ antigénique exprimé par Naegleria au niveau 
de la famille èes Vahlkampfiidae est en accord avec la diversifica

tion antigénique observée au sein de ce renre. Ce def"ré d'isologie 
semble être en accord avec la classification d~ Pare (1967). 

Les parentés antir,éniques de Naegleria avec des genres 
repr~sentant d'autres familles appartenant à l'ordre des Amoebida, 
sont moins si~nificatives et pqrfois nulles s'accentuant au fur et à 

mesure que l'on descend les échelons taxonomiques de l'ordre des 

Arnoebida. 
En dehors de l'ordre des Amoebida, les parentés antiféniques 

de Naegleria avec les fl3~ellés parasites, les Trypanosomatidae, 

et les ciliates sont nulles pendant que celles observées avec 

les phytoflagellés sont réduites mais existantes en particulier 

avec Monas. 
Le èegrG d'isalogie anti~énique exprimé par Acanthamoeba 

au niveau de la Famille des Hartrnannellidae ne correspond 
absolument pas avec sa situation texonomique actuelle. 

En effet, les rarentés antigéniques observées outre le 
genre Acanthamoeba, sont plus importantes avec les genres appartenant 
à d'autres familles que celles observées au sein de sa propre famille. 

En dehors de l'ordre des Amoebièa les parentés antigéniques 
d'Acanthamoeba avec les PhytoflaEellés,les flagellés p~rasites et 

' 
les Ciliates sont inexistantes ou négliFeables. 

L'étude des parentés antigéniques de Naefleria et d' 
Acantharnoeba apporte des données nouvelles objectives pour une meilleure 
compréhension taxonomique et phylétique de la famille. 
Lea données acquises par notre étude sont représentées ~raphiquement 

sur la figure 61 et 62. 

.1. 
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Figure 61. 
Isologie antigénique témoignée par N.fowleri 
au sein du phylum. 
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Figure 62. 

Isologie antigénique témoignée par A.castellanii 
au sein du phylum. 
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Il app~rait donc que la divergence évolutive au niveau 

moléculaire est très marquée chez les amibes libres. Ce groupe 

s'av~rera sans doute plus riche en espèces distinctes décrites 
actuellement. Il s'ensuit que sa phylogénie restera encore d'accès 
difficile. 

Du point de vue taxonomique, les relations soulignées 

par l=t classificc=ttion proposée en 1964 par le "Committee on Taxonomy 

of the Society of Protozoologists 11 sont à reconsidérer. 
Nous n'avons observé ~ucune p~rentê antir6nique entre les amoebo

flarellates représentés par les Vahlk~mpfia et les TrypA.nosomatidae. 
Cette indépendance anti~fnique au niveau de l'ordre contraste 

avec les relations existantes entre flarellés au niveau de lc=t classe 

(Le Ray, 1974) et les relations entre les amobu-flagellates et les 
Amibes. A la vue de nos résultats, il se~ble que les Rhizomastigina 
ne peuvent être considérés comme étRnt des flarellés. 
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CHAPITRE 6 

IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE 

".~. one should never, never 
take life for granted." 

A.R. STEVENS in litt 

' j 

l 
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L'analyse immunoélectrophorétique des protèines hydroso

lubles des amibes appartenant au genres Naegleria et Acanthamoeba, 
nous a permis d'identifier et de séparer les différentes espèces 
appartenant à ces genres. Cette analyse nous a permis d'établir 
aussi bien l'uniformité antigénique que l'homogén~ité antigénique 

géographique de l'espèce N. fowleri (Willaert et al., 1974). Nous 
avons pu mettre en évidence au sein du genre Naegleria, une distinc

tion antigénique nettre entre N. gruberi, N. fowleri et N. jadini. 
De plus, nous pensons que le genre renferme d'autres espèces dis
tinctes. Au sein du genre Acanthamoeba, nous avons également pu 
mettre en ~vidence, une distinction antigénique entre les différentes 

espèces ou groupe-espèces, ainsi que l'identité de certaines espè
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 être considérée 
comme technique de routine en laboratoire puisqu'elle n'est r.i ra
pide, ni facile à éxécuter. Les méthodes d'identification employées 
par les biologistes pour les amibes libres trouvent peu d'utilité 
pour 1~ 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 à une culture et même quand l'organisme a été cultivé, 
il faut pouvoir confirmer l'identité de celui-ci en culture et ce
lui retrouvé dans les sections histologiques. Trop souvent des con
taminations ont étéprisœpour l'agent causal de l'affection. C'est 

pourquoi, nous avons essayé d'établir une technique appropriée pour 
identifier rapidement au laboratoire, les amibes présentes dans un 
échantillon d'eau ou dans des coupes histologiques provenant de 
cas suspects de méninge-encéphalite amibienne primitive. 

L'intérêt des réactions d'irnrnunofluorescence n'est plus 
à 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, ii y a plus de vingt ans. L'aspect "artistique'! de cette 

méthode peut retenir davantage l'attention par la beauté des images 

que l'on peut obtenir et faire ainsi oublier les problèmes de spé
cificité que la mise en oeuvre de cette réaction implique (Pillet, 

1972). Nous n'avons pas l'intention de rappeler ici tous les progrès 

et modifications qui ont été réalisés pour donner à cette méthode 

une allure sophistiquée. 

C'est à 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. Cervà (1966) et Cervà et Kramar 

(1973) ont eu recours à cette technique pour établir les relations 
entre les souches pathogènes 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 échantil
lons d'eau. Jager et Stamm (1972) et Stamm (1974) identifient les 
amibes libres dans les sections histologiques à l'aide de l'immune

fluorescence indirecte. 

Nous avons envisagé dans cette étude l'identification des 

différentes espèces établies au sein des genres Naegleria et Acan
thamocba, ainsi que le diagnostic rétrospectif dans des cas suspects 
de méninge-encéphalite amibienne primitive. 

1. Genre Naegleria. 

Les espèces connues du genre NRegleria différerciées par 
l'analyse immunoélectrBhorétique,on~ permis de préparer des antisé

rums à l'aide des deux méthodes précédemment décrites. 

' >! ,, 
il 
!i 
,l 



- 135 -
Tableau 20 Liste des antisérums anti-Naegleria. 

Antisérum 
no 

95 N. 
96 N. 

98 N. 
99 N. 

Espèce 

fowleri 
fowleri 

sruberi 
Jadini 

IMVS Morgan 
IMVS Morgan 

CCAP 1518 
ITMAF 400 

102 N. gruberi CCAP 1518 
104 N. j adini ITMAP 400 

105 N. j adini ITMAP 400 
106 Nae~leria sp • IMVS 12 

Immunisation Antigène 

Vaitukaitis et al. Extrait soluble 

Vaitukaitis " 11 Culot cent rif. 
Vaitukaitis " li Culot centrif. 

Vaitukaitis " " Culot centrif. 
Vaitukaitis " Il Extrait soluble 
Vaitukaitis " " Extrait soluble 

Vaitukaitis " " (0) 
Van Meirvenne et al.Organismes 

0 = Un hyperimmuns8rum anti-N. fowleri (0,3ml) est préalablement 
épuisé par un extrait antigénique de N. jadini. Les complexes anti

gène-anticorps sont éliminés par centrifugation et l'antigène propre 
à N. jadini solubilisé dans le surnageant est employé pour l'immuni
sation. 

1.1. Antiserum N. fowleri. 

Les deux a.ntisérums contre la souche N. fowleri IMVS Morgan 
ont été testés en réaction homologue et en réaction hétérologue. Le 
meilleur a été retenu pour effectuer les tentativ~s 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 à la dilution de 1/128 
(fig. 63). 

Les résultats de la comparaison à l'aide de la méthode 
d'irnmunofluorescence indirecte de 16 souches différ2ntes de N. fowleri 
montre une fois de plus l'homogénité de l'espèce. Parmi ces 16 souches 
nous citons 10 souches d'origine humaine, une souche isolée à partir 
de l'eau de réseau, une souche à partir du sol et quatres souches à 



Tableau 21 

Souches 

N. fowleri 
ITMAP 359 
ITMAP 838 
ITMAP 1230 

IMVS Morgan 
Vi tek 

HB-1 

C-69 
MCV LEE 

MCV CJ 

MCV WM 

IMVS 291 
IMVS PAa 

N.a.1 
N.a.2 

N.a.3 
N.a.4 

- 13 6 -· 

Réactions homologues de N. fowleri en immunofluorescence 

indirecte. 

Dilutions 
antiserum 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 

++++ +++ +++ ++ 0 0 
++++ +++ +++ ++ ++ ++ 

++++ ++++ +++ ++· ++ 0 

++++ +++ +++ ++ ++ 0 

++++ +++ +++ ++ ++ 0 

++++ ++++ +++ ++ 0 0 

++++ +++ +++ ++ 0 0 
++++ +++ ++ ++ 0 0 

++++ ++++ +++ +++ ++ 0 

++++ +++ +++ +++ ++ ++ 

+++ +++ ++ ++ 0 0 

++++ ++++ +++ ++ 0 0 

++++ ++++ +++ ++ 0 0 

++++ ++++ +++ ++ 0 0 

++++ ++++ ++ ++ 0 0 

++++ +++ ++ ++ 0 0 

partir de la boue d'égout. Toutes ces souches se sont montrées patho

gènes pour la souris et les amibes ont été retrouvées dans le cerveau 

des souris à l'autopsie. 

Ces résultats montrent également une analyse comparative 

entre souches d'origine humaine et d'origine libre, permettent d'ob
server une antigénicité remarquable uniforme entre les Naegleria pa

thogènes d'origine géographique différente. Ces résultats sont con
formes à nos résultats obtenus par l'analyse immunoélectrophorétique 
et plaident en faveur de l'indépendance antigénique de l'espèce N. 
fowleri. 

·, 

l ., ,, 
'i 
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1.2. Antiserum N. jadini. 

Trois antisérums contre la souche ITMAP 400 ont été préparés 

et comparés en réaction homologue et hétérologue pour contrôler la 
spécificité. L'antisêrum n° 105 a été retenu pour poursuivre ce tra
vail. Les résultats obtenus avec les antisérums n° 99, 104 et 105 

sont représentés dans le tableau 22. 

Tableau 22 : Réaction homologues et hétérologues deN. jadini en im
munofluorescence indirecte. 

Dilutions antiserum 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 
Souches N. Jadini 

no 99 

N. j adini ITMAP 400 ++ 0 0 0 0 

N. fowleri IMVS Morgan +++ ++ 0 0 0 

N. s;ruberi C.C.A.P. 1518 ++ 0 0 0 0 

no 104 

N. j adini ITMAP 400 +++ ++ 0 0 0 

N. fowleri IMVS Morgan +++ ++ 0 0 0 

N. s;ruberi C.C.A.P. 1518 ++ + 0 0 0 

no 105 

N. Jadini IT~1AP 400 ++++ ++++ ++++ +++ ++ 

N. fowleri IMVS Morgan +++ ++ 0 0 0 

N. 5ruberi c.c.A.P. 1518 +++ 0 0 0 0 

Une réaction croisée importante révélée par les trois anti
sérums anti-N. jadini est observée en particulier vis-à-vis de N. fow
leri. Etant donné que le titre en réaction homologue de l'antisérum 

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 possédant qu'une seule souche de N.ja
dini, la constance infra-spécifique de l'espèce n'a pu être verifiée. 



- 138 .. 

1.3. Antisérum N. ~ruberi 

Deux antis6rums 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- ~ 

'l 

tenu pour son titre plus élevé. Nous avons contrôlé cet antisérum ~ 

en réaction homologue et vis-à-vis de la souche IMVS BG-6 (fig. 64). 
6. Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 23. 

Tableau 23 : Réactions homologues deN. gruberi en immunofluorescen

ce indirecte. 

Dilutions 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 
Souches antisérum 

N. sruberi 

1518 
++++ ++++ ++++ ++ 0 

BG-6 ++++ ++++ +++ 0 0 

Un plus grand nombre de souches devraient être examinées 
avant de conclure à l'homogénéité de l'espèce, mais les résultats 

obtenus avec les deux souches montrent l'apparentement sérologique 

probable de ces souches à la même espèce. 

1.4. Antisérum Naegleria sp. IMVS A 

Un antisérum (n° 106) contre la souche Naegleria sp. IMVS 
A-2 a été préparé et contrôlé en réaction homologue et vis-à-vis de 
la souche Naegleria sp. IMVS A-9, dont nous avons déjà démontré 

·l'isologie à l'aide de l'analyse immunoélectrophorétique. Les résul
tats obtenus en r6action d'immunofluorescence indirecte sont rassem

blés dans le tableau 24. 

Cet antisérum possède un titre peu élevé, mais il s'est 

montré très spécifique somme on le verra par la suite. Au sein de 
cette espèce, également un plus grand nombre de souches devraient 
être éxaminées pour conclure à l'homogénéiŒ sérologique de l'espèce. 



_Fig. 63. Immunofluorescence indirecte positive en rêaction homologue 
avec N. fowleri (interprêtation : quatre croix). 

Fig. 64. Immunofluorescence indirecte positive en rêaction homologue 
avec N. gruberi (interprêtation : trois croix). 



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 : Réaction homologue de Naegleria sp. A en immunofluores-

cense indirecte. 

Dilutions 1/8 1/16 1/32 1/64 
Souches antisérum 

Nnegleria sp. A 

IMVS A-2 ++++ ++ 0 0 

IMVS A-9 ++++ +++ 0 0 

1.5. Spécificité des réactions entre les différentes espèces du genre 

Naegleria. 

Les quatre meilleurs antisérums, obtenus vis-à-vis des 
quatre espèces appartenant au genre Naeeleria ont été testés en réac

tion homologue et en réaction hétérologue, vis-à-vis de plusieurs 
souches de chaque espèce. 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 espèces en considérant les antiserums à leur 

dilution optimale révèlant une réaction spécifique, c'est-à-dire pour 

N. fowleri à un titre de 1/32, pour N. jadini un .titre de 1/128, pour 
N. eruberi à 1/64 et pour Naegleria sp. A au 1/16. 
a) l'antiserum anti-N. fowleri dilué au 1/32, montrant P.ncore une flu

orescence brillante en réaction homologue, ne permet pas d'observer 
une réaction croisée vis-à-vis d'autres espèces étudiées. Cette 

dilution de l'antisérum sera donc employée par la suite pour l'i
dentification deN. fowleri. 

b) Avec l'antisérum anti-N. jadini dilué à 1/64 une légère 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 homologue. La dilution de 
l'antisérum à 1/128 sera retenue de préférence pour l'identifica
tion de l'espèce. 

,1 
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r.r2b leau 25 Réactions croisées en immunofluorescence indirecte entre espèces du genre Naegleria 

ANTIGENES ANTISERUMS 

--
Espèces Souches N. fowleri N. jadini N. gruberi Naegleria 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. 

.. ; fcwleri IHVS fv!organ ++++ +++ +++ +++ ++ 0 0 0 0 0 0 0 
!. •• 

1 HB-1 ++++ ++++ +++ ++ 0 0 ++ ++ 0 0 0 0 
0 
..::T 
ri ITMAP 359 ++++ +++ ++ +++ ++ 0 0 0 0 0 0 0 
1 

IMVS PAa ++++ ++++ +++ 0 0 0 0 0 0 ++ 0 0 

N.a.1. ++++ ++++ +++ ++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
·r J adini ITMAP 400 0 0 0 ++++ ++++ ++++ ++ 0 0 0 0 0 

.... 
~ruberi CCAP 1518 0 0 0 +++ ++ 0 ++++ ++++ ++++ 0 0 0 i ., • 

IMVS BG-6 0 0 0 +++ ++ 0 ++++ ++++ +++ 0 0 0 

_!:laegleria 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 

IHVS PPMFB-2 0 0 0 ++ 0 0 ++ 0 0 ++ 0 0 

. - . -'--='--"-=-·-' ~ ... ---



- 141 -
c) L' antisérum anti-N. gruberi dilué à 1/64 peut être employé pour , 

l'identification de l'espèce. A ce taux~ aucune réaction croisée 

n'est observ6G vis-à-vis de N. fowleri, N. jadini et Naegleria sp. 

A et PP1'11FB. 

d) L'antis~rum anti-Naegleria sp. A p0ut être employé à la dilution 

de 1/16 puisqu'aucune réaction croisée importante n'est observée 
avec les autres espèces appartenant au genre Naegleria. 

Un plus grand nombre de souches devraËêtre examiné avant 

de conclure à une absence totale de réactions croisées entre les 
différentes espèces du genre N~egleria; néanmoins, nos constatations 
ont permis d'établir une différence sérologique entre les espèces 

étudiées appartenant au genre Naegleria. Nous pensons, que l'immuno

fluorescence indirecte permet ainsi d'identifier rapidement les diffé
rentes espèces, à l'aide d'antisérums employés aux taux spécifiques. 

Nous avons voulu contrôler la spécificité de nos antisé

rums en faisant la réaction d'immunofluorescence indirecte sur un 
antigène mixte. Cet antigène ~ixte est constitué par un mélange en 

parties égales deN. fowleri, deN. jadini et de N. gruberi. Cet 
antigène opposé à l'antisérum anti-N. fowleri dilué à 1/32 permet 
de retrouver une fluorescence brillante sur les tiers environ des 
amibes. De plus, une particularité est observée chez l'espèce 
N. jadini opposée à cet antisérum : en effet, la couronne de lipo

protéines entourant la membrane nucléaire peut montrer une faible 
fluorescence chez N. jadini. Ainsi il est possible dans ce mélange 
d'identifier les trois espèces. Cette fluorescence de la courOnne 
des lipoprotéines entourant la membrane nucléaire chez N. jadini a 
été contrôlée sur l'antigène N. jadini opposé à l'antisérum N. fow

leri à différents titres et à l'antisérum N. gruberi. Dans aucun 
cas les anticorps anti-N. ~ruberi ont donné lieu à une fluorescence 
de la couronne périnucl€aire deN. 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 antigène. Aucune particu
larité n'a été observée chez les amibes non fluorescentes. 
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1.6. Réactions croisées 8ntre le genre Naegleria et d'autres genres. 

Nous avons voulu vérifier s'il existait des parentés séro
logiques entre 18 genre Naegleria et le genre Vahlkampfia appartenant 

à la même f:1mille et aux genres Acanthamoeba et Hartmannella apparte
nant à la famille des Hartmannellidae et avec le genre Entamoeba ap

partenant à la famille des Entamoebidae. 

Les résultats de ces réactions, effectuées avec les ant~érums .. 
anti-N. fowleri, anti-N. jar'lirJ. et a.:1ti-N. C)I'Uberi sont rassemblés dans le 
tableau 26. 

Tableau 26 Réactions croisées en immunofluorescence indirecte entre 

Naegleria et d'autres genres de lvordre des Amoebida. 

ANTIGEHES 
Espèce Souche 

v. a vara CCAP 1588 
A. castellanii 1930 
A. culbertsoni A-1 

H.C.-1 

H.C.-2 
Acanthamoeba sp. Neff 

A. rh~sodes CCAP 1534 

A. Eol;tEha~a P. 23 
A. astronvx-is RAY 

H. vermiformis CCAP 

E. invadens Rodhain 

E. histolytica l\1. 1\. 

N. fowleri 
1/32 1/64 

0 0 

0 0 
0 0 
0 0 

0 0 
0 0 
0 0 

0 0 
0 0 

0 0 
0 0 
0 0 

ANTISERUHS 
N. jadini 
1/64 1/128 

0 0 

0 0 

0 0 
0 0 

0 0 

0 0 
0 0 

0 0 

0 0 

0 0 
0 0 

0 0 

N. gruberi 
1/32 1/64 

0 0 

0 0 

0 0 

0 0 

0 0 
0 0 

0 0 

0 0 

0 0 

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. 
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En conclusion, nos résultats établissent bien sûr une parenté 

sérologique indiscutable entre les différentes espèces du genre Naeg
leria,mais ces parentés n'empèchent nullement le diagnostic spécifi
que de l'espèce au sein de ce genre. De plus, aucune parenté sérolo
gique entre le genre Nae$lcria et d'autres genres de la m@me famille 

l' est observée, ni avGc d'autres genres appartenant à des familles dif 
férentcs. 

2. Genre Acanthamoeba 

Des antisérums contre quelques espèces du genre Acanthamoeba, 
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. culbertson~ par la méthode Vaitukaitis et al. 
(1971). 

Tableau 27 :Liste des antisérums anti-Acanthamoeba 

Antisérum Espèce Souche 

100 A. culbertsoni A-1 
108 A. astronyxis RAY 

109 A. castellanii 1930 
110 A. polyEhaea 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 été récolté au huitième jour de l'immuni
sation. L'immunofluorescence indirecte montre en réaction homologue 
une forte brillance des amibes jusqu'à la dilution de 1/64, tandis 

qu'à la dilution de 1/128 peu de fluorescence périphérique n'est ob
servée, Le titre optimal est 1/64, lequel sera par la suitû employé 
pour l'identification d'autres souches. 

Deux souches de A. culbertsoni isolées par Singh et Das 
(1972) à partir d'échantillons de boue d'égouts, nous ont été remis 

··,1 
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par Das pour identification à l'aide de l 1 immunofluoresccnce. Les 

résultats de.ces réactions homologues sont rassemblées dans le tableau 
28. 
Tableau 28 : Réactions homologues de A. culbertsoni en iwnunofluores

cence indirecte. 

Dilutions AS 1/16 1/32 1/64 1/128 
Souches 

A - 1 ++++ +++ +++ 0 

H.C 1 +++ ++ 0 0 
H.C - 2 ++++ +++ ++ 0 

Ces résultats ne permettent pas de montrer des différemes 
significatives entre ces souches et permettent d'établir une homogé

néité sérologique au sein de l'espèce. 

2.2. Antisérum A. astronyxis 

Un seul antisérum (n°108) a été produit au moyen de la 

souche Ray (1964) et des sérums sont obtenus au 7e jour (S 1 ) et au 
14e jour (S 2) de l'immunisation. Les résultats obtenus en réaction 

homlogue sont raseemblés 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 s1 ++++ ++++ +++ ++ ++ 0 0 
108 s2 ++++ ++++ ++++ +++ +++ +++ 0 

L'antisérum 108 s 2 montrant encore une brillante fluores

cence à la dilution de 1/64 sera retenu pour l'étude des réactions 
croisées avec d'autres espèces. 
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2.3. Arttisérum A. castellanii 

Un seul antisérum (n° 109) a été produit au moyen de la 
souche isolée à l'origine en 1930 par Castellani et les sérums sont 
prélevés au 7e jour (S1 ) et au 14e jour (S 2 ) de l'immunisation. Les 
résultats obtenus en réaction homologue sont rassemblés dans le ta

bleau 30. 

Tableau 30 

Dilutions AS 

Réaction homologue d' A. castellanii en immunofluores

cence indirecte. 

1/2 1/4 1/8 

++++ +++ +++ 

++++ ++++ ++++ 

1/16 1/32 

++ 0 

++++ +++ 

1/64 

0 

+++ 

1/128 

0 

0 

L'antisérum 109 s2 montrant encore une brillante fluores

cence à la dilution de 1/64 sera retenu pour l'étude des réactions 
croisées avec les autres espèces 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 3ont obtenus au 7e jour (S1 ) et au 1L1e 
jour (S 2) de l'immunisation. les résultats de la réaction homologue 

sont rassemblés dnns le tableau 31. 

Tnbleau 31 : R~action homo~guede A. polyphaea en immunofluorescence 

indirecte. 

Dilution AS 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 

++++ ++++ ++++ ++++ +++ 

++++ ++++ ++++ ++++ +++ 

1/64 

+++ 

+++ 

1/128 

++ 

++ 

1/256 

0 

0 
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Les deux antisérums montrant le même titre en réaction ho

mologue peuvent être retenus pour les observations en réaction hété
rologue. 

2.5. Spécificité des réactions entre les différentes espèces du genre 

Acanthamoeba. 
Les quatr8 antis6rums que noua venons d'étudier en réaction 

homologue sont ensuite 0pposés en réaction hétérologue aux différentes 
espèces 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 homologue. 
Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 31. 

TableQu 31 : Réactions croisées en i~~unofluorescence indirecte entre 

espèces du genre Acanthamoeba. 

ANTGENES ANTISERUMS 

A. astronlxis A. EolyEhaga 
Espèce Souche ~ culbertoni A.castellanii .n.. 

1/32 1/64 1/32 1i64 1/32 1/64 1/32 1/64 

A. culbertsoni A-1 +++ +++ 0 0 0 0 0 0 

A. astronzxis Ray 0 0 +++ +++ 0 0 0 0 

A. caste llanii 1930 0 0 +++ +++ +++ +++ 0 0 

A. Eol~Ehe.~a p 23 0 0 0 0 ++ 0 +++ +++ 

A. rh;:LSOdes 1534 0 0 0 0 0 0 ++ 0 

A. castellan:ti 0 0 0 0 +++ ++ 0 0 

A. ;ealestinensis Reich 0 0 0 0 0 0 0 0 

A. terricola L~ 25 ++ 0 0 0 +++ 0 ++ 0 

Acanthamoeba sp. Neff 0 0 ++ 0 +++ 0 0 0 

Ces résultats permettent de faire les constatations suivan-

tes : 
A) l'antisérum anti-A. culbertsoni ne donne aucune réaction croisée 

au 1/64 avec les autres espèces du même genre examinées. Une réac
tion croisée négligeable au 1/32 est observée avec A. terricola. 
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b) l'antisérum anti-A.astronyx:Ls ne donne aucune réaction croisée avec 

A. culbertsoni et A. palestinensis tandis qu'avec Acanthamoeba sp. 
Neff une faible réaction crois~e est observée. 

c) les antisérums du groupe A. castellanii - A. polyphaga ne donnent 
aucune réaction croisée avec A. culbertsoni, A. astronyxis et !i.:_ 

Ralestinensis, tandis qu'avec quelques autres espèces étudiées, 
dont toutes appartiennent au même grcupe, une faible réaction croi-

sée est observée. 

2.6. Spécificité des réactions entre Acanthamoeba et d'autres genres 
appartenant à l 1 ordre d'Amoebida. 

Nous avons successivement recherché les réactions croisées 

entre A. culbertsoni et différentes espèces du genre N~egleria, ~

mannella vermiformis, Vahlkampfia avara et Entamoeba invadens. Les 
mêmes réactions ont été effectuées avec le groupe A. castellanii -

~lyphnga et &vec A. astronyxis vis-à-vis des mêmes antigènes. 

2.6.1. Antisérum A. culbertsoni 

Les résultats des réactions croisées observées par l'immune

fluorescence indirecte sont rassemblés dans le tableau 32. 

Ces résultats permettent d'établir la spécificité de l'anti

sérum anti-A. culbertsoni à la dilution de 1/32. On observe que les 
réactions croisées entre A. culbcrtsoni et d'autres espèces du genre 
Acanthamoeba (2.5.) ne sont pas plus importantes qu'avec les espèces 

appartenant aux familles des Vahlkampfiidae, Hartmannellidae et Ent
amoebidae. Les réactions croisées observées entre A. culbcrtsoni et 
le genre Naegleri~ sont plus importantes qu'entre A. culbertsoni et 
II. vcrmiformis lesquelles appartiennent à la même famille. Cette con

statation confirme nos résultats acquis par l'analyse immunoélectro

phorétique. 

l 
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Tableau 32 Réactions crois8es ot,servécs E::n 1' immunofluorescence 

in~irecte ~vec l'antisérum anti-~.culbertsoni vis-~-vis 

d 1 esp~ces hétérolorues. 

ANTIGEl-lES ANTISERŒ·1S 
Espèce Souches 1/16 1/32 1/64 

A. culbertsoni A-1 ++++ +++ +++ 

----------------------------------------------------------------------
N. R"ruberi CCAP 1518 ++ 0 0 
N. j adini ITl\1CI.P 0 400 0 0 0 
N. fowleri IMVS Morg8.n ++ 0 0 

ITMf~P 359 0 0 0 

HB-1 ++ 0 0 

Vi tek 0 0 0 
Nae~leria sp. Il\1VS A-2 ++ 0 0 

IMVS A-9 .0 0 0 
-··--------------------------------------------------------------------
v. a vara CCAP 0 0 0 

H. vermiformis CCAP 0 0 0 

E. invadens ITHAP RodhQin 0 0 0 

2.6.2. Antiserums de groupe A. castellanii - A. polyphag~ 

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 observée vis-à-vis les 

genres Hartmannelln, Vahlkampfia, Naegleria et Entamoeba. Même entre 
deux genres (Acantbamoeba et Hartmannella)appartenant à la même famil

le, aucune réaction croisée n'est observée. Une fois de plus, ces ob
servations confirment nos résultats obtenus par l'analyse immunoélec

trophorétique et soulèvent le problème de l'appartenance d'Acantha

moeba et Hartmannella au même genre, co~~e le préconisent Singh (1952) 

et Singh et Das (1970). 
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Ré~ctions croisées observées en immunofluorescence 

indirecte avec les antis?rums anti-A. castellanii et 

anti-A. polyphn~ vis-à-vis d'espèces hétérologues. 

ANTIGENES ANTISERUM 
Espèce Souche Anti-A.castellanii Anti-A.polyphaga 

1/16 1/32 1/64 1/16 1/32 1/64 

A. castellanii 1930 ++++ +++ +++ ++ 0 0 

A. t:ol;vEhas;a P.23 +++ ++ 0 ++++ +++ +++ 

--------------------------------------~~---------------------~-------

N. s;ruberi CCAP 1518 0 0 0 0 0 0 

N. j adini ITr-11\P 400 0 0 0 0 0 0 

N. fowleri IMVS t-1organ 0 0 0 0 0 0 

ITMAP 359 0 0 0 0 0 0 

HB-1 0 0 0 0 0 0 

Vi tek 0 0 0 0 0 0 

--------------------------------------------------------------------
v. a vara CCAP 0 0 0 0 0 

H. vermiformis CCAP 0 0 0 0 0 

E. invadens IT~LI\P Rodhain 0 0 0 0 0 

2.6.3. Antisérum ~astronyxis 

Les résultats des réactions croisées observées en immuno-
fluoresccnce indirecte sont rassemblés dans le tableau 34. 

0 
0 

0 

Ces résultats permettent d'établir la spécificité de l'an

tisérum anti- A. astronyxis à la dilution de 1/16 vis-à-vis les es
p~ces du genre Naegleria et vis-~-vis de Vahlkampfia, Hartmannclla 

et Entamoeb~. 

,· 

' ' i 
1 ,, 
l' 

.; 



- 150 -

Tableau 34 : Réactions croisées observées par l'immunofluorescence 

indirecte avec l'antisérum A. astronyxis vis-à-vis 

d'espèces hétérologues. 

ANTIGENES 

Espèce Souche 

A. astronyxis RAY 

1/16 

+++ 

ANTISERUM 

1/32 

+++ 

1/64 

+++ 

--------------------------------------------------------------~-------
N. gruberi c.c.A.P. 1518 c 0 0 

N. jadini I'I'MAP 400 0 0 0 

N. fowleri IMVS r;J.ore;an 0 0 0 

ITMAP 359 0 0 0 

HB-1 0 0 0 

Vi tek 0 0 0 

---------------------------------------------------------------------
V. avara C.C.A.P. 
H. vermiformis C.C.A.P. 

E. invadens ITMAP Rodhain 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

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 l'identification morphologique s'arrêta 
au niveau du genre. Nous avons essayé d'identifier, un petit nombre 

parmi ces souches~ à l'aide de l'immuno-fluorescence indirecte. 

Nous avons opposé les antigènes figurés des souches mor

phologiquement attribuables au genre Naegleria, aux antisérums pré

parés contre les différentes espèces de ce genre et les antigènes 

figurés des souches morphologiquement comparables au genre Acantha

moeba aux antisérums préparés contre quelques espèces appartenant à 
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. 

: i 

.,· 
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Tableau 35 Origine de quelques souches isolées en laboratoire. 

Souches Origine Culture Pathogenicité 

1. Naegleria sp. 

ITMAP 1121 
ITMAP 1164 
I'rMAP 1213 
ITMAP 1220 
ITMAP 1387 
IMVS RU 30 
H'IVS RU 42 

Larus ridibundus 

Lebistes reticulatus 

Eau piscine 

axénique 

axénique 

axénique 
Eau élevage moustiques axénique 

Eau ruisseau 
Source eau chaude 
Source eau chaude 

monoxénique 
axénique 

axénique 

négative 

négative 

négative 

négative 

négative 
négative 
négative 

------------------------------------------------------------------··--
2. Acanthamoeba sp. 

-

ITMAP 1042 
ITMAP 1302 
ITMAP 1395 
IMVS RUS 19 
DNS RUS 22 
nws Rus 32 
IMVS HOV 6-2 

Selles homme 
Eau piscine 
Eau piscine 

Sol 
Sol 

Source eau chaude 
Contaminant aérien 

axénique positive 

monoxénique négative 
axénique négative 

axénique positive 
axénique positive 

axénique négative 
axénique positive 

Les antigènes à 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· 

ti~e 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
à-vis de ces souches sont repris dans le tableau 36. 

D'après les résultats obtenus, nous pouvons envisager l'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 espèce. De plus la souche ITMAP 1164 pré-

•' 
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sente des caractères morphologiques et biologiques plus apparentés à 

N. jadini qu'à N. fowleri ou N. gruberi. 

Tableau 36 . Identification par l'immunofluorescence indirecte de . 
quelques souches d'amibes libres appartenant au genre 
Nae~leria. 

ANTIGENES ANTISERUMS 

Ge:nre Souche N. fowleri N. Jadini N. ~ruberi 

1/32 1/64 1/64 1/128 1/32 1/64 

Naegleria ITMAP 1121 0 0 0 0 +++ ++ 

ITMAP 1164 0 0 +++ ++ 0 0 

ITMAP 1213 0 0 +++ 0 0 0 

ITMAP 1220 0 0 0 0 +++ ++ 

ITMAP 1387 +++ +++ ++ 0 ++ ++ 

IMVS RU 30 0 0 0 0 +++ ++ 

IMVS RU 42 0 0 0 0 ++ ++ 

Les souches ITMAP 1121, ITMAP 1220, IMVS RU 30 et IMVS RU 42 

se sont montrées sérologiqueme:nt les plus appare:ntées à N. gruberi 
les souche:s ITMAP 1121 et ITMAP 1220 atteignent un titre de 1:128 

vis-à-vis l'antisérum anti-N. gruberi, 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 

en réaction 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 ré7 
sultats négatifs. Aucune étude morphologique n'a été effectuée pour 
confirmer ces constatations. 

Quant à la souche IT.r.1AP 1387 on observe des réactions crois

ées assez importantes avec les différentes espèces du genre Naegleria 

Cette souche atteint un titre de 1/512 vis··à-vis de l'antisérum anti
N. fowleri ; 1/128 vis-à-vis deN. jadini et 1/64 vis-à-vis de 
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N. grubcri. Ces résultats ont été obtenus à plusieurs occasions. L' 

inoculation par voie i.ntranasale d'une suspension de ces amibes ne 
nous a pas permis d'établir son pouvoir pathogène pour la souris. La 

mise en culture axénique de cette souche a été sans succès. Une étude 
approfondie de cette souche, aussi bien du point de vue morphologique, 
biologique qu'immunologique est à envisager. 

3.2. Identification de quelques souches d'amibes libres appartenant au 

genre Acanthamoeba. 

Les résultats obtenus en immuncfluorescence indirecte vis

à-vis de ces souches sont rassemblés dans le tableau 37. 

Parmi les sept souches d'A8anthamoeba 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 montr~es pathogènes pour la souris après l'instillation ~ntra
nasale. Parmi ces souches nous citons ITMAP 1042; RUS 19; RUS 22 et 

HOV 6-2. Les tests de pathogenicité ont été répétés à 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 être iden
tifiée à l'aide de ces antisérums. Le test d'agglutination n'a pas 

Permis d'identifier la souche (Jamieson, 1974, in litt.). 

3.3. Conclusion 

L'identification de souches appartenant au genre Naegleria 

et Acanthamoeba peut être faite à l'aide de l'analyse en immunofluo

rescence indirecte au mcyen d'antisérum spécifique. Beaucoup plus d' 

identifications devront encore être exécutées avant que la méthode 
Puisse être acceptée en analyse courante comme très spécifique, et 
que l'identification des espèces puisse être faite sans confirmation 
Par d'autres méthodes. Il faut donc, ~ncore être prudent dans l'in

terpretation des résultats obtenus par l'immunofluorescence indirec
te et le seul rnoy~n pour identifier la présence d'une amibe virulente 

est l'inoculer chez la souris afin de démontrer sa pathogénicité. 
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ANTIGENES ANTISERUMS 

Genre 

Acanthamoeba 

.=r 
l.C'I 
...... 

Tableau 37 

Souches A. culbertsoni A. castellanii A. ;eolyEha~a A. astronyxis 

1/32 1/64 1/32 1/64 1/32 1/64 1/32 1/64 

ITHAP 1042 0 0 +++ ++ +++ ++ 0 0 

ITMAP 1302 0 0 +++ ++ +++ ++ 0 0 

ITNAP 1395 0 0 0 0 ++ 0 0 0 

IMVS RUS 19 0 0 ++ 0 ++ 0 0 0 

IMVS RUS 22 0 0 0 0 0 0 0 0 

rr.ws RU 32 0 0 ++ 0 0 0 0 0 

IHVS lDV 6-2 0 0 ++ 0 0 0 0 0 

Identification par l'immunofluorescence indirecte de quelques souches d'amibes 

libres appartena~t au genre Acanthamoeba. 

-- . - ~. -----~-~~ 
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4. Identification de l'agent étiologique de la méningo-encéphalite 

amibienne primitive dans les coupes histologiques. 

L'identité de l'agent étiologique de la méninge-encépha

lite amibienne primitive est généralement; depuis ces dernières an

nées, établie par l'isolement in vitro de l'amibe responsable. Néan

m~ins, plusieurs cas de méningo-encéphalite amibienne primitive ont 
été reconnus rétrospectivement, soit par la symptomatologie, soit par 
ln présence d'amibes dans des préparations histologiques du cerveau 

des patients décédés. Certains cas de méninge-encéphalite amibienne 

primitive sont néanmoins supposés d'avoir été provoqués non pas par 
N. fowleri mais par une espèce appartenant au genre Acanthamoeba. L' 

aspect morphologique de ces amibes dans les coupes histologiques per
mettent difficilement de les différencier, à moins de retrouver des 
kystes d'Acanthamoeba. 

Jager et Stamm (1972), à l'aide de l'immunofluorescence in
directe ont pu mettre en évidence la présence d'Acanthamoeba dans le 
cerveau d'un pati8nt mort, après 11 ans de traitement, d'une maladie 
de Hodgkin. Ils ont retrouvé également des kystes d'Acanthamoeba 
dQns ces préparations. 

Parelkar et al.(1971) ont montré que des trophozoites d' 

g, histolytica peuvent être spécifiquement identifiés par la tech
nique d'immunofluoresccnce indirecte dans des coupes histologiques 
ainsi que dans les selles. Cette méthode a été confirmée par Wéry

Paskoff et al. (1972). 

J. Martinez (Medical Commonwealth College, Virginia, USA) 

nous avait dcmand2 d'identifier l'agent responsable de trois cas de 
méninge-encéphalite amibienne primitive rétrospective, suspects d' 
être causés par Acanthamoeba. Avant d'appliquer cette technique sur 

les coupes de cerveau humain nous avons vérifié. la spécificité de l' 

antisérum anti-N. fowleri sur des coupes de cerveau de souris infec
tées préalablement avec N. fowleri. 
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Il nous a été demanda également d'identifier A. castellanii 

~t ~olyphaga sur des c0upes histologiques de poumons et de cerveau 
d8 souris expérimentalement infectées avec ces souches. L'identifi-

cation de ces souches que nous avait confiées J. Martinez a été pré

alablement effectuée en se basant sur les caractères morphologiques 
par Page (Martinez, 1975), 

Il nous a été 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 envoyées par Krampitz et Geisel (Tropeninsti
tuut , Munchen, DBR) pour confirmation. 

4.1. Identification deN. fowleri dans des préparations histologiques 
de cerveau de souris. 

On instille par voie intra-nasale une suspension de tropho

zoites de N. fowleri, souche Morgan à des s0uris. Une souris reçoit 
environ 5.000 amibes. Les souris sont sacrifiées dès qu'elles présentent 

les symptômes 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. Après dfparaffinage, nous avons suroessivement op
Posé les antisérums anti-N. fowleri Morgan et anti-A. culbertsoni A-1 

à ces sections fixées des deux façons. Les résultats sont rassemblés 
dans le tableau 38. 

!ableau 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 0 0 

Fixation au Formol ++++ ++++ +++ 0 0 0 
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Les résultats obtenus indiquent que la fixation des p1eces 

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 même observation mais constate que, quand on 
traite préalablement ces coupes fixées par des fixateurs au mercure, 
à l'iode-alcool; celles-ci peuvent être employées pour la·fluorescen
ce. Néanmoins, l'intensité de la fluorescence est beaucoup plus faible 

que sur les coupes fixées par le formol. 

D'après nos résultats, l'antisérum anti-N. fowleri sera em
ployé â 1/32 (maximum brillance) ainsi que l'antisérum anti~A. cul
bertsoni, puisqu'à 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 méninge-encéphalite amibienne primitive chez 

l'homme. 

Nous avons pu examiner, grâce â l'obligeance de J. Martin 

(Institut Bunge,Anvers) des prélèvements de cerveau de trois cas de 
méningoencéppalite amibienne primitive survenus à Apvers. Les pièces 
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. 

!._ablcau 39 Réaction d'immunofluorescence indirecte sur les coupes de 
cerveau de 3 cas de méningoencéphalite amibienne primi
tive détectés â Anvers. 

---------------------------------------------------------------------------
Cas MEAP 

1)1402 V.B. 

2)1395 w 

3)1575 M 

Antisérums Anti-N. fowleri 

1/32 

++++ 

Anti-A. culbertsoni 

1/32 

Amibes très nombreuses négative 

+++ 
peu d'amibes négative 
+++ 
peu d'amibes négative 

1 

i 
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Ces résultats confirment la présence de N. fo1·1leri 
dans les coupes ~e cerveau de cas 6e rnéninroencê~halite ~mibienne 

primitive (fi~.65). Après la réaction ~'immunoflucrescence 

innirecte, ces coupes ont ét~ colorées à l'hématoxyline-éosine 

et les amibes ont pu être localisées au mêmes en~r~its 

où elles avai€nt été observées en immuncfluorescence. Aunune 
amibe n'a étê rendue fluorescente aprês contact avec l'antisérum 
anti-A.culbertsoni. 

L'eF-ploi successif de diff6rents antiséru~s sur uremême 
coupe influence peu l'importance de 1~ r6action. Les coupes 
ayant êtê opposées d'abord à l'antisérum anti-A.culbertsoni 
SRns rGsultPt, ont été mises en contact avec l'antis6rum anti
N.fowleri. Apr~s un te~ps ~'incubation normRl les amibes 

montrent une fluorescence trillante.Dans ces cas, la contre

coloration pur le ~leu d'Evans n'est appliqu~e que lors de la 
mi~e en contact avec le Gernier antisérum ,our éviter l'~tténuation 
oe la fluorescence. 

En rlus te ces trois cas anversois, nous avons ru confirmer 

éralement la Présence de N.fowleri dans le cas A 251-69 de 
méninro-cnc6phalite amibienne primitive provenant ~e Vir~inie (Medi
cal Collefe, Richnond, Virginia). 

4.3. I~sntification rêtrospective de l'arent étiologi~ue dans 

trois cas suspects ~e méninro-encéphalite amibienne primitive 

provenant des Etats-Unis. 
En 1970, dos Santes retrouve cinq cas de méninro

encé?halite amibienne primitive en Virginie Rprès l'exRmen 
hist~locique de 16.174 pi~ces d'autorsie dont 542 appqrtenaient 
à ~es sujets ayant présenté des symptômes de méningites. 

L'identification spécifique ~e l'a~ent étiolo~ique d~ns 
3 cas sur 5 a été rendue ~ifficile par la faible présence d'amibes 
duns les coupes. Des coupes histolof.iques, provenant ne différents 
en~roits de ces cerveaux ont été mises à notre disposition 
Par J. ~1artinez. 



Fig. 65. Immunofluorescence indirecte positive à 1 'aide d'un immun
sérum anti-N. fowleri sur coupe de cerveau humain. 
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Certaines de ces coupes ont €tê mises en contact dans 

un rrc~ier temps avec l'antisérum anti-A.culberts~ni puis 
ensuite avec l'antisérum anti-N.fcwleri . Après la réaction 
d'immunofluorescence indirecte toutes les coupes ont €té 
colorées ~ l'h~matoxyline-~osine pnur v~rifier la localisation 

des amibes iientifi§es par l'immunofluoresccnce. Les rêsultats 
obtenus sont rassembl&s dans le tableau 40. 
Tn.bleg_u 40 

A. 6467 - 20 
26 
27 

Réacti:"m <l 'irnrnunofluorescence iilc1.irècte sur les 
coupes provenant de 3 cas r~trospectifs survenus en 
Virginie. 

Réaction d'immuncfluorescence indirecte 
Anti-N.fowleri Anti-A.culbertsoni 

N.R 
++ 

+++ 

nérative 
N.R. 

n€r-ative 

--------------------------------------------------------------------
A. 6832 - 28 négative nép:ative 

34 ++ quelques amibes N.R. 

35 N.R. négative 

36 ++ qulques amibes nét:ative 

-------------------------------------------------------------------
A 9802 - 16 

22 
25 

N.R. = non rê3lis6e 

++ quelques amibes 
N.R. 
++ 

N·.R 

n€e-ative 
nérative 

Ces résultats nous permettent de conclure que ces trois 
cas sont dûs à N. fowleri , néanmoins dans le cas A 6832 très 

Peu d'amibes ont €té observées. Depuis, ces résultats cnt été 
confirmés par Stamm (1974) sauf pour le cas A 6832 où il n'a pas 
trouvé d'amibes. 

'1 

't 
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Ce ~iagnostic a €tf rép§t§ pour les trois cas sur 

Plusieurs coupes histolo~iques provenant de diff€rents enŒroits 

du cerveau. Tr~s peu d'amibes ont êt§ retrouvfes chez ces 
tr~is cas. Parfois 4 à 5 amibes seulement ont été reconnues 
dans une coupe. L'utilisation ~es co5rdonn6s du Vernier de la 
Platine 1u microscope permet de localiser les amibes sur les coupes. 

Après l'analyse par immunofluorescence in~irecte, les préparations 
sont lavées dans un t~mpon et séchées. Ensuite elles sont colorées 
à l'h8matoxylinc-éosine et les amibes sont retrouvGes aux endroits 
répér0s en immunofluorescence. Suivant Parelkar et al.,(1971) 

les sections peuvent être colorées avant la réaction d'immunofluorescence 

indirecte, mais ces auteurs observent en plus d'autres corps 

fluorescents non identifiés ressemblant à des amibes. 
Ce procfdé nous a permis ~e confirmer la présence de 

!i._.fowleri dans le cerveau de cas confirmés de méninfo-encéphalite 

amibienne primitive et d'identifier cette même amite dans des 

cas rétrospectifs suspects. 

4.4. Essai d'identification par l'immunofluorescence in~irecte 
d'amibes appartenant au genre Acanthamoeba. 

A la demande de J.Martinez (Medical Collefe, Virginia) 
nous avons essayé de confirmer l'identité de ~eux espaces ~'amibes 

appartenant au genre Acanth~moeba lesquelles ont expérimentalement 
montré une pathogénicité modérée pour la souris. 

Ces amibes ont été identifiées par Pa~e comme étant A. 
~aste:llanii et l\.. polyphétfŒ. Plusieurs coupes rle cerveau et de pou
mons de s~uris infectées ont été opposées aux antisérums 
anti-A.castellanii, anti-~. polyph~~a, anti-A.astronyxis et anti

i· cul~ertsoni. 
Les expériences R.2-3 et R.2-2 (tableau 41) ont été rro1ui

tes ~vec une s0uche identifiée comme A. polyphaGa et les expériences 

G 70-3, G 70-5 et 66 G 3 evec une souche identifiée co~~e étant 
!h.castellanii. 

Les résultats qua nous avons obtenus avec les différents 
e.ntis€rums sont rassemclés nans le tableau 41 . 

,. 
1 
i 
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Tableau 41: Essai d'identification d'espèces du genre Acanthamoeha 
dans des coupes histolo~iques de souris expcr1mentalement 
infE;ctées. 

Expérience 
ANTISERUMS 

Anti- An ti An ti An ti 
A.culbertsoni A.astronyxi:il. A.castellar.:1ii A.polyl!lhar,a 

... . . J 

11 2-3 a N.R. +(trùs faible=O) +++ ++ 

b +(très faitle=O N.R. +++ ++ 

kystes fluorescents (Fluorescence 

------------------------------------------------------------gr~DY1~Y~~L-
R 2-2 a +(très faible=O) né~ative +(très faible= +++ 

0) 
b ++(fluoresc.granul) N.R. ++ négative --------------------------------------------------------------------------

0 70-3 a +++(quelques néfative négative ++ 

b 

amibes dans cerveau) 
poumons = négative 

nfgative N.R. ++ ++ ....... _ 
---------------------------------------------------------------------

G 70-5 a 

b 

+(faible=O) N.R. ++ 

néf."ative 

++ 
+ (très 
faible =0) --------------------------------------------------------------------------

f\6 G-3 a 

b 

+(tr8s faible=O) N.R. ++ ++ 

+++ ++ 

N.R. = non réalisée 
Ces r~sultats ne nous permettent p~s d'identifier avec 

certitude l'Gspèce responsable de l'infection chez la souris. 

Dans les expériences R 2-2 et R 2-3, les résultats 
Obtenus avec l'antisér~~ anti-A.c~stellanii sont un peu plus 
significatifs que ceux obtenus avec l'antisérum anti-A.polyphaga; 
mais la différence n'est pas assez rnarqüêe pour identifier avec 

certitude l'espèce en cause. 

1 

l 
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Les mêmes résultats peuvent être observés dans les 
expériences G 70-3, G 70-5 et 66 G-6. A l'aide ~e ces résultats 
il ne nous est pas possible d'identifier avec certitude A. 
poJyphaga ou A. castellanii. De plus, les résultats montrent que 

les amibes présentes dans les coupes n'appartiennent pas 
aux espèces A. astronyxis ou A. culb~rtsoni. Néanmoins, dans les 
coupes du cerveau de l'expérience G 70-3, nous avons trouvé 
Plusieurs amibes rendues fluorescentes au cont~ct de l'antisérum 

anti-A.culbertsoni. Cette observation attire l'qttention sur une 

hétérogénéité possible de la population employ~e lors de l'infection 

expérimentale. 
En conclusion, les amibes présentes dans toutes les 

coupes peuvent être identifiées comme appartenant au groupe A.castellanii 

Comme nous l'avons établi, à l'aide de l'analyse immunoé

lectrophorétique, il existe au sein du genre Acanthamoeba un groupe 
d'esp~ces antigéniquement tr~s apparenté. Ce groupe est constitué 
Par les esp8ces A.castellanii, A. polyphaga, et A. rhysodes. 
P~r l'intermédiaire de J.Martinez, nous avons reçu des coupes 
histologiques de cerveau humain provenant d'un cas récent ne 
méninge-encéphalite amibienne primitive survenu au Texas (Sotelo

Avila et al., 1974). Ce cas à fait l'objet d'une controverse au sujet 
de lq diagnose de l'agent étioloeique :Naerleria, Hartmannella ou 
~canthamoeba sont sur,g6rés comme agent causnl mais éralement 

~F,.2Ptococcus neoformans. 
Après examen des coupes histologiques, J.Martinez met en 

évidence la présence de kystes d'Acanthamoeba. Nous avons pu 
les retrouver également dans les coupes colorées et l'immunofluores
cense a permis de les mettre en évidence. 

Nous ~vans mis en contact ces coupes avec les différents 
immunsérums d'étune et avons obtenus les résultats suivants : 



Table11u 42 

Immunsérums 

A2culbertsoni 
N.fowleri 

E.histolytica 

A. castellanii 
A.astronyxis 

A:_. polypha~a 
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immunofluorescence in:1irecte sur coupes de cerveau 
humain d'un cas suspect ne ménineo-encéphalite 
amibienne primitive. 

Titre Résultat 

1/16 Néf:atif 
1/32 Nsg:atif 
1/32 Négatif 

1/16 Positif ++ 

1/8 Négatif 
1/8 Pcsd.t:hf ++ 

Ce résultat montre qu'il s'agit tien d'une amibe et que 
l'~gent responsable de ce cas èe méninro-encéphalite appartient 
au groupe A.castellanii - A. polyphnca -A. rhysodes. Ce résultat 
a été confirmé par W.P. Sta~~ (communication personnelle de J. 

~lart inez) • 

4.s. I~entifi~ation par l'immunofluorescence indirecte d'E. 
~istolytica dans des coupes histolo~iques. 

Des coupes histolofiques de muqueuse gastrique et de foie 
d'un singe (Pygathrix nemaeus ), importé en AllGmngne venant d'Asie, 

mort de malnutrition, montrent de nombreuses amibes. Geisel et 

Krampitz identifient cette amibe étant F.histolytica. 
A l'aide d'un antisérum anti-E.histclytica (souche HK9) 

et d'antisérums anti-Naerleria et anti-Acanthn.mocba, nous confirmons 
l'espèce. 

Les résultats obtenus avec différents antisérums sont rassem
blés dans le tableau 43. 
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Tableau 43 Immunofluorescence indirecte sur coupes histolceiques 

d'un sinfe (Py~athrix ncmaeus). 

ANTISERUMS 

Anti-A.culbertsoni 1/16 

Anti-N.fowleri 1/32 

Anti-N.rruberi 1/32 

Anti-E.histolytica 1/32 

1/64 

1/128 

1/256 

1/512 

1/1024 

COUPES 

Muqueuse gastrique 

nérative 

n§gative 

n~gative 

++++ 

++++ 

++++ 

++ 

+ trace (=0) 

n§rative 

Foie 

n§eative 

nérative 

nérative 
+++ 

+++ 

++ 

+ 

n§rative 

né[ativc 

D'après les r§sultats obtenus l'identit§ de l'espèce 

responsable de l'invasion paraRitaire est incontestable. Nous 

confirmons donc la présence de E.histolytica dans ces coupes. 
Il est intéressant de noter qu'aucune réaction croisée n'est observée " 

entre les différents antis§rums employ§s èans cette étude. 

4.6. Conclusions. 

L'étude par l'immunofluorescencc indirecte nous a permis 

de confirmer les observations faites à l'aide de l'analyse immu

no€lectrophorétique. Ces résultats permettent de confirmer 

l'homogénéit§ obsery5e pour l'espèce N.fowleri, ainsi que la distinc

tion respective des esp~ces appartenant au genre Naerleria. 

Etant donné l'absence totale de parentés sérologiques 

entre les différents rrenres, l'ièentification rapide à l'aide 
d'antisérums, renèus spécifiques grâce aux dilutions, peut être 
envisagée favorablement. 

Au sein du r,~nre Acanthamoeba une réaction croisée importante 

est ohservée entre quelques espèces. Celles-ci appartiennent au groupe 

que nous avons délimité par l'analyse immunoélectrophor§tique.Par contre, 

'· 
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A. cultertsoni se différencie nettement de ce groupe. 
A l'aide d'un antis8rum rendu spécifique il est possible 

de mettre en €vidence N.fowleri ainsi que d'autres espèces, 

dans des coupes histologiques. On peut ainsi identifier et 

confirmer des cas de méninr~-encéphalite amibienne primitive. 
L'immunofluorescence indirecte, exécutée à l'aide d'immun

s~rums rendus spécifiques nous semble être un moyen rapide et 
Valable pour l'identification d'amibes dans du matériel suspect. 

' ' ': 

1 
1 

1 

! 

1 ., 
! 
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CHJ\PITRE 7 

Etude morphologique et biolofique de N.jadini 

"Rien n'est plus difficile, en effet, 

qu.; de déterminer une amibe "· 

Danpeard 1900. 



- 167 -

L'homorfnGit6 morpholozique du renr8 Naerleria rend 
délicate la distinction de ses espèces constitutives. 

C'est 1 'analyse immunoélectrophorétique des structures antü·éniques 

des esp~ces appartenant au renra Naepleria qui nous a permis d'établir 
inctiscutablenent l'indénpenèance g€nétique de N.jadini. 

Néanmoins, en plus des caract~res irnmuncélectrophcrétiques 
différentiels de N .jaè.ini par rapport à lLgruberi_ et N .fn\l.rleri, 

nous avons voulu mettre en évidence quelques car~ctêres morpholoriques 
et biologiques propres à cette espèce, pour pouvoir justifier 

entièremment la cré2tion d'une nouvelle espèce nu sein du ~enre 
~aegleri:~ .• 

Le genre ~acrl~ria Alexeieff,1912,emend.Calkins, 1913, 
appllrtient à la famille des Vahlkampfiidae Jollos, 1917, de l'ordre 
des Amoebida Kent, 1880. Il se c~rqctérise, tout comme d'autres 
R~nres de la famille p~r l'existence temporaire d'un stade flagell~ 
(fi~.66). 

L'existence d'amibes susceptibles de se transformer en formes 

fl~~ell.ées avait été mentionnée par Duj ardin en 1841 et nar Kent 
en 1880 (Fultcn, 1970). N.erubcri est la première espèce dont la 
description minutieuse de 1~ transformation d'amibe en fla~ellate 
ait ét~ faite pqr Schnrdinrer (1899) à propos d'un organisme 

isolé ~e selles diarrhéiques. Par la suite, à plusieurs reprises, 
N · f"r11r "'.,..; f · · · · · l' t N t · l' ~ ut m1se en synonymle avec N.b1stad1al1s, N.so 1 e .aqua 1 1s 
(Fulton, 1970) en raison de descriptions peu nrécises et la non conser
Vation ~es souches. 

Depuis Schardinrer en 1899, N.rruheri a été pendqnt lon~temps 
la seule espèce appartenant au genre Naerleria. 

Il fallait attendre 1970, pour que Carter è.écrivit une 
nouvelle espèce sous le nom de N.fowleri (Carter, 1970). Cette 
nouvelle espèce fut isolée en 1965~ à partir d'un liquide céphalo
rachidien d'un sujet humain atteint de méninro-encêphalite foudroy~nte. 
Cette amibe, sera isolée par la suite et per plusieurs auteurs 

à Partir de sujets morts ou atteints d'une nouvelle maladie fatale : 

la ~~~ninro-enc€ph2lite amibienne primitive". La différenciation entre 



CROISSANCE 

DEKYSTEMENT 

Figure 66. 
Représentation schématique du cycle de Naegleria 

(d'après C.Fulton). 
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!!_.g:ruberi et tJ. f'owleri c3.ractéris(e po.r la présence :iu 
caract~re "p3.thoràne" chez ce derniar, suffit dfjê pour faire 

une distinction entre ces deux esp~ces, en prenant en consi~€ration 
les théories de Hoare (1955, 19~6) à propos des protozoaires parasites. 

Néanmoins des cara.ctères mort_Jholo@'iques oiff8rentiels furent 
rtablis pnr C3.rter (1970) et Sinf et Das (1970). 

Ult6rieurernent, cette esp~ce 3. été décrite s0us le nom 
deN. aerobia (Sinph et Das, 1970) et ~e ~.inva~es (Chqnr, 1g71), 

celles-ci se sont montr§es antirGniquement i~entiques à ~· 

!_owleri et distinctes de N.gruberi(Fille"ert et Rl., 1972, 1974; 
Anderson et al., 1973). 

Au cours de l'isolement d'une série de souches appartenant au 
genre Haegleriq. nous ~vions pu mettre en évidence l'existence 

d'un amoebo-flarellate se distin~uant nettement de N.gruberi 
et de N.fowleri au niveau des structures immunochimiques (Willaert 

~al., 1973) . Afin d~en préciser le statut taxonomique nous 
avons entrepris l'étude comparative des caractères morpholoriques 

et biolov.iques de cet cr~anisme • Il semblait s'agir d'une espèce nouvelle 

que nous avons proposé d'appeThr N.jA.dini(Fillaert et. Le Ray, 

1973) en homma[re à notre maître le Professeur J.B.Janin. 

1. Etude morpholorique 

1·1. 0'!-)serva ti ons en microscopie photonique 

1.1.1. Forme ~moebienne 
L'aspect génfral est comparable à celui de N.~ruberi 

et de N.fowleri. L'e~doplasme sa distinpue nettemant je l'ectoplasme. 

L'or~anisme se d(place par formation d'un lobopo1e hyalin (fig.67). 

Il Y a parfois formation simultanée de petits pa:u1opodes diversé
ment orientés (fi~. 67, 80). L'extrémité antérieure est rénéralement 
Plus large que l'extrémité postérieure, caractérisée rar la formation 
de fil~ments uro!des. Les dimensions des tr0phozo!tes varient 
sensiblement suivant le milieu de culture d'oririne comme l'indique 
le tableau suivant. 



Figure 67 

Tropho zoïtes de N.jadint (contraste de phase: x 1000) 
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Dim~nsions ~es trophozo!tes mobiles de N.j~dini 
(en microns) 

~ilieu de culture Longueur Larr:eur 

AGar + bactéries 15 à 37,5 (i =23,2) 4,5 ~ 12 (~ =7~61' 

Culture axénique 21 à 45 <rn =35,1) 9 à 15 <rn =11,4) 

Le noyau, de type v§siculaire, mesure de 3 à 5 microns 
et contient un caryosome central de 2 a 3 microns de diam~tre. 

Le noJ·nu, limit€· par une rnembr~ne sinple et cntcuré d'une couronne 
ne granules périnucléaires. Des trophozoites contenant deux à 

cinq noyaux sont frêquents ~ans les cultures jeunes en ~ilieu 
axénique. 

La reproduction se f~it par division binaire simple. L~ ~ivision 
nucléaire est i~entique à celle de N.rruheri (Rafalko,1947; 

Sineh, 1952; Page, 1967) et de N.fowleri (Carter, 1970; Singh et Das, 
1970). Elle est du type promitotique, avec persistance de la 
membrane nucléaire et fcrnation de masses polaires dérivées 

du nucléole. Avec D~s (Das et al., 1974) nous avons étudié 

en dét~il 1~ division nucléaire de N.jadini. 

~ivision nucléaire. 
a) Noy~u en internh~se 

Chez N.jadini à l'ét~t vivante, le noyau en interph~se 
C·')mporte un nucléole sphériq_ue, central et distinct entour~ 

Par une zone claire - le suc nuclGaire, contenu par la membrane 
nucléaire. Dans les ~réparations colorées par l'hématoxyline ferrique 
des structures filiformes irradiant à partir du nucléole sont 
Visibles dans certains noyaux. (fig.68). Le nu~léole se colore 
Plus intensfrrent que les granules chromatiques et résiste à la 
décoloration p~r l'alun ferrique à 1% beaucoup plus longtemps que 
la subst~nce chromatique. Génfralement un seul noyau est présent dans 
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chaque amibe mais deux et rlusieurs noyaux oeuvent être trouvé ~~ns 
um seule amibe. 

b) Prophase 

Les trophozoites restent mobiles et ne s'arrondissent 

Pas pendant la division. Le ~êhut de la division nucl€aire est 
injiqué par un ~onflement du noyau et l'allongement du nucl5ole 
(fig. 69). Les substances chrcmatiques se trouvent à côté du 
nucléole et sont dans certains cas nettement visibles. Ces 

r:ranules commencent à fusionner et occasionnellement on peut 

observer un anneau solide de mat§riel chromatique autour du 

nucléole (fig. 69, 70). Ensuite, le nucléole prend habituellement 
une apparence en forme d'haltère et se divise en deux moitiés 
formant ainsi les masses polaires. 

c) Mét3.ph~se 

Après 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 sont pas rencon
trés. Le fuseau reliant les masses polaires r.e peut être observé 
mais des filaments de fuseau se distineuent. Aucune division de 
Chromosomes n'a été observée. Des capsules achromatiques, connues sous 
le nom de "capsules polaires"(Fcrd, 1914), peuvent être observées 
chez certaines amibes, entre les extrémités du carycsome étiré 
et la membrane nucléaire (fig. 71). 

d) 1\nrrphase. 

La bande de matGriel chromatique se divise en neux 
et chaque moitié se diri~e vers son pôle • A ce stade, le matériel 
Chromatique se trouve en contact avec les "masses polaires". 

Après que le matériel chromatique se soit dirigé aux deux pôles, une 

certaine substance t:ranulaire nrm-chromatique, appellée "corps 

interznnal" (Rafalko, 1974), peut être observée (fig. 72,73, 74, 75) 
... . 
a m~-chemin entre les deux "masses polaires". Le corps interzonal 
aucmente de vclume et se divise en deux. La membrane nucléaire 

Persiste durant toute la division; celle-ci devient allonrée et 
5 'é~rancle au milie~, donnant lieu à deux noyaux-fils. 



Mitose de N.jadini. 

Fip.:ure 68 
Noyau en interphase et fin_ d'une telophase (X2.000) 

Fi(;'"ure 69 
Prophase et métaph1se (X 2.000). 

Fi~ure 70, 71 
Métaphase (X 1.500 et X 1.000). 

Fip-ure 72, 73 

Anaphase, division du corps interzonal (X 1.500, X 1.000), 

!ieure 74 
Dêbut de la têlophase. Les corps interzonaux sont 
encore reliés p~r uns structure filiforme. (X 1.000), 

Figure 75 
Télophase, division du cytoplasme. (X 1.000). 
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e) Télophase 

Apr~s la division du noyau, les corps interzonaux 

sont encore reliés pendant un certain temrs par une structure filiforme 

(fie. 73,74). Plus tard, l'amibe s'étire, s'étranr,le au milieu, 
donnant lieu~ deux cellules~filles (fig. 68,75). Le corps 
interzonal et la masse polaire èu noyau-fils fusionnent et forment 

ainsi le nucléole. Le matériel chromatique est dispersé en granules 

et ceux-ci vont occuper une position identique à celle observée dans 
le noyau en interphase. 

Le cytoplasme contient une à trois vacuoles pulsatiles, 
de nombreux granules réfrinEents et des vacuoles alimentaires de 

petiter taille. Celles-ci sont beaucoup plus nombreuses en culture 

sur bactéries qu'en culture a~énique. 

1.1.2. Forme flapellée 

Le caractère le plus remarquable de ces organismes est 
d'être tantêt des amibes tantôt des flagellates. 

Les Naeeleria sont sujettes à trois chan~ements morpholo

giques fondamentaux pendant leur transformation en flagellates : 
1) la forme amiboïde chan~e en forme flagellée relativement stable; 
2) les grandes orfanelles préexistantes, c.à.d. la vacuole pulsatilè 
et le noyau, se déplacent continuellement chez les formes amiboïdes 

et semblent avoir une localisation stable chez la forme flaeellée et 

3) l'~pparition de nouvenux or~anelles de l'appareil flagellaire 
(flarelles, corps baseaux et rhizoplastes). 

Ces chan5ements morphologiques pendant la transformation 
ont été décrits à propos de N.~ruberi, après observation en 

microscopie électronique par Dinfle et Fulton (1966) et par 

Preston et O'Dell (1973). 
En ce qui concerne N. jadini, nous posst1ons seulement 

quelques observations en microscopie photonique. 



Figure 76 

FormG flagellée de N.jRdini avec une ~ppnrence piriforme. 

Figure 77 
Forme flagellée de N.jadini à quatre flagellés. 

Figure 78 

Kystes rte N.jqdini 

Figure 79 
a) Kystes de N.jadini avec appRrition dG vacuoles. 
b) Kyste vide montr~nt la rupture de la paroi. 



76 
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Les formes fl~gellées peuvent se rencontrer spontané

ment dans les cultures ax~niques liquides. D'autre part, des for
mes amiboïdes, récoltées sur agar-bactéries et incubées en eau 
distillée, peuvent se transformer en fla~ellés au bout de deux 
heures ou plus. Nous n'avons pas recherché les conditions opti

males pour obtenir la transformation en flaecllés de populations 

entières de formes amiboïdes. Les conditions à respecter pour 
obtenir cette transformation massive ont été décrites par Fulton 

(1970). 
Les formes flagellées, d'abord amiboïdes s'allongent 

et acquièrent rapidement une apparence piriforme (fig. 76) et 

possèdent normalement deux flagelles de même lonr.ueur. L'extré
mité postérieure est pointue, le noyau est antérieur et situé 
près des flagelles. La b~se des flagelles est légèrement épaissie 
et semble s' attache:r à la membrane nuclé.:lire. Le mouvement des 
flagelles est intense et procède par battements plutôt que par 

ondulations. On peut rencontrer des formes à quatre flagelles 

qui possèdent soit un, soit deux noyaux (fig. 77). Les formes 
binuclées résultent soit de la division d'une forme flaf,ellée, 
soit d'une amibe ayant acquit des flagelles durant la caryocinèse. 

1 • 1 • 3 . Ky s t e s • 

Des kystes de N. jadini peuvent être obtenus rapidement 
après ensemencement sur agar-bactéries, en culture axénique 
nous n'avons jamais observé la formation de kystes. 

Les kystes sont sphériques et ont un diamètre de 9 à 18 

microns avec une moyenne de 13,9 microns. Leur paroi, très réfrin
geante en contraste de phase, est lisse, simple et apparemnent 

dépourvue Je ~cr€S (fig. 78, 81). 
Les kystes sont généralement uninuclées, bien que l'on 

observe fréquemment des kystes renfermant deux à. sept noyaux. 

Le noyau est g~néralernent bien visible avec un gros caryosome 
central et une membrane nucléaire entourée d'une couronne de 
granules périnucléaires. 



. . 

Fig. 80. Forme végétative de N. jadàni. 

Fig. 81. Kyste de N. 'jadi ni. 
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Le dékystement s'effectue probablement par rupture de 
la paroi du kyste. Lors du dékystement, une vqcuole prend nais
sance dans le cytoplasme, puis aug~ente de volume et provoque 

la rupture de la paroi kystique (fig. 79 a ct b). 

1.2. Observations en microscopie électronique. 

Ces observqtions ont pu être ré~lisécs grâce à la 
collaboration de J.M. Jadin et de G. Carosi (Pavia, Italie). 

Cette étude ultrastructurale de N. j~dini ne constitue 

qu'une étude prélimin~ire du trophozoite examiné à partir de 

-~ultures axéniques. Le kyste a été à peine envis~r-é. 

1.2.1. Ultrastructure du trophozoite. 

Un exnmen général d'une série de microphotographies 

montre que les cRractéristiques ultrastructurales sont retrouvées 
chez toutes les amibes ex~minées. L'cndoplasme est difficilement 

différencié de l'ectoplasme, sauf quand celui-ci est exempt 
di inclusions. 

1.2.1.1. Paroi cellulaire.- La paroi cellulaire de N. jadini se 
présente telle qu'elle a ~té décrite par Robertson (1964) comme 
"unit membrane", elle consiste en deux couchen ope.ques aux élec

trons, entourant une couche transparente aux électrons. D'après 
Jadin, (1971) cette membrane peut se deformer facilement, lors 

du processus d'endocytose. Des portions de la membrane peuvent 
s'invaginer, puis les lèvres de cette invagination fusionnent 
et introduisent dans le cytoplasme une vacuole dont la membrane 

est dérivée de la membrane cellulaire. 
Nous n'avons pas pu observer à l~ace externe de la 

paroi cellulaire un revêtement cellulaire ou glycocalyx chez ces 
amibes cultivées axéniquement. 



Pir;ure 86. 

r-",oè.èle d'organisation ultrastructurale de N. jadini. 
Abr6viations utilis~es dans la fisure. 

AG Appnreil de G0lgi 

L Lysosœ1o 

M Mitochondrie 
MN Membrane nue lé aire 
N Noyau 
PC Paroi cellulaire 
PL Phar;:olysosome 
pp Pseudopocle 
R Ribosome 
RE Réticulum 8ndoplasmique 
VL Vacuole lipidique 

VP Vacuole pulsatile 

VPN Vacuoles périnucléaires. 
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Figure 82. 

Trophozoite de N~egleria jadini montrant le noyau avec un volumi

neux nucléole central. L:? noyau est entouré d'~ nornureuses vacuoles. 
A proximité du noyau, on èistinr:uc un gros phagolysosome contenant 

des éléments fi~és. L'organisme renferme plusieurs grosses vacu

oles électrons tr~sparents. Le cytoplasme contient de nombreuses 

~itochondrics polymorphes et du réticulum endoplasmique irrér,u

lièrement distribué (pas en association réuuli~re avec les mito

chondries) (x 9. 200) • 

Fieure 83. 

Cot;,~e d'un trophozoite deN. jadini montrant les mêmes orr;anites 

que ceux de l'imâge précédente (x 10.500). 



Figure 82. 

Trophozoite de Naegleria jadini montrant le noyau avec un volumi
neux nucléole centrnl. Lè noyau est entouré dG nomoreuses vacuoles. 
A proximité du noyau, on dist~~e un ercs phagclysosome contenant 

des éléments fi~és. L'organisme renfe~~ plusieurs grosses vacu
oles électrons trunspn.rentc. Le cytoplasme contient de nombreuses 

mitochondries polymorphes et du réticulum endoplasmique irrécu

lièrement distribué (pas en association rér,ulière avec les mito

chondries) (x 9. 200) • 

Fir;ure 83. 

COt<]e d'un trophozoite àe N. jndini montr:mt les mêmes organites 
que ceux de l'~e préc~d~nte (x 10.500). 
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1.2.1.2. Cytopl~sme.- Dnns le cytoplasme on retrouve les m~mes 
organ1tes que chez N. gruberi et N. fowleri. Ces éléments fifurés 
sont : le noyau, les mitochondries, les ribosomes, les lysosomes, 

vacuoles pulsatiles, rGticulum endoplasmique et des vacuoles lipi
diques (fig. 86). 

1.2.1.3. Noyau.- (fig. 84). Le noyrru pnoéminent contient un 
nucléole central bien évident constitué de gros particules granu

laires opaques aux électrons. Un endroit plus transparent aux 

électrons est régulièrement rencontr~ dans le nucléole. La mem
brane nucléaire est constituée de deux feuillets sépn~6s, externe 

et interne laissant une espace transp~rente aux électrons. Les 

pores nucléaires souvent èiaphragmés, ont été fncilement mis en 

évidence (fig. 84, 87). 

1.2.1.4. Mitochondries.- Les inclusions endoplasmiques les plus 
proéminentes sont peut ~tre les mitochon1ries. Celle-ci sont 
g2néralement ne forme différente suivant les espèces d'amibes 

(Vickerman, 1962). Le cytoplasme deN. jadini contient un ~rand 

nombre de mitochondries. Elles se présentent généralement sous 

une forme ovalaire et allongée, rarement arrondie. Comme dans le 
cas de N. fowleri, N. jadini présente réguli~rement ~es mitcchon
dries en forme d'haltère et en forme d'anneau (''cup-shaped"). 
La matrice mitochondriale est tr~s opaque aux électrons et montre 

une structure criblée {fi~. 85). 

1.2.1.5. Vacuoles alimentaires.- Les vacuoles alimentaires sont 
délimitées par une membrane simple. Ces vacuoles contiennent des 

débris non identifiables. Il s'agit probablement de débris d'runibes 

lysées qui sont phagocytée. Chez les amibes cultivées en présence 

de bactéries on peut identifier des débris bactériens dans les 
vacuoles. Les vacuoles comprenant des structures laminaires comple
xes sont rencontrées. 

Un appareil de Golgi n'a pas été clairement observé, 

mais de structures membranaires ressemblant à celles de l'appareil 
de Golgi ont été rencontrées. 



Fie;ure 81~. 

Section à travers le noyau d'un trophozoite deN. jêdini. Elle 
montre les feuiilcts externe et interne ne la me..rnbr~e nucléaire, 
de ncmbreuses vacuoles périnucléaires et un volumineux nuclGole 

cccupant le centre du noyau (x 28.750). 

Figure 85. 

Cvupe du cytoplasme d'un tro~hozoite deN. jactini contenant plu
sieurs mitochondries. La section de c.:;s mitochondries se pr(;sente 

sous une forme allo~6e, en haltère et en anneau, "cuiJ-Shaped" 

(x 65.700). 
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Figure 87. 

Section è.u noyau (à droite) d'un trophozoite deN. jac'!ini. L3. mem
brane périnucl€aire est r;re..ruleuse et montre de nGmbreux pores 

(coupe tnngente au rlan de la m~mbr~ne nucl8aire) (x 26.775). 

Fir;ure 88. 

Microgra.:;hie d'un noyau d'un lymphccyte de souris préparé par cryo
décr~.page et examiné au microscope électronique. Cette section 

intéresse la membrane nuclCaire, examinée lé~èrCQent en reliefJ 

après une lér-;ère sublimation des liquides cytoplnsciques. Elle ne 

présente et en oblique et c::n trMche de section. On distingue 

netterr:ent les por~-::s de la membrane nucléaire dont lu conformation 

rappelle les structures de l'imng:e pr6cédcnte (x 43.400). 
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1.2.1.6. Vacuoles pulsatiles.- Une ou plusieurs de ces vacuoles 
sont retrouv8es èans une cellule, leur contenu est transp~rent aux 

électrons et elles sont délimités par une membrane simple. 

1.2.1.7. Autres inclusions cytonlasmiques.- Des plobules ou vacu
oles lipirliques sont tr8s coMmuns nans le cytoplasme des amibes 

de ce renre (VickerMan, 1962; Schuster, 1963). Chez N. jadini, 
ces vacuoles lipidiques sont fr8quemment observées. Elles sont 
d~limit6es par une membrane sirnole. Autour de la membrane nucl6ai

re on retrouve également des vacuoles lipidiques; celles-ci sont 
délimitées par une douhle membrane. Le suc cytoplasmique est 

rempli de ribosomes libres et en rosette. Un réticulum ennoplas
mique, ~arni de ribosomes est irrégulièrement 1istribué nans le 

cytoplasme. Ses tubules sont rencnntr8es, réunies avec la membra
ne nucH~aire. 

Enfin, des structures ressemblants à des virus ou 
"Virus like particles" sont r8gulièrEJMent rencontrées dans le 
cytoplasme de N. jadini. 

1.2.2. Ultrastructure du kyste. 

Les kystes ont une paroi opaque aux électrons. Certains 
endroits de la paroi kystique montrent une dépression. Cette 
dépression reprGsente-t-elle un pore ? Nous n'avons pu ohserver 

dans aucune section la présence certaine 1'un porc (fig. 89, 90). 
Les amibes enkystées sont rétractées dans toutes les 

sections des kystes examin6es. Ceci est probablement dU à une 
mauvaise fixation. 

A l'intérieur de la cellule on distingue des mitochondries, 

des vacuoles, des ribosomes. Aucun stade d'enkystement ou de dé
kystement n'a fté observé. 

1.2.3. Microscopie électronique à balayage. 
Seuls les kystes ont été examinés. Ils 0nt un aspect 

sphérique occasionnellement légèrement applati ou ovalaire. Leur. 

surfRce est lisse (fig. 91, 92). Les pores sont facilement 



Fi;:; .lrC 8 9 • 

. Sccticn d'un kyste è.c N. jac1ini. ill paroi kystique montre plusieurs 

dér1ressions pouvélnt repr8senter des pores. A 1' intérieur du kyste 

la cellule s'est rétract~c. Elle conti~nt des mitochondries, des 

v~cuoles et des ribosomes (x 20.000). 

Fi[?Ure 90. 

Détail de la partie inférieure sauche de 1 ':i.m-'lge pr[cC'Clente mon

trant une d&prcssion (pore?) de la paroi kystique (x 43.400). 
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observé~ chez N. j~~ini, contrairement à ce que l'0n observe en 

microscopie photonique. Un nombre moyen de 1, ?. pores a été cbse~vé. 
Jamais plus que deux pores n'ont été trouvés, ce qui nous l~isse 
supposer que N. jadini possêde en réalité deux peres. Les bords 
des pores apparaissent lisses sans replis. Le diamètre moyen ~e 

ces pores est de 0,8 micron et l'€paissBur moyenne ~e la paroi est 
de l'ordre ne 0,4 micron. 

Nous n'avons p~s pu observer ~e kystes montrant des 
invaginations ou des phases èe rupture de 1?. p~roi kystique lors 

du ~fkystement; ceci aur~it permis de démontrer le mo~e de dékys

tement de N. ja~ini. 

2. C~ractères biolo~iques. 

La souche N. j~fini ITMAP 400 ~ 6té isolée pnr le 

Professeur J.B. Jadin en juillet 1971, à p~rtir de concrétions 

récoltées sur les paroi et le fond d'une piscine à Anvers (Jadin 

et Willaert, 1972). Ces concrétions, à l'as~ect de minuscules 
pyramides, ressemblent en cou~e, àu~abyrinthe dont les couloirs 
sont remplis de bactéries et d'amibes. 

2.1. Culture. 

2.1.1. Isolement. 

Après broya~e, ces concrétions s0nt ensemencées en 
milieu C.G.V.S. A 37°C, on observe une multiplication moGérée 
durant sept jours, suivie è'unc lyse ~énérale. A 28°C en revanche, 

la multiplication est d'cmblGe ra~i~e ct vig0ureuse. L'ensemence
ment ultérieur sur af~r-bactérics a permis le clônqre ~e la souche 
à partir d'une population enkystée. 

2.1.2. Entretien. 

La souche peut être entretenue s0it sur milieu solide, 
soit en milieu liquide. 
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~) ~ilieu soli1e. 

N. ja~ini se cultive nistmant à 28°C sur ~r~r recouvert 

d' Aerohacter cwroP.;enes tués par la chP.lsur. Les kystes se forment 

apr~s 48 heures et restent viR~les ?U ~0ins pen~ant un an ~ 28°C. 

Ce milieu permet un entretien ais§, ne nécessitant que des repi
quages mensuels. L'incorpcration ~e 0,5 % NaCl à l'agar n'influence 

pas 1~ croissance de N. j~~ini. Les essqis ~e culture sur a~~r 

à 37°C échouent après quelques reni1u~res. 

b) Milieu liquide 

N. j~ctini se cultive ~xéniquement en milieu li~uide 

C.G.V.S. à la tem~érrJ.ture re 28°C. L'entretien est F~.ssuré ;J~r en

semencement heboomaf. Rire cie 3ml de mi lieu ~ 1' air:1 e r.. 'un inoculum 

de 0,5 ml pr~lev§ au fnnd du tube. Ca milieu 'ermet l'ohtention 

en 8 jours ~e 2 x 106 organismes par ml en moyenne. N. jarini 

est très sensible au chanrements de lots ne sérum de veau. Cer

tains lots se montrent peu ou non favora~l~s. L'emploi ~e sérum 

de ve~u foetal présente un ~vantaGe marqué. Le sF.rum humain entrai

ne une lyse rapi~e et complète 0es organismes. 

2.1.3. Conservation. 

La s0uche ~e N. jR~ini ITMAP 400 peut être conservée ~ar 

stabilisation à basse tempérR.ture en présence de èimCthylsulfC'xyde 

(concentration finale : 7,5 %), p~r con~élR.tion lente (1°C par 

minute jusqu'à -70°C, puis 5°C par minute jusqu'à -100°C) et ~f.r 

c~nservation à -196°C dnns l'azote liqui0e. La déconrélation se 

fait brusquement par immersion ~e l'Rrnryoule nR.ns un bain-marie 

à 40°C. 

2.2. P0uvoir pathos8ne. 

Une fois prélevées, sur les nRr~is 0e la Discine, les 

concrétions sont broyées ruis administrées à 2 lots de 4 souris, 

soit par voie intracéré~rale soit nar voie intranasale. 
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2.2.1. Inocul~tion intracl:réhrale. 

Parmi les souris inocul~es par vJie intrRc~rGbrale, 

l'une est morte le jcur m~me, des suites ~e l'injection. La ~eu
xi~me, malade, fut s~crifiée le len1emain. A~r~s avoir ccnstat6 

la présence n'~mibes dans le cerveau (examen èirect, culture), 

celui-ci fut broyG et inoculG à qu2tr3 souris s~ines. 0uinze jours 

plus tard, trois de ces souris manifest~rent ~es troubles mais il 

fut impossible de const~tcr chez elles la DrGsence d'amibes. De 
même tous les essais soit ~e culture soit 1e subinoculqtion avec 

des br8y~ts de leur encGrhale rest~rent nf~~tifs. 

2.2.2. Instill~tion intranasale. 

Par vaie intranasale, nous effectuons cina pnssa~es 

successifs en utilisant (~es lots ~e quatre souris. A chaque pnssage, 
poumons et cerve~ux sont broyGs et ex~min6s à frais et par cul

ture. 

Au premier.~assace, les poumons s~nt hfmorrariQues et 

hépatisés, le cerveau est lérèrement hémorragique. Des ~mibes nom

creuses et peu mohiles sont retrouvées jans les poumons mais ~as 
~ans le cerveau. La culture du ~·royat ~e noumons est ryositive. 

Au deuxième et troisi~me passages, une souris meurt 
sptntanément et une autre est cachectique avec dyspnée ~~rès onze 

jours. Les cerveaux sont normaux et indemnes Q1 amibes. Les poumons, 

hémorraciques, renferment quelques éléments suspects. Les cultures 
d'organes restent nGFatives. 

Au quatriame passera, une seule souris rrésente ~es 

signes cliniques. Les organes sont normaux. Quelques éléments sus

pects sont retrouv~s d~ns les poumons. Les cultures restent 

n8r,atives. 

Au cinqui~me pass~ce, les souris restent en observation 
pendant soixante-quinze jours sans manifester de si~nes cliniques. 

Elles sont alors ~utopsiées. Les organes sont normaux et indemnes 

de parasites. 

1 
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Au cours ~e plus de trois ans ~e culture en milieu axénique ou 

sur arar-hactéries tuées, l'inoculation intracéré~rale, cu l'instil
lation intranasale ~c N. ja~ini a 6t6 effectuée ~ une ~izaine ~e 
reprises. En aucun cas une action natho~~ne ~ l'érar~ ~8 la souris 

n'a été constatée. 

3. Etude compn.rati ve c~es kystes rce Naer:leric:t et r,' Acanthc:tmoeha 
en micrnscopie électronique à balayR~e. 

Cet te étu~1e comp?.rati ve ne la rn0r~holorie extérieure nes 
kystes rce différentes espèces a~partenant nu r.enre Nae~leria et 

au renre ~canthamoeba a été exécutée sur un rrann. nomhre ~e s~éci
mcns (~lus d'un millier de kystes examinés). (Janin J.M. et al., 

1974). 
Cette étu~e comparative a permis ~'attir8r l'attention 

sur l'existence de caractêres morpholoriques constants et peu ou 

pas visibles en microsco~ie ~hotcni0ue à l'ai~e èu contraste de 
phase ou n'un contraste interf6rentiel. Ces c~rnctares ~eviennent 
apprécic:tbles en microscopie électronique ~ ~Rl~y~re. N6anmoins, 
il sem~le que par certaines méthodes cyt0lo~iques ces caract~r8s 
peuvent être mis en évi2ence, 0u m0ins chez certaines espèces 

(Par,e, 1974). 
Les caract~res mis en évin.ence en microscopie électroni

que à balayar.e concernent n~rticulièrement : 
- la surface du kyste; 

- son pore et la fr6quence ~e sa présence et 
- les caractères morpholcr.iques 0es born.s ~e ces rores.Il nous 

semJle que ces caractères pourraient s8rvir ~e critères taxono

miques en vue de l'identific~tion et ~e la séparation ~es diffé
rentes souches appartenant a ces deux renres 6tudiGs. 

Toutes les souches étudiées ont été cultivées de la même 

mani~re (chap. 2.2) et récoltées lors ~u vieillissement ~es cultures 
lorsque celles-ci ne ~rGsentaient que ~es kystes. 
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3 .1. Observat inn 

Les observ~tions que nous ~vons ~u faire se sont avérées 
constantes chez ~ifférentes ponul~tians ~'une souche déterminée 

malr.ré le nom~ro de subcultures. 

3.1.1. Genre N~er,lcria 

Au sein du renre NRerleri~, certaines distinctions, 
observfes ~ l'ai~e du microscnne électronique ~ balRyare, peuvent 

apporter des renseir-nements morphologiGucs suppl6~entaires ~ la 

s~paration et l'identification des ~iff6rentes es~~ces. Les kystes 

de toutes les esp8ces étuèi8es ont un aspect s~hérique, parfois 
lérèrement ovale. La surface des kystes n'est pas pliss8e. Cette 

surface est lisse chez la pluDart èes esn8ces, parfois finement 
rGticulée. Néanmoins chez N. ~rut dri, la surfRce de son kyste 

est rur.ueuse (fir. 93). Des pores ont 6té nhserv€s chez tnutes 

les sct:.cb~s , sauf chez la souche N.R-1 (N. fnwleri). Le nom1;re 
mayen de peres par kyste s'étahlit comme suit : 7,2 pour 

~· rrubcri; 2,5 pour Nqccleria sp. A; 1,6 ~our N. frwlcri et 
1,2 pour N. j~din~. 

Les bor~s des porcs R?paraissent lisses chez toutes les 

esp~ces de Naarleri~ (fir. 91, 92, 94) ~ l'exceptinn rle N. rruberi 
(fir. 93) où les pores sont entourés ~'une v6ritar.le 6v~~inatinn 
de la paroi. Schuster (1963), Fulton (1970) et Lastrvica (1974) 
ont déjà montré que chez N. rru~eri il existe ~es ~ores de sortie 

bien définis. L'épaisseur moy~nne de la ~aroi des pores ~es kystes 
est nans toutes les espôces de l'ordre de 0,4 micron, sauf chez 
N. eruberi chez qui elle est de 1 micron. 

Chez la pluDart des kystes 1~ ~erforatirn des pores 
est bien visible; seulement chez r.e rares kystes on aperçoit 

encore le bouchon laissant le pore ferro~. Le ~ouchon en materiau 

polysaccharidique est ~ohRblemcnt dissout par l'amibe lors du 
dékystement, comm<; 1' a montré Schuster ( 1963). 



Kystes de Nc.e;:r:lerirt en micrcsccpic électronique à balaynge. 

Finure 91. 

Kyste de tr. jadif"li montrant un pore (x 11.000). 

Firrure 9 2 • 

KYste deN. jadini montr~t deux p0res (x 8.800). 

Fi~ùre 93. 

Kystes de N. ~beri montrant jusqu'à six porcs dont 1 'év8.gination 

de la paroi est bien visible.(x 3.575). 

Fip:ure 94. 

KYste deN. fowleri montrant lli~ porc (x 5.830). 
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3.1.2. Genre l\.c1.nth?..rnneba. 

Les kystes form(s ~ar les esp~ces Rppartenant au renre 
Acanthamoeb~ prgsentent en ~0n6ral un aspect sph6ri~ue. Leur sur

face est parsemée de plis. 
Les kystes ~ct. cul~erts0ni et 1e t. rbysn~es rrGsentent 

une surface plissse, avec ~Gs replis pou prnfcn~s Et ~eu nom~reux 

( fir. 95). Les plis sernhlent nlus nombreux chez l\. rhv!';ocles que 
chez A. culbcrtsnni.Entre ces replis, la surface ~es kystes est 

lisse. Quel~ues rares ryores ont 'u être ohserv5s (fir. 95). Il 
est cependant probahle que les pores sGient cachfs par certains 

replis et ne soient ~one p?..s visihles. L'observation en microsco

pie photonique des kystes ~'Acanthnm0e1~?.. ~ermet f~ns une certaine 

mesure de pr6vcir que les pores ne puissent être facilement mis 

en Cvidence par le microscore a balay~~e. L'envelnppe externe 
parait en effet former la surf~ce externe de l'n,ercule snns 
solution de c0ntinuit8 (fi~. 97). De plus, le b~urrclet entourant 

le pore s'intèrre 0qns le système ~e plis su?erficiels caractéris
tiques des kystes ~e ces ~cantharnoeh?.. (Pussar~,1966). 

Les kystes ~e A. castellRnii et ~. oolyrhara présentent 
une surface très plissGe avec des replis tr~s prafon~s (fif. 96). 
La surface entre les rcrlis est lisse. Nous n'avons pas observé 

de pores. Morpholociquement nous ne pnuvnns pns faire une ~istinc

tion entre les kystes de ~. polynha~a et d'P .. castellanii. 

3.1.3. Synthèse. 

Nos observations chez les ~iff6rentes esry~ces du venre 
Naecleria et ~u Fenre Acantham0eba sont renrises ~ans le tableau 45. 

L'aspect de la surface ~es kystes permet ~ lui seul de 
faire une 1istinction entre les arnihcs du ~enre Naerleria d'une 
part et du renre Acanthamoeha d'autre part en se basant sur la 
présence ou l'absence ~es plis. 



Y.ystes d' Acanthamceba en Inicroscopie électronique à balayage. 

Figure 95. 

Kystes d'A. culbertsoni montrant des replies sup2rficiels de la 

paroi. Un kyste av8c la présence d'un pore ouvert (x 4.000). 

Figure 96. 

KYste d'A. polypra~~ av2c des replies profonds de la paroi 

kystique (x 7.000). 
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Kyste d'Acanthamoeba (d'après Volkonsky 1931) 
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Tableau 45 

Souches 

Naegleria 

Caractères morphologiques distinctifs de la 

surface des kystes de Naegleria et d'Acanthamoeba 

en microscopie électronique à balayage. 

Présence Aspect de Nonbre moyen 
de replis la surface de pores 

~J.fol'7leri ITMAP 359,360 Aucun lisse 1,6 
N.fowleri N.a.-1 !1 lisse (A) 

N.jadini Il lisse 1,2 
N.gruberi Il rugueux 7,2 

Acanthamoeba 

A. castellanii très nombreux lisse (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 ~G lq surface 1es kystes ~es Naezleria 
et le nombre moyen ~es unres permet ~e s6Dqrer ais6ment F. ~ruheri 

des autres esn~ces ~u m~me ~enre. Qu~nt ~ la differenci~tinn de 
celles-ci, les carRct~res observfs chez le kyste no nous ,ermettent 

pas d'i~entifier définitivement ces esp8ces. 
Parmi les qu~tre esp~c8s du renre 1\canthP..mceb!l étudiées, 

nous observons deux rroupes ~nnt lq mor~holorie ~es kystes ne 

permet ras de distinfuer les es~~ces au sein ~u rroune. 

4. Etude comparative du pouvoir nathopène de quelques souches de 

Naerleria et d'AcRnthamoeha. 

L'inoculation ~ l'animnl est jus1u'~ mainte~~nt le seul 
recours détermin;:mt pour constater le caractère 11 p?.th0["ènen d'une 

souche Ge Naerleria ou d 1 Acanthamocha. 

Parmi les méthodes, autre que l'inoculation ~ l'animal, 
nous citons le sérodiarnostic de l'esDèce, la culture ~ tempéra
ture élevée et l'effet cytopatho~ène ~U8 ces or~anismes peuvent 

manifester. 
Comme sérodiarnostic, citcns l'a~~lutin8tion (~nèerson 

et Jamieson, 1972; Sinrh et Das, 1970) et l'immunofluorescence 
(Cervà, 1966; Van Dijck et al., 1974; De J0nckheere et al., 1974 
et Willaert et al., 1974). Certes, ces méthodes permettent d'iden
fier N. fowleri mais elles ne permettent nqs ~e const~ter son 

caract~re pathorène. Do plus, ~ette m6thode n6cessite des anti

corps sp5cifiques, pour assurer un diarnostic ~récis. Or, jusqu'à 
présent la plupart des chercheurs travaillent ~vec des antisera 
donnant des réactions croisées, parfois très importantes entre 
diff5rentes espèces. 

La diff6rencin.ticn p.'lr incubatirm d'une souche d' ~mibes 

à c'l.es températures flevées no nous semble '1aS non "Plus une solu
tion d6finitive ~errnettant ~'apprécier le caractôre pathorène. 
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Jriffin (1972), a démontré que N.fowleri se maintient et se 
cultive à 43 °C, tandis que les espèces non-pathogènes ne 
disposent pas de cette capacité. Néanmoins Griffin (in litt.,1974) 

isole une souche de Naegleria se cultivant à 43°C mais lors de l'inocula

tion à l'animal aucune mortalité n'est observée. Nous même, avons 
constaté à plusieurs reprises la croissance de souches d'amibes 
à la températur~ de 43°C sans que ces souches présentent un pouvoir 
pathogène pour la souris. 

L'effet cytopathogène élevé que présente N.fowleri, 

lors de son incubation avec des cultures cellulaires, est typique 
pour les souches pathogènes (Chang, 1974). Mais n'oublions pas que 
certaines souch8s de Nae~leria non-pathogène pour la souris, peuvent 
présenter cet effet cytopathorène vis-à-vis des cultures cellulaires 

(Schuster et Dunnebache, 1969, 1974). 
En conclusion, il est absolument indispensable de recourir 

à l'inoculation d'une souche chez l'animal avant de conclure à son 
Pouvoir p~tho~ène. 

Lors de nos recherches, toutes les souches, isolées chEZ 

l'homme et dans l'environnement, ont été systématiquement inoculées 

à 1~ 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 prRtiqués depuis quatre ans 

avec les souches isolées chez l'homme 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 pathogène, du. 

moins pour certaines espèces. Pour ces raisons nous avons testé 
un nombre de souches de Naeglcria et quelques souches d'Acanthamoeba 

entretenues en culture continue dans le laboratoire 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 tableau concerne seulement celle effectuée dans notre 
laboratoire. Il ne nous était pas possible de tenir compte du temps 
de culture de ces souches a.vant 1 'acquisition de c.ellE.s-ci à ... 

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 s~uches étudiées puisse être valable. 
Ch3que souche a été inoculfe par voie intranasale et par voie 
intracérébrale. Nous avons pris soin d'inoculer, par voie intracéré
brale, une suspension contenant environ 1.000 amibes en moins que 

dans l'inoculum servant à instillntion intranasale. 
Les souris sont restées sous observation pendant un minimum de 
deux mois. La présence d'amibes, dans le cerve::1u ou dans les poumons 
des souris, a été vérifiée à frais au microscope en contraste de 

phase et souven~ en particulier pour Acanthamoeba) par mise en culture 

des organes. 



Tableau 46 

Souches 

1. Nae~leria 

N.rowleri PA-90 

N.rowleri MW-4U 

N. fowleri PA a 

N.rowleri HB-1 

~· fowleri 359 

- 186 -

Virulence de quelques souches de Nae~leria et 
d'Acanthamoeba entretenues en culture continue. 

Durée de cul- Voie d'ino- Nombre d'a- Iv'lcrtalité 
ture continue culation mibes pP..r jours après 

(en mois) I.N.Intra- s0uris inoculation 
nasale 

I.C.Intra-
cérébrale 

29 I.N. 5.500 6,6,6,7,7 
I.e. 4.400 4,4,4,7,7 

28 I .N. 6.000 4,5,5,6,6 
I.e. 5.000 4,4,4,4,5 

21 I.N. 5.000 6,7,7,9,13 
I.e. 4.000 4~4,4,4,5 

46 I.N. 5.000 4,5,5,7,8 
I.e. 4.000 7,8,8,9,12 

46 I.N. 4.750 3,3,3,4,5 
I.e. 3.500 6,6,7,7',7 

Survie 

N.rowleri e-66 10 I.N. 5.000 9,9,10,10,11 -
I.e. 4.000 4,4,5,5,16 

N .fowleri - 838 23 I.N. 5.500 10,14,14 2/5 
I.e. 4.400 4,9,10 2/5 

~fowleri LEE 6 I.N. 5.000 8,8,8,18 1/5 
r.c. 4.000 3,3,4,4,8 

~fowleri VI TEK 46 I.N. 6.000 8,8,9,12 1/5 
I.e. 5.000 7,7,7,8,8. 

~fowleri Morgan 29 I. N • 6.000 7,8,8 2/5 
I.e. 5.000 7,7,7,7,14 

~fowleri 1230 14 I. N. 6.000 7,8,12 2/5 
r.e . 5.000 3,4,6,9,9 ...... ------------------------------------------------------------------------



Suite t.:.tbleau 46 

N.jadini 400 32 
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I. N • 
I.e. 

12.500 
10.000 

5/5 
5/5 

--------------------------------------------------------------------------
N.gruberi 1518 35 I. N. 4.750 5/5 

I.e. 3.500 5/5 
N...:.~ruberi EGS 31 I .N. 5.000 5/5 

I.e. 4.000 5/5 
--------------------------------------------------------------------------
~egleria sp 1164 16 I. N. 5.500 5/5. 

I.e. 4.400 5/5 
!'§egleria sp A 2 21 I.N. 5.000 5/5 

I.e. 4.800 5/5 
~gleria sp PPMFB 6 21 I .N. 6.000 5/5 

I.e. 4.000 5/5 

2. Acanthamoeba 

~ulbertsoni A.1 35 I. N. 5.000 6,6,7,8,11 
I.e. 4.000 4,4,4,4,4 

~A.stellanii 1930 3 I.N. 4.750 4,5,7 2/5 
I.e. 3.500 2 4/5 

~nthamoeba sp RUS 22 7 I.N. 5.250 5,5,8,9,13 
I.e. 4.300 5,~,7,7,12 



- 188 -

C~ tableau nous montre que N.gruberi, espèce non pathogène 
ainsi que les Naegleria sp.A.2, PPMFB-6 et 1164 ne se sant pas 
montrées patho~ènes pour la souris ni par inoculation intracérébrale 

ni par voie intranasale. Ces souches n'ont montrée aucune pathogfni
cité lors de l'isolement ou lors de leur réception dans notre labo

ratoir2. N.jadini, n'a provoqué la mort d'aucune souris comme nous 
l'~vons déjà mentionné. Néarunoins, lors de son isolement et 
de l'inoculation, quelques souris ont été trouvées malad8s et des 

amibes ont été retrouvées dans les organes. 
Parmi les souches de Naegleri fowleri isolées chez l'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 l'intillation intranasale des amibes chez la souris les tuent 
plus rapidement qu'apr~s l'inoculation intracérébrale. Contrairement, 
chez la souche C-66 les souris meurent plus rapidement après l'inocula
tion intracérébrale. 

Chez les souris infestées avec les souches Lee,Vitek,~organ 
et 1230, une survie de, une à deux souris est observée après inocula

tion intranasale. L'inoculation intracérébrale n'a laissé aucune 
survie parmi les souris incoulées avec ces souches. La survie chez 

les souris instillées par voie intranasale peut être contribue à une 
erreur de manipulation (erreur de dosa~e ou sédimentation des amibes 

dans la seringue) ou bien à une diminution de la virulence de ces 
souches. Remarquons encore que la mortalité observée parmi ces lots 
de souris sont dans un délai comparable à celui observé chez les 
souris inoculées avec les souches donnant 100 pourcent de mortalité. 

Un plus grand nombre de souris ncvrait être inoculées, ct à plusieurs 
reprises, pour conclure à une diminution de la virulence chez 
ces souches. 

N.fowleri souche 838 se comporte un peu différemment 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 élevé. Peut être que chez cette souche, la virulence .. 
est vraiment affaiblie. 
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Chez les souches PA-90, MW-4U et PAa, isolées dans l'envi
ronnement, aucune survie des souris est observée et les souris 
sont mortes dans les délais normal8s. 

Au sein du g==r..re Ac8.ntharnoGbA., A. culbertsoni so,Jche 
A-1 rGste toujours aussi virulente que lors de sa réception au labora

toire. Plusieurs auteurs, néanmoins ont confirmé que la souche A-1 

est susceptible de perdre de sa virulence du cours de son entretien 
in vitro en culture continue (culb~rtson,1971; Stevens, communication 
personnelle,1974). 

A.castellanii souche 1930, nous montre contre toutes prévi

sions une mortalité pr~·tielle chez les lots de souris inoculées. 

Par voie intracérébrale une souris meurt 48 heures après l'inocula
tion. Des amibes ont été mises en évidence après culture sur agar
bactéries. Nous pensons néanmoins que la souris a succombée à cause 
de l'inoculation. Les amibes n'ont pas été retrouvées après observation 

à frais au microscope en contraste de phase. Aucune corrélation peut 

~tre faite entre la mort de la souris et la présence d'amibes apr~s 
' culture. Il est évident que nous avons introduit directement dans 

le cerveau les amibes et qu'elles peuvent être 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 été 

retrouv8es dans les cerveaux, ni à frais, ni après culture, m~is des 
amibes ont été mises en évidence dans les poumons après culture. 
Plusieurs auteurs ont rapporté récemment le pouvoir patho~ène de 
cette espèce, jusque là considérée comme étant non pathop,ène. 

(Pr0ca-ciobanu et al. 1973;Jadin et al., 1973; Martinez et al. 2 1975). 
D'ailleurs certains cas humains de méninge-encéphalite amibienne primitive 
ont été récenment diagnostiqués ccnme ~tant provoqué pnr Acanthamoeta sp. 
(Jaeer et Stamm, 1972; Robert et Rorke, 1973 et Sotelo-Avila et al., 1975). 
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Acanthamoeb~ sp. RUS 22 dont nous pensons qu'il s'agit 

prob~blement d'A.cast2llanii se montre aussi virulent après 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'autrgs espèces du renre 
Acanthamoeba peuvent présenter une virulence pour la souris~ Dans 
le genre Naegleria, seulement N.fowleri se Montre virulent pour la 

souris. 

------------------------------

,, 

1 
1 
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CHAPITRE 8 

DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

On prouve tout ce qu'on veut, 
et 1~ vraie difficulté est de 

savoir ce qu'on veut prouver. 

Alain 
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Ce travail a pu être entrepris, grâce at~ nombreuses souches que 
nous avons rassemblées, provenant de nos isolements camme des collections 

étrangères. La mise au point des milieux de culture et l'adaptation aux cul
tures massives et axéniques représentent un travail de base, indispensable 
pot~ atteindre notre but envisagé. Ajoutons que la cryoconservation des 

souches est des plus importantes pour des études comparatives et élimine la 
possibilité de confusion de souches examinées et permet de conserver les carae

tères des primocultures. Pour ces raisons nous avons été amené à décrire 
longuement la mise au point des techniques. 

Les caractères antigéniques accessibles à l'analyse immunoélectro

phorétique sont susceptibles d'apporter des arguments complémentaires ou 

nouveaux aux critères traditionnels de la taxonomie (Capron et Afchain, 1970). 
Ils se sont révélés particulièrement significatifs au cours des études con
sacrées aux Protophytes (Brov-m et Walne, 1967) , aux protozoaires parasites 
(Le Ray et al., 1971; Le Ray, 1972; Le Ray, 1974; Dwyer, 1972; Afchain et al., 

1973) aux ~~ignors (Bi~et et al., 1965), aux Mycobactéries (Stanford, 

1973), aux Helminthes (CQpron et al., 1968, 1972) et aux Vertébrés (Capron et 

Afchain, 1970). Ces études ont permis de mettre en évidence des parentés anti
géniques significatives au sein du groupe-famille. Ces parentés vont en s'accen
tuant de la famille au ger~e et du ~enre à l'espèce. L'analyse immunoélectro
phorétique semble donc être une méthode de choix pour la comparaison de diver

ses espèces appnrten~t à un même genre et dans ccrt2ins cas de eenres différents 
appartenant à une même famille. L'homogénéité morphologique d'espèces d'amibes 
appartenant aux genres Naegleria et Ac~thamoeba nous a conduit à prendre en 
considération leurs caractères antic;éniques. 

Il est à soulic;nGr que les résultats acquis au cours de cette étude 
ne concernent que les antigènes accessibles à l'analyse immunoélectrophorétique. 

Néarnnoins, leur signification taxonaniquP. et phylétique démontrent qu'ils repré
sentent une partie importante, et hautement significative de la structure 
antigénique des espèces que nous avons étudiées. 

,., 
'• 
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Npus avons pu mettre en évidence pour ch1que espèce étudiée entre 
25 et 35 composants imm~oélectrophorétiques distincts. La complexité a~tigé
nique témoignée par ces Protozoaires libres est comparable à celle des Proto

zoaires pnrasites Trypanosana brucei brucei (Le Ray, 1974), des Ctumpignons 

(Biguet et nl., 1965), des Invertébrés et des Vertébr~s (Capron et al., 1968; 
capron et Afchain, 1970). La révélation de cette complexité immunostructurelle 
requiert une méthodolo~ie ad8qunte dont les principes ont été établis par 
l'école lilloise de Bi~et et Capron (Bi~let et al., 1965; Capron, 1970) 
principes que nous avons précisés et appliqués au matériel prctozoclogique 

avec D. I.e Ray et D. Afcha.in. 

Le but de notre travail était en premier lieu de souligner l'indépen
dance taxonomique de l'espèce N. fowleri, dont la mise en évidence du caractère 
pathogène avait complètement bouleversé nes connaissances actuelles au sujet 
des Protozoaires libres. 

I.a structure antic;énique de N. fowleri s'avère être une ''mosaïque" 

complexe mais d'expression stable dont sa spécificité reflète fidèlement la 
position taxonomique de l'organisme. 

8.1. AntiGènes hétérospécifiques. 

Les antigènes h€tércspécifiques généralement rencontrés chez les 
Protozoaires concernent essentiellement des antieènes partaeés par le milieu 
de culture, par des antie;ènes ubiquistes, dont les plus connus sont les aggluti
nogènes de type Forssman, certains déterminants de groupes sanguins et des 
polyosides analogue à la substance C; par des nntir,ènes non identifiés mais 

retrouvés occasionnellement chez des orz,anismes non apparentés. 
Ces ant~ènes hétérospécifiques rencontrés au cours de cette étude 

constituent un dixième environ de la structure immunoélectrophorétique des 
espèces appartenant au genre Nae~leria. 

L'existence d'affinités antiréniques entre les parasites et leurs 
hôtes apparaît actuellement être un fait d'occurence générale (Capron, 1970). 
Néanmoins, chez N. fowlcri nous n'avons pas pu mettre en évidence des antigènes 
part~és avec l'hôte vertébré. Différents hyperimmunsé~~ anti-N. fowleri ont 

1 ~ 

'•' 
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~té opposés à des extraits ~ntigéniques préparés à partir de foie humain, àe 
cerveau humain et de selles h~aines. Aucun résultat positif n'a été observé. 
Or, cette espèce, parasite facultatif, n'ost pas encore adaptée à son hôte 
et tue celui-ci en 8 à 14 jours après sa pénétration à travers les muqueuses 

nasales. 

Chez N. fowleri, l'analyse irnrmmoélectrophorétique révèle la prGsence 
d'au moins cinq protGines sériques de veau dans les extraits des formes de 
culture. Ces composants hétérosp&cificiques s0nt localisés dans la zone des 

albumines sériques et des globulines de mobilité intermédiaire. La même situa
tion est retrouvée chez T. brucei, formes de culture (Le Ray, 1974) où au 

moins sept protéines sériques de veau ont 8té localis8es. La c~araison 
immunoélectrophor6tique des eaux de lav~e et des extraits d'amibes à l'aide 
d'hyperimmunsérums anti-rnilieu de culture démontre que la présence de composants 
de type ''milieu de cul ture" dans les extraits d' mnibes dépend des conditions 

de lavnge. 

Les antigènes ubiquistes des Protozoaires n'ont guère été étudiGs. 
Ces antigènes peuvent fausser les résultats des comparaisons immunotaxonorniques, 
er1 particulier lorsque les organismes considérés sont peu app~rentés et ne 
partaeent qu'un nombre réduit d'antigènes. 

La présence d'anti~nes de type Forssman a été signalée chez 
T. brucei (Houb~ et Allison, 1966; Houba et al., 1969) et chez T. cruzi 

(Enos et Elton, 1950). Toutefois, ces antigènes mernbranaires, de même que les 
déterminants des groupes sanC91ins, ne sont ordinairement pas détectés par 
les techniques de précipitation en gel. 

Des substances analogues au polyoside C de la capsule de Diplococcus 

pneumoniae s& rencontrP.nt fréquemment dans les extraits antigfniques de 

mycètes et d'helminthes (Biguet et al., 1965; capron et al., 1965). En présence 
d'ions Ca++, ces substances se complexent avec la globuline sérique dite 
protéine C-réactive et détenninent une réaction de floculation réversible, non 
spécifique ne correspondant pas à une réaction ant~ène-a~ticorps (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. culhertsoni. 

,•' 
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L'int~rvention de complexes dûs à la substance C dans nos résultats immuno
électrophorétiques a été écartée en incubant s~stC~tiquement les floculats 
en présence de citrate trisodique. 

L'existence de parentés de hasard susceptibles de falsifier les 

comparaisons ~rrnuno8lectrophorétiques a ~té considérée en confrontant 
N. fowleri, N. jadini, A. culbertsoni et A. castellanii à une série d'organis
m(~S étrangers au phylum. 

Deux précautions méthodoloeiques se sont montrées indispensables 
avnnt de pouvoir attribuer à des parentfs de hasard les réactions croisées 

observées dans ces circonstances. D'une part, ces réactions se sont générale
ment manifestées par un seul arc de précipit~tion, localisé à hauteur du puits 

de dépôt de l'extrait et le plus souvent partiellement sensible au citrate 
trisodique. Ces deux caractères font mettre en doute l'authe~ticit~ ~tigénique 
du composant ainsi visualisé qui pourrait être apparenté à la substance C. 

De ce fait, la prolongation pendant 15 heures de l'incubation des précipitats 
dans la solution de citrate trisodique entraine souvent la disparition de la 
majorité de ces ré3.ctions. 

D'autre part, il s'est avéré que le sérum des animaux d'expérience 

pouvait renfermer des anticorps précipitants avant l'immunisation expér~entale. 

Ces anticorps sont élaborés à la suite d'un contact naturel indépendant de 

l'immunisation; ils peuvent entraîner de fausses réactions croisées lors de 
la confrontation de l'immunsérum à un organisme hétérologue. Cette éventualité 

impose une saignée de contrôle avant toute immuni&~tion. La preuve définitive 
de la spécificité des r~actions croisées subsistant malgré ces précautions est 

fournie par l'absorption de l'immunsérum à l'aide de l'organisme homologue 
la disparition des réactions croisées qui en résulte d~ontre la présence 
effective chez ce dernier d'antigènes ubiquistes. 

Dans ces conditions, l'analyse de vingt espèces fongiques et de 
treize espèces d'helminthes à l'aide des hyperimmunsérums anti-Naegleria et 

anti-Acanthamceba démontre chez ceux-ci la présence exceptionnelle d'anti
gènes ubiquistes (tableQUX 15, 16) 17 et 18). Entre N. fowleri et les trente
trois organismes considérés, des réactions croisées ne s'observent que dans 
cinq cas, tous fongiques, et ne s'expriment que par un seul arc souvent 

partiellement dissous par le citrate trisodique. 

'i ., .,, 

.l·j ., 
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Entre N. jadini et les trent~-trois ore:anismes considérés, une réac
tion croisée s'observe avec C. albicans, mais par contre trois réactions croi

sées sont observées avec d~s helminthes. Entre Acanthamoeba et ces organismes, 
les réactions croisées ne s'observent que dans deux cas, fongiques, et ne 
s 'expriment que par un seul m-c • 

Des résultats analoe:ues ont été observés chez T. (T.) brucei où sur 
quarante-deux ow,anismes considGrés, cinq donnent des réactions croisées, tous 

d'origine fonp;ique, et ne s'exprimant quo par un seul arc (Le R<lY, 197 4) . 

8.2. Anti~ènes amibiens. 

Nous entendons par antie;ènes amibiens, l~;s antir;ènes qu'un orc;anisme 
possède en prcpre ou qu'il part~e avec d'autres organismes apparentés. 

Nos résultats établissent que les anticènes amibiens constituent les 
neuf dixièmes de la mosaïque antigénique de N. fowleri visualisé par l'immuno
électrophorèse. Ces anticèncs paraissent être d'expression constante au cours 
de la différenciation cellulaire. Ils montrent u.ne spécificité large et tradui

sent au niveau moléculaire les affinités taxonomiques et phylétiques de l'orga-

nisme. 

ra structure antigénique de N. fowleri, ainsi que d'autres espèces 
appartenant aux genres NaeslP.ria et Acantharnoeba s'est avérée qualitativement 
stable en culture in vitro. Elle ne se modifie pas au cours d'un entretien 
prolongé. ra stabilité antigénique initialement établie par Seed (1964), chez 

T. brucei est confirmée par Le Ray ( 1969) au ni veau des antigènes sana. tiques. 

La stabilité anti~énique en culture apparaît être un caractère général(des 
Trypanosamatidae (Afchain et al., 1974; Le Ray, 1974) tout comme chez les 
Arnoebida (Willaert, 1975). Une conclusion similaire a été rapportée par Bray 

et Lainson (1966) à propos du genre Leishmania. Il n'en est pas do même chez 

les Trichamonadida; le naintien en culture stimule la synthèse de plusieurs 
systèmes antigéniques chez Trichomonas (Goldman et Honigberg, 1968; Stepzowsld 
et Honigbe1-e:, 1972) et chez Histomonas (D..zyer, 1971 ; Dwyer et Honigberg, 1972). 

De plus, cette constance anti!?;énique exprimée par N. fowleri a été 

confirmée par des antigènes obtenus à partir de la même souche cultivée in vitro 

à différentes températures. Cette observation apporte un caractère supplémen
taire au sujet de la stabilité anticéniquo dos Protozoaires en culture in vitro. 
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8.2.1. Taxonomie. 

L'application de l'ar~lyse immunoélectrophorétique à la syst[matique 
des Protistes est encore t~~s limitée. Cette constatation est plutôt surprenante 

eu égard aux possibilités parfois limitées de la caractérisation rnorpholo~ique 

qui rend difficile l'identification des organismes dans certaines branches du 
phylum. 

L'étu~e comparative d'oreanismes au niveau moléculaire, par des 
tecru1iques de précipitation en gel et tout particulièrement l'immuncélectro

phorèse a fourni au cours de ces dernières 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 caractères 
immunochimiques a permis non seulement de caractériser les catér,ories taxonomi

ques mais également de déGacer leurs relations phylétiques. 

Les @frn:s Naegleria et Acanthamoeba rélssemblent des organismes d'une 

remarquable similitude morphologique posant un problème taxonomique difficile 
à résoudre par les seuls caractères morpholo?,iques. 

Nous envisaGeons les parentés antigéniqucs de N. fov'lleri de façon 
hiérarchisée d'abord au sein du e:enre, 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 
envisar:ée d'une façcn moins approfondie. 

8.2.1.1. Groupe-espèce. 

ra définition ae l'es:_Jèce est particulièrement difficile à poser chez 
les Protozoaires. La difficulté à disposer de caractères rnorphol~iques distinc
tifs a conduit parfois à mettre en doute la réalité de l'existence de l'espèce 
dans le phylum en raison de problèmes rnéthodolociques. Sokal (1973) envisage le 
problème actuel de l'espèce comme un problème de définition et de eenèse. Le 

problème de la spéciation est que divers chercheurs ont des conceptions diffé

rentes au sujet de la définition de la catéGorie d'espèce, d'une part pour dès 

raisons historiques et idéologiques, d'autre part parce qu'ils travaillent 
avec un matériel différent. Du po:i.nt de vue strictement scientifique la 

'' ' 
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définition de l'espèce est d'une importance capitale. L'espèce constitue 
l'unité fondamentale de la nomenclature linn0enne, dont l'application dGter
mine la compréhension des relations entre les êtres vivants. Les critères 
taxonomiques classiques souvent en défaillance devraient inciter un plus grand 

nombre d0 chercheurs à s'adrüsser à des caractères nouvea.ux, à condition que 

ceux-ci soient intrinsèqutset objectifs. Les techniques d'analyse moléculaire, 

par leur appréhension directe de l'expression r,énétique, se prêtent particu
lièrement bien à ce but. Crick (1958) a sureéré qu'une taxonomie des protéines 
serait l'expressjon la plus fidèle possible du phénotype. 

Notre but a été d'évaluer à l'aide de l'analyse immunoélectrophoré

tique l'import&~cc des parentés et des spécificités antir,éniques des ~ibes 
libres dans leurs diverses catégories taxonomiques. Le problème de systémati
que le plus ursent est d'éliminer la confusion actuelle due au double emploi 
de plusie~s noms ~énériques et spécifiques. 

Etant donné la stabilité antigénique en culture in vitro des amibes 

libres des genres Nae~leria et Acanthamoeba, ces formes nous ont permis de 

prendre en considération l'analyse taxonomique du groupe espèce. 
Au niveau infrasp~cifique, nes résultats établissent la constance 

immunoélectrophorCtique qualitative des formes de culture de N. fowleri et 
d'A. castellanii. 

L'analyse immunoélectrophorétique comparative de sept souches de 

N. fowleri d'orisine humaine et d'une distribution ~éoGraphiquc différente 
démontre l'isologie complète de leur structure. La mosaïque anti~énique n'est 
donc pas affectée qualitativement par l'oric;ine p;éogr2phique, ni par les moda
lités de leur entretien en labor~toire. 

De plus, cette analyse nous a 6calement permis de démontrer l'isologie 
complète de souches isolées à partir de l'eau et de la bouc d'é~out avec celles 
isolées chez l'homme. Ceci constitue un exemple frappant de la constance anti
génique de l'espèce. La comparaison de populationsisolées à l'état parasitaire 

et à l'état libre en Océanie, en r~érique, en Asie et en Europe démontre leur 
identité irrmunoélectrophorétique. Leur homogénéité 3;énétique est particulière

ment significative si l'en considère la diversité des biotopes ou évoluaient 

'1 
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les org-anismes étudiés; l'isolement fSéor.,raphique qui les sépare et particulière
ment l'absence de pression sélective exercée immunolosiquement par l'hôte sur 

les parasites oblir;~s (Capron et al., 1968). 
L' isolof!ie complete de ces scuches nous a perrnis d'éliminer une 

première confusion de Ejï1onyrrde. En effet, parmi ces souches d'origine hlliT:nine, 
l'une d'elles, la souche HB-1 isolüc par Butt (1966) aux Etats-Unis, a été décrite 

et définie par Sinp:h et Dé:ls (:1970) comme représentant l'espèce N. aeroôia et 
ensui te par Chang ( 1972) comme étnnt N. invades. Cependant, deux mois avant la 
prise de position de Singh, Carter (1970) définit l'espèce N. fowleri comme 
étant l'acent étiologique de la méninge-encéphalite amibienne primitive en 

Australie du Sud. Les caractères morpholoc;iques et biologiques connus de 
N. fowleri, N. aerobia et N. invades cont comparables. 

Ces observations supportées par nos résultats et en tenant compte du 
Code International de la Nomenclature Zooloeique (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 
même titre que les souches australienne par un antisérum anti-N. fowleri 

d'oriGine australienne, préalablc~ent épuisé par N. gruberi; cette méthode 
établit ~galement leur identité (P~derson et al., 1972, 1973). 

L'~tude immunoélectrophorétique comparative de N. fowleri avec la 

souche, IMVS PAa, isolée à partir du sol en Australie, ne nous a pas permis de 
constater une isolo~ie complète avec les souches isolées chez l'harme et dans 
l'environnement. Néa~oins, cette souche possède les mêmes caractères morpholo
~iques, biclociques et sGrolosiquos que N. fowleri d'ori~ine humaine. Cette 
souche se distingue des autres par un composant immunoélectrophorétique ou par 

une partie de cc canposant :i.rrnrunoélectrophorétique. Elle semble avoir en moins, 

un canposa.nt présent chez N. fowleri. Néarnnoins, un hyperimrrnmsérum anti-Dt1VS
PAa absorbé par un extrait deN. fowleri d'ori~ine hurraine montre une isolocie 
complète. Cette souche appartient-elle à l'espèce N. fowleri, est-elle un variant 

de l'espèce N. fowleri ou est-elle un organisme intermédiaire ne se distinguant 

que par un seul arc de précipitation d'obse~;ation constante ? Nous pensons qu'il 

est encore prématuré de prendre une position définitive à cet é0ard. Ce résultat 
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devrait être confi.~é par l'analyse immunoélectrophorétique d'une autre souche 

d'un comportement analogue ainsi que par d'autres études approfondies (études 
enzymatiques, dosage de l'ADN, etc). 

A propos de la constance antigénique de l'espèce une situation ana

lo~e est également rencontrée au sein du genre Acanthamoeba. L'espèce 

A. cast2llanii, la plus connue et la plus répe~ue des amibes libres confirme 

nos observations acquises chez N. fowleri. 
L'analyse immunoélectrophorétiquc comparative de quatre souches 

(Acantrarnoeba sp. Neff, A. castellanii souche Hutner, A. castellnnii souche 1930 

et A. terricola)çartageant une morphologie identique nous a permis de constater 

une isolosie complète de leur mosaïque immunoélectrophoréti~le. Il s'ensuit 

que Acanthamoeb~ sp. Neff, et A. terricola deviennent synonymes d'A. castellanii. 
Du point de vue morphologique, P8~e (1967) suggère également 

qu'Acanthnmoeba sp. Neff est une souche de A. castellanii et conclut de la 
description d' A. terricola (Pussard, 1964) que celle-ci ressemble égalemGnt à 

A. castellanii (Page, in litt., 1974). D'ailleurs Pussnrd (communication 

personnelle) considère que ces deux souches sont très semblables, sinon identi-
ques. 

Les travaux d'Adam et Blewett (1973, 1974) démontrent égalerent une 
homogénéité parmi plusieurs souches d'A. castellanii. Parmi sept souches 
étudiées ils observent une consta11ce dans la propc.rtion de 1 'ADN nucléaire 

(61% G, C) et l'ADN Initochondriale (34% G, C). De plus, ils obtiennent un 
haut pourcentage d'hybridation de l'ADN (95 à 100% d'ADN Qccouplé) chez ces 
souches supposées être A. castellanii. 

I.e Ray (Le Ray et al., 1971; Le Ray, 1974) en étudiant les 
Trypancsoma.tidae, cc:rnpare trois souches de T. b. brucei isolées en Afrique à 

partir d'hôtes vertébrés distincts. L'analyse immunoélectrophorétique qualita

tive des formes de culture de ces souches démontre l'isologie complète de 
leur structure. Chez T. cruzi, l'existence de différences antigérriques entre 
souches en culture a été décrite (~ussenzweig et al., 1963; Nussenzw0ig et 

Goble, 1966; Gonzalez Cappa et Kagan, 1969) . N62.11ITloins, Afchain (Afchain et al. , 

1974) vient de mettre en évidence dans des conditions t8chniques normalisées, 

.,. 
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l'isologie complète de trois souches de T. cruzi d'origine géographique et 
parasitaire distincte. 

En conclusion, les rÉsultats actuellement acquis à propos des 
Amibes et des Flagell6s (Le Ray, 1974; Afchain et al.,1974) permettent 

de constater une constance de la strJcture immunoélectrophorétique exprimée 
par des organismes d'une même espèce évoluant dans des conditions écologiques 

variées. 

Chez un organisme se différenciant d'un autre organisrnepar un 
seul composant immunoélectrophorétique, il est à prendre en considération 
la valeur taxonomique de l'enal,yse irrmunoélectrophcrétiquopour distinguer 

des fornes infraspécifiques d'une espèce. L'analyse immunoélectrophorétique 
bidimentionnelle est peut être capable de nous apporter des renseignements 

supplémentaires dans des situations analogues.Nous per~ons qu'il faut 
être prudent quant à l'interprétation de cette observation en prenant en 
considération la ressemblance morphologiqu~ et biologique de ces deux 
organismes • 

8.2.1.2. Groupe-genre 

Le genre Naegleria, connu jusqu'à ces dernières 2!1I1ées par la 
seule espèce N .. n.;ruberi, rassemble des orgnnismes morphologiquement similaires 
dent les caractères biologiques dénotent cependant une plus grande hétéro

généité (Carter,1972; Griffin, 1972; Willaert et Le Ray, 1973 et Chnng,1974). 

L'analyse immunoélectrophorétique du genre Nnegleria met en 

évidence de profondes divergences antiféniques sous-jacentes au conservatisme 
des caractères morpholoeiques. 

L'nnalyse irrrnunoélcctrophorétique nous a perrris d'établir indiscu
tablement l'indépendance cénétique deN. fowleri, deN. jadini et de 

N. gruberi au sein du cenre NneŒ,leria. Ces différences ne paraissent pas attri
buables à une variabilité infraspécifiqucéornme nous venons de le voir 
(8.2,t.1.) et peuvent être considérées comme l'eXDression de profondes 
différences 8énétiques. 



- 202 -

N.Jadini, espèce nouvelle (Will~ert et Le Ray, 1973) se distingue 
de N.gruberi ccmrne de N.fowleri par les deux-tiers de ses composants antigé

r~ques. Cette difference accusée entre espèces voisines de Protozoaires libres 
témoi.r;ne d'un potentiel évolutif marqut2 de la p?.rt du c;roupe. Cette 

diversification est d'autant plus frappante qu2 les espèces de Naegleria sont 
morphologiquement tr8s semblables entre elles. 

N.jadini possède en propre que le quart de ses composants anti8é

niques révélés. Les autres composants sont engacés dans les parentés 

l'unissant soit à N.r,ruberi, scit à N.fowleri. De plus, N.jadini occupe une 
place intermédiaire sur l'axe évolutif reliant N.gruberi à N.fowleri. 

Le genre No.egleria renferme d'autres espèces distinctes • L'analyse 

inm.moélectrophorétique met en évidence chez les souches "A" et " PPr'IFB" 

une diff6rence antigénique concernant le tiers des composants imrr.unoélectropho
rétiques de N.fowleri, et la moitié environ des composants de N. gruberi 
et de N.jadini. Par contre, les parentés entre Naegleria sp. A et Nae~leria sp. 

PPMFB concernent la presque totalité de leur mosaïque antigénique. J'.his 

une distinction a été ~ise en évidence à l'aide d'un hyperimmunsérum de 
chaque espèce. Ces deux org8nismes apparteTh~t au genre Naegleria peuvent 
ëtre ccnsidérés comme espèces nouvelles du point de vue immunochimique. 
Il serait néanmoins préférable de confirmer ces ccnstatations à l'aide 
de plusieurs hyperinmuns6rurns, ainsi que par des caractères morphologiques 
et biclogiques. 

Au sein du ~enre Nn.egleria, nous distinguons au moins cinq espèces 
dont les parentés ainsi que leurs S?écificités anticéniques sent importantes 
mise à part celles partar;ées par les souches "A" et "PPMPB". Ces nouvelles 
espèces semblent être intermédiaires entre N.fowleri et N.~beri. Néanmoins, 
les trois espèces actuellement reconnues au sein du eonre se distinGuent par 

les de~~ tiers de leurs composants immuno6lectrophorétiques. Leur divergence 
antigénique importante trnduit une dérive génétique insoupçonnable suivnnt 
les caractères conventionnels. Il apparaît donc que les espèces d'~~ même 
genre se caractérisent par des spécificités immunoélectrophorétiqttes con

stantes et parfois importantes, même lorsque ces espèces sont morphologi
quement homogènes. 
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Au sein de la famille des Vahlkampfiidae, l~s parentGs anti~éniques 
observfes, partarées par les es~èces du genre t~aeeleria, avec Tetrarnitus 
rostratus et Vahlkampfia avara sont du même ordre. Ces parentés sont déjà 

très réduites quand on considère les parentés observ~es au sein de la 

famille des Trypanosomtidae (ID Ray, 1974). Néanmoins, vu la très grande 
divergence antigénique observée au sein du genre Naeclcria, ces parentés 
entre genres diff.::;rents d'une même famille ne sont pas négligeables. 

Au ruveau des ccmpcsants antigéniques accessibles à l'analyse 

immunoélectrophorétique une disparité antieénique fm?ort&~te, presque 
totale s'observe entre les différentes espèces du scnre Naegleria 
étudiées et les eenres Tetramitus et Vahlkampfia. 

N.~beri, l'espèce la plus anciennement connue de ce genre 
partage le plus grand nombre de composants immunoélectrophorétiques aussi 

bien avec l'amoebo-flaeellate T.rostratus qu'avec l'espèce y.avara,laquelle 
ne semble pas présenter un stade fl~ellé au cours de son fvolution. Néanmoins, 
l'absence d'un stade flagellé chez Vnhlkampfia ne semble pas constituer un 
fait acquis. Pase (in litt.,1974) soupçonne, que sous certaines conditions, 

il serait possible d'induire la phase flaGellée chez certaines espèces 

appwrtenant au genre Vahlk~pfia.D'ailleurs, Sinph (1952) en créant l'espèce 
Didascalus thot~toni constate qu'elle ressemble fort à V.soli (Martin et 
Lewin, 1914). Leur division nucléaire est identique (absence de corps inter

zonaux) et un stade flacellé temDoraire est difficile à mettre en évidence, 
conme nous avons pu le constater.Seule la rrise en évidence de ce stade 

f~ellé a incité Singh (1952) a créer le ~enre Didascalus et y inclure 
N.fowleri (Sinch, 1974) en se basant sur l'observation de Carter (1968), 
à savoir la prfsence d'une manière inconstante des corps interzonaux 
durant la mitose de N.fowleri. Pourt?J1t SinGh et Das (1970) mettent en 
évidence d'une manière constante la présence de corps interzonaux durant 
la mitose deN. aerobia (N. fowleri). 

I.e degré d 'isoloc;ie antigénique exprimé par Nae7zleria au niveau 
de la famille des Vahl~fiidae est en accord avec la diversification anti
gfnique observée au sein du e;enre Naer:leria. Ce c'lec;ré d'isoloe;ie semble être 
en accord avec la classification de Pnr,e (1967). 

·, 
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L' Gtude que nous avons corrmcncé au sein du e;er.re Acantlnmoeba 
nous a~prcrrJ qu'il existe diverses espèces Qnti~Cniqucment bien déterminées 
qui diffèrent l'une de l'autre. Mais il nous semble encore prématuré d'envisa

cer des conclusions définitives au sujet de ce e;enre. En effet, ce genre 

renf·2rmc un ncmhre d'espèces décrites plus importantes que celui Gtudié dans 

ce travail. Néanmoins, les 8bscrvations que nous avons faites apportent des 

confirmations ou des fai ta nouveaux au sujet de; ce c;enre. 

Parmi les esrkces 8tudiées à l'aide de l'analyse immunoélectrophoréti
que une divergence anticGnique nette s'observe entre A.culbcrtsoni, 

A.castellanii~ A.palestinensis et A. astronyxis. 

D'autre part, il semble se constituer un groupe de plusieurs 

espèces, antir,éniquement très apparentées mais nGanmoins distinctes. 
Ce groupe fait d'aillc;urs l'objet d'une discussion basée sur les critères 

morpholor.;iques à propos de leur séparation. Ce e:,roupe est constitué par 

A. castellanii, A.polyph".l.["a et A.rhysodes; morpholosiquement très homogène, 

les espèces sont difficilement identifiables par les seuls caractères 
morphologiques. Néanmoins elles se différencient par trois à quatre composants 
irnmunoGlectrophorétiques. Ces différences ne paraissent être attribuables 
à une variabilité anti~énique infraspécifique. Nous avons déjà démontré 
l'identité immunostructurelle de quatre souches appartenru1t à l'espèce 

A.castellmrii. 

Les parentés antigGniqut=s part::1gées par A.castella.nii, A.polyphap;a 

et A.rhysodes sont très importantes et concernent plus des quatre c~nç~~Èmes 
de la structure antigénique totale d'A.castellanii. Ces observations restent 

encore à confirmer à 1 'aide d 'hyperimnunsGrums an ti -A. polypms-'1 et anti-

A. rhys odes • 

A ce sujet, il convient de rappeler les travaux de Adam (1964,1973), 
qui à l'aide d'un test d'immobilisation et par l'hybridation de DNA 
constate l'identité de A.castell~i avec A.rhysodcs et Acanthamocba sp. Neff 

et une différence avec A.polyphaf.a. Pa~e (1967, in litt.,1974) défend 

écalemcnt cette position du point de vue morphologique et ajoute que la 
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différenciation d'espèces au sein du ~enre Acanthnmceba est extrèmement 
difficile. Il c0nstate même que certaines souches d'A.polyphaf,a, mor.trant 
une morpholoGie assez variable, sont plus semblables à A.castellŒnii. 

Pussard (1964) de son côté d8crivit A.terricola, nouvelle espèce 
dont nous venons de démontrer l'identité avec A.castellanii. Il existe donc 
au sein du genre Acanthzmoeb~ des espèces bien distinctes d'une part et 
d'autre part des grcupes dent les espèces sont étroitement liées. 

Parmi ces espèces bien distinctes, il se trouve A.palestinensis, 

décrit orieinalement comme étant Mayorella ?nlestinensis (Reich, 1933). 
Cette ncmenclature, toujours employée (Iassrr.an, 1963,1973 et I.assman et 
Reich, 1965) devrait être éliminée dans la taxonomie noderne puisque les 
caractères morphologiques et immunostructurels ont apportés des preuves 

indiscutables de l'appartenance de cette espèce au eenre Acanthamoeha. 
Pnge (in litt.,1974) inclut dans un même f.rOU~e A.culbertsoni et 

A.palestinensis en se basant sur leurs caractères morJholociques. NGanmoins, 
leurs caractères immunoélectrophcr6tiques plaident pour une indépendance 

absolue de ces deux espèces. A.culbertsoni se différencie par les deux 

cinquièmes de sa structure é'.ntigénique è 1 A.palestinensis.Jûnsi, nous ne 

vey ons aucune raison d'inclure ces deux espèces clans un p:roure, conme nous 
l'avons fait pour A.castellanii - A.polypha,c-,a - A.rhysodes, lesquelles 
montrent une structure immunoélectrophorétique particulièrement proche, mais 
néanmoins distincte. 

A.castellanii et A:culhertsoni se distinc~ent d'A.astronyxis par un 
peu moins que la moitié (}e leurs structures :i.rrm.mcélectrophorétiques. Cette 
espèce se différencie facilement, par ses caractères morpholor,iques, des 
autres espèces étudiées. A.cBmandoni (Pussard,1964) ressemble très fcrt à 

cette espèce et en est probablement un synonyme ou fait partie d'un c;roupe 
A.astronyxis - A.c~nk~doni (Pussard,1972) selon leurs caractères morphologiques 
semblables. Paee (in litt.,1974) est é~alement de cet avis. Malheureusemen~, 
nous n'avons pas encore pu étudier du point de vue antigénique les structures 
de ces deux espèces pour des raisons techniques de culture. 
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Au niveau des c~~osants antigéniques accessiblesà l'analyse 
immunoélectrophorétique une disparité antigénique importante, et même totale 
s'observe entre les genres Acanthamoeba et Itartmannella. Ces deux genres 
appartiennent à la même famille, celle des Hartmannellidae dont le genre 

I1artmannella est le senre-type. Ces deux genres distincts, à notre avis, 

sont mis en synor~e par Sinr.)1 (1952) et Sinr~ et Das (1970) à cause de 
l'identité de leurs caractères mitotiques. Déjà un nombre importants de 
caractères morphologiquGs plaident en faveur de la séparation de ces deux 
genres. Nos observations soutiennent cette séparation et semblent même 

soulever la question de l'appartenance de ces deux genres à la ~me 

famille. Selon nos résultats, le deEré d'isologie antigénique exprimé par 
Acanthnmoeba au niveau de la famille des Hartmannellidae ne corr•espond 
absolument pas avec sa situation taxonomique actuelle. En effet, les 
parentés anticéniques observées en ce qui concerne le genre ~canthamoeba et 

certains genres appartenant à une autre f2mille sont plus imp0rtantes que les 

parentés observées entre Acanthamoeba et Hartmannella. Nénnmoins il est encore 

prématuré de considérer éventuellement à dégager le genre Acanthamoeba de 
la famille des f.k~tmannellidae comme l'a sugGéré AdGm (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 caractères valides. 

En conclusion, l'analyse immunoélectrophorétique appliquée au 
groupe-genre s'avère particulièrement informatrice. Des informations 
acquises pas nos travaux èt comparées aux résultats des enquêtes menées chez 

les Vertébr€s et chez les Helminthes(Capron et al., 1968; Capron et Afchain, 
1970; Capron et al.,1972) il s'ensuit que l'analyse immunoélectrophorétique 
se présente comme une méthode de choix pour la campnraison d'espèces d'a~bes 
appartenant à un même genre, parfois à une même fa'1lille. 

Les Naeçleria et Acnnth~oeba constituent des genres dont les 
espèces s8nt remarquablement homogène du point d0 vue morphologique. Cette 

homogénéité et la diversité ainsi témoignées ne permettent pas d'envisager 
favorablement une analyse objective de la phylogenèse des genres Naegleria 
et Acanth~eba au sein de leurs femilles respectives. 

1 

:j 
! 
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8.2.1.3. Parentés suprafnrniliales. 

L' appnrentomont antir;énique au ni veau dt? 1 'ordre des Amoebidn. 
a été évalué par confrontation des genres Nae~leria et Acanth~oeba aux 

fa~lles des Vnblknmpfiidae, HartMannellidae et Entamoebidae. Ensuite ces 
deux genres ont été conircntés au niveau de la classe des Flagellés à la 

famille des Trypancsomatidne et à deux Phytofla(1'ellés appartenant à des 

ordres distincts, 1 'euglénien EuP:lcnn et la Chrysomcn:'"l.dine Manas • En 

dernier lieu, nous avons confronté Nae~leria et Acanthamoeba avec un 
représentant de la classe des Ciliata : Tctrahymena pyriformis. 

1. Parentés suprafarniliales du cenre Naegleria. 

Les parentés unissant le cenre Naecleria à la famille des 
fkLrtmannelli~~e, représentée par Acanthamocba et Hartmannella, sont 
réduites. Les relations anticéniqu~s entre Naezleria et Acanthamoeba 

sont les plus importantes rencontrées au niveau suprafamiliales. Elles 

concernent un à trois composants immunoélectrophorétiques partaeés en 

particulier entre les espèces du genre Nae~leria et A.castellanii et 
A.culbertsoni. Leur présence paraît significative bien qu'ils ne dét2rminent 
pas régulièrement l'élaboration d'anticorps précipitants de toutes les 
souches au cours de l'hyperimnunisation. Les anti~ènes en question n'ont pas 

le caractère floculant des polysaccharides ubiquistes du type de la 

substance C. Ceci rend peu vraisemblable l'attribution à des parentés de 
hasard et SU!?e;ère leur valeur phylétique. 

Les relations ~~tiGéniqucs entre Naecleria et Hartmannella sont 
né~lieéables; seul un composant jnmmlnoélectrophorétique est mis en évidence 
entre N.fowleri et H.vermiformis. Les autres réactions croisées, avec d'autres 

espèce3 du genre NaeEleria étant nulles. 
L'apparentement antigénique des Naep:leria à E.histolytica, seul 

représentant de la famille des Entamoebidae que nous avGns étudié, se traduit 
par la présence d'un seul corrposant imnunoélectrophorétique entre N.jadini, 

N.fowleri ct E.histolytica. Ces réactions croisées mises en évidence par les 

hyperimmunsérums anti-Nacglcria ne se sont pns montrées reproductibles à 
l'aide d'un hyperimmunsérum anti-E.histolytica. 



- 208 -

En conclusion, les relations antig8niques entre Naegleria et 
Entarnoeba ne sont pas très significatives rmis ne peuvent être attribuées 

complètement à des parentés de hasard, en prenant en considGratio~ la très 
grande divergence antigénique existant déjà entre différentes espèces 
appartenant à un mêQe genre. De ce fait, leur présence peut être pris en 

considération et supJ?,ère alors une valeur phylétique. 

Au ni veau taxonanique supérieur, 1 'aœ.lyse imnunoélectrophorétique 
ne met pas en évidence de parentés entre les Trypanosomidae et Naegleria, 

comparés à l'aide de leurs hyperimrnunsérums respectifs : N.fowleri en 
particulier ne partage pas de carrçosants immunoélectrophorétiques avec 

T.brucei brucei , T.brucei p:ambierse , T.cruzi et L.donovani. Un hyperinm.m

sérum anti-T.cruzi a permis de mettre en évicence un composant antigénique 
vis-à-vis de N.fowleri. Néanmoins, cette constatation ne s'est pas montrée 
reproductible à l'aide d'autres hyperimmunsérums anti-T.cruzi. Cette 

parenté peut être attribué à une parenté de hasard. 

L'analyse immunoélectrophorétique d'un extrait d'Euglena gr~cilis 
(forme chlorophylienne) par les hyperinrnunsérums anti-N. fo\'lleri et an ti-

N. j adini n'a pas permis de révéler une parenté antir:énique. 
L'examen d'un orga..."'lisme aplastidié, Monas sp. à 1 'aide d'un 

hyperimmunsérum anti-N.fowleri met en évidence la présence d'un composant 
antigénique. 

A un niveau taxonomique supérieur à la classe, l'an:'llyse ~no
électrophorétique ne met pas en évidence de parentés entre les amoebo
flagellatcs Naegleria et le cilié Tetrahymena pyriforrnis. 

2. Parentés suprafamiliales du genre Acanthamoeba. 

Les parentés unissant le genre Acanthamoeba à Naegleri<=~. sont très 
réduites et concernent en moyenne moins d'un composant antigénique. Ces 
parentés concernent un à deux composants antigéniques spécifiquement partagés 
~ar quelques espèces , mais irrégulièrement reconnus par les lapins. 
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Les parentés arxigéniques entre le genre ~canthamoeba et Tetramitus 
sont inexistantes. Dans la même famille que ~etrarnitus, le genre Vahlkampfia 

se montre plus apparenté à Acanthamoeba, par un à deux composants irrmmo
électrophorétiques. Ces parentés révélées se montrent plus importantes 
que celles observées entre Acanthamoeba et Hartmnnella, appartenant à une 
même famille . Cette observation est un argument en faveur au sujet de 
l'appartenance du genre Acanthamoeba à la famille des Hnrtmannellidae. 

Aucune parenté entre Acanthamoeba et Entamoeba n'a été observée à 

l'aide des hyperimmunsérums anti-~cant~~oeba. A l'aide d'un hyperimmunsérum 
anti-E.histolytica une parenté se traduisant pnr un composant inmunoélectro
phorétique entre E.histolytica et A.astronyxis est mis en évidence. 

Au niveau taxonomique supérieur, l'analyse immunoélectrophorétique 

ne met pas en évidence de parentés entre les Trypanosomidae et Acanthamoeba, 
comparés à l'aide de leurs hyperimmunsérums respectifs. Les Acanthamoeba 
ne partagent pas de composants immunoélectrophorétiques avec T.brucei brucei 
T.brucei gambiense, T.cruzi et L.donovani. 

L'analyse immunoélectrophorétique d'un extrait d'Euglena gracilis 

par les hyperi~nsérums anti-A.castellanii et anti-A.culbertsoni n'a pas 

pe~s de révéler un apparentement irnmunoélectrophorétique. 
Les relations antigéniques entre Acanthamoeba et Monas sp. sont 

relativement importantes et concernent un à deux composants immunoélectro
phorétiques. Néanmoins, ces relations sont difficiles à expliquer. 

Au niveau taxonomique supérieur à la classe, l'analyse immuno
électrophorétiquc ne permet pas de mettre en évidence une parenté antigénique 
entre Acanthqmoeba et le cilié Tetrahymena pyriformis. 

Il convient ici de rappeler les travaux de Sen, Mukerjee et Ray 

(1961) qui, les premiers, à l'aide d'un antisérum anti-E.histolytica 
objectivant trois arcs de précipitation en immunodiffusion en réaction 

homoloe;ue, n'observent pas de réaction croisée avec N.gruberi, S.russelli et 
E.moshkovski. De plus, Siddiqui et Balann.lth (1966) et Ba.lamuth et Kawama.ki 

( 1967) constatent qu'aucune parenté antigénique n'existe entre les amibes 

,. 
l·, 
1 
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para~ites (~.histo}.ytica, E.invad_ens et E. moshkovski), les amibes libres 

(Naer~~eri~ et Tetramitus) et les HartiTannella. 

Il e~dste donc un apparentement antigénique apparemment plus 

important entre genres appartenant à différentes faïrl.lles au sein de 1 'odre 

dec. Amoeb~.da qu'entre les genres Naegleria et Acanthamoeba et les Flagellés 

et Cill6r,. L1inte:!:'pré:ation de ces observations doit être abordé néarmoins avec 

pr..1der1ce. Sous rése:"'Ve d'une investigation plus large, ces parentés nous 

Pffi"'ai8se!1t toutefois sigr.ificati ves. D 1 une part, elles démontrent 1' exis-

tru1ce chez lca Amoebida, d'un apparentement antigénique accessible à 

l'ar3lyse irnnunùélectrophorétique au niveau de l'ordre. D'autre part, 

2llH' mette~1t en évidence, au niveau taxonomique supérieur, une disparité 

gé~ l;::'a:_e:ment presque tota::.e entre les Amoebida, les Flagellés et les Ciliés. 

L' indéper,dance a"l.tigénique des .Amoebida vis-à -vis des Flagellés, 

Ci.1 pardct,l:l.er avec les Trypanosomatidae est intéressante à considérer. 

Le gsrh··e ~:;.e~-~~_Eia rassemble des organismes passant par un stade flagellé 

an cou~s d8 :ew· cycle. Cer·tains 1 'insèrent dans un ordre de position 

t~L~r:numiquc cr;m~rovcrsée, les Rhizomastigida Doflein, placé "for conv .enience" 

pa::·.ni J.t:.:, f::.nge llés ( Comni ttee on Taxonorey, 1964) . L'indépendance antigénique 

de ~!_9-~~~t::~-~~ et de'3 ~rpanosomatidae d'une IXlrt, 1 'apparentement des 

I.Lns;~:lJn ju~:c~L, 'au rang de la classe d'autre part (Le fuy, 1974), ne 

j'....tftif:tcnt p::::.::-; le rappl'.)Chem::mt de ces amoeboflagellntes : Naegleria et 

::r_c~~?.1!~"iJ:.~>- avec les :'la~ellés. L: existence de pm"entés irmnmoélectrophoré

ti-iu2r; entre I'_:!~<:_f."~.~:r:.LB:, Jet:z:amitus et Vahlkê.rnpfia, passantou non pnr un 

~~~e rlagell5 et plusieurs familles de Snrcodina : Hartmannellidae, 

Rlt&:nocbidc:..e démontre 1 'aprar·tenence du genre Naegleria à 1 'ordre des 

.!urloeb:tda. 

Dan:J le phylu1l de~ Protozoair-es, les parentés antigéniques des 

An1ocbida avec lc.;s taxa ~mpérieur sont peu marquées ou inexistantes. Les 

Amoel>i.d3. SG ll!llltr.;mt entigéniquem:!nt indépendants des Flagellés libres et 

p.:w_·a.siten. L'apparontement :iJr:nunostructurel entre Flagellés et amibes 

e;ax·.:lc!:;5risé pa~ D,.zyer ( 197 4) ne permet cependant pas d'affirmer 1 'autonc:rnie 

ancj gé1ti.que de ces deux superc.lasses. 
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8.2.2. Phylogenèse. 

Malgré les résultats obtenus actuellement concernant les six genres 
appartenant à trois familles différentes, il paraît encore précoce et délicat 

d'aborder la phylogenèse. 
Néanrnoins, au sein du genre Nacgleria, les espèces étudiées 

peuvent être placées sur un axe évolutif, suivant l'importance des parentés 
observées sans que l'on puisse indiquer sa direction. Aux deux extrémités 
de l'axe on trouvera N.gruberi et N.fowleri , les autres espèces étant 

intermédiaires (Fig. 98). 
Dans cette figure nous avons inscrit dans un cercle les eroupes 

antigéniquement homogènes. Ces groupes sont reliés par un nombre de traits 
correspondant à celui des antigènes apparentés. Les caractères morphologiques 
et imrnunochimiques su~gèrent de placer dnns un même complexe Naegleria, 

Tetramitus et Vahlkampfia, représenté par un cercle marqué par des traits 

interrompus. 
Nous avons pu constater é~alement que les parentés observées entre 

les amoebo-flaeellates Nae~leria et Tetramitus sont les plus importantes 
observées entre genres différents. Ces parentés, trop faibles pour envisager 

l'appartenance de T.rostratus au genre Naegleria, suffisent néanmoins pour 

les grouper dans une même famille. Il en est de même pour V.avara. Il semble 

que l'on ne soit pas autorisé à envisager une seule famille constituée 
d'amoebo-fl~ellates ainsi que Kudo (1956) l'a précisé. 

Au sein de la famille des Vahlkarnpfiidae un apparer.tement 
antie;énique représentatif semble faire jour, cependant qu'au sein de la 

famille des Hartrnar~ellidae les parent8s entre les deux genres étudiés 
sont à peine exprimres. 

Nous pensons qu'une opinion définitive concernant les relations 
au niveau des différentes familles, ccmne nous 1 'envisageons, semble pré
maturé. Plusieurs genres et espèces représentant ces familles doivent 

encore être étudiées avant d'~border leur position phylogénique. 
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8.3. Immunofluorescence indirecte • 

L'analyse immunoélectrophorftique dG protéines hydrosolubles 
extraites de souches de Naegleria eH'Acanthamoeba nous a permis d'identifier 

et de séparer les différentes espèces appartenant à ces genres. Néanmoins, 
cette méthode est fastidieuse et requiert la culture massive axénique des 
organismes a étudier. Cette m6thcde ne peut être reccrnmandée comme analyse 

de routine dans un laboratoire. Pour cette raison nous avons essayé de 

mettre au point l'identification de ces organismes à l'aide de techniques 
immunologiques simples et sensibles tel que l'immunofluorescence indirecte. 

Pour parvenir à ce but nous avons eu recours à des immunsérums 
d'un pouvoir discriminatif élevé et fidèle. Nous avions constaté que les 
immunisations classiques avec un broyat, un lysat ou les cellules entières 

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 élevé et 
fidèle des immunsérums expérimentaux prélevés les premiers jours suivant· 
l'immunisation et appliqués en réaction d'immunofluorescense à ces unicellu
laires parasites ou libres d'apparence identique mais dont les spécificités 

antigéniques avaient été révélées par l'~yse immunoélectrophorétique. 

(Le Ray et al.,1973; Willaert et Le Ray, 1973 et Willaert, 1974). 

Le principe de l'immunogénicité privilégiée des constituants les 
Plus spécifiques de l'organisme ouvre des perspectives neuves et passionantes 
aux investigations taxonomiques, diagnostiques, écologiques et épidémiolo

giques en particulier lorsque celles-ci ont à considérer un complexe de 

Protozoaires morphologiquement peu ou non différenciés. L'obtention 

d'immunsérums d'une haute spécificité vis-à-vis d'une série d'organismes de 
référence et le recours à des techniques immunologiques simples et sensibles 
telle l'imrnunofluorescence indirecte, rend possible la détermination 
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immédiate de la nzture et de la composition de populations sauv~es sans 
n@cessiter leur maintien préalable en laboratoire. Cette approche préserve 

l'intérêt fondamental de l'analyse inmmoélectrophoré§tique dans le contrôle 

préalable cu subséquent de la spécificité des organismes ainsi distingués. 

L'étude par l'immunofluorescence indirecte nous a permis de 
confirmer les résultats obtenus par l'annlyse immunoélectrcphorétique du 
genre Nae$leria et du genre Acanthamoeba. 

Les résultats obtenus permettent de confirmer, une fois de plus, 

l'homo~énéité observée chez N.fowleri, ainsi que la distinction respective 
des espèces appartenant aux genres Naezleria et Acanthamoeba à l'aide 
d'immunsérunm employés au taux spécifiques. 

L'individualité de Nae~leria sp. A est éealement mise en évidence 
par un antisérum spécifique et confirmé en réaction hétérologue. Une absence 

totale de parentés sérologiques entre les diff~rents genres est observée, 

ce qui plaide en faveur de cette analyse concernant l'identification 
rapide des organismes considérés. 

Ceci confirme les travaux de Cervà ( 1973) qui a observé, grâce à 

l'immunofluorescence indirecte, des réactions croisées entre des souches 

pathogènes du genre Naegleria et établi l'absence de parentés sérologiques 
de celui-ci avec le genre Acanthamoeba. Van Dijck et al. (1974) identifient 
N.fowleri dans un nouveau cas de méninge-encéphalite amibienne primitive 
en Belgique et établissent une distinction sérologique avec N.gruberi. 
Néanmoins, ces mêmes auteurs (De Jonckheere et al., 1974) ne parviennent pas 
à distinguer des espèces interm[ùiaires entre N.fowleri et N.gruberi. 

Nous avons pu identifier en immunoflucrescence indirecte (Willaert 
et al.,1974) quelques espèces, appartenant au eenre Naeçleria et au genre 
Acanthamoeba, isolées au laboratoire au cours de nos recherches. 

L'identification par l'immunofluorescence indirecte de Naegleria 

et d'Acanthamoeba peut être facilement effectuée sur des populations hétéro
gènes à partir de cultures sur agar-bactéries et ainsi fournir rapidement 
un diagnostic cu une identification. 
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De plus à l'aide d'antisérums au taux spécifiques, il est possible 
de rechercher les amibes dans des coupes histologiques de cas de méninge
encéphalite amibienne prirritive et d'identifier ainsi dans des cas rétro

spectifs l'agent étiologique comme Stamm (1974) l'a précisé. 
Trois cas bele;es et un cas de Virginie ont été confirmés par 1' :imnuno

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 été mis en 
évidence par l'immunofluorescence indirecte et l'amibe responsable a été 

identifié comme appartenant au groupe d'A. castellanii. 

L'immunofluorcsccnce indirecte à l'aide d'immunsérums employés au 
taux spécifiques nous permet d'identifier rapidement les différentes espèces 
d'amibes libres. Mais des études complémentaires doivent être entrepr•ises 
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 espèces, mais seml l'inoculation à l'animal permettra de démontrer 
la pathogénicité. 

8.4. Morphologie et biologie de N. jadini. 

8.4.1. Caractères morphologiques. 

Microscopie photonique. 

L'homogénéité morphologique du genre Naegleria rend délicate la dis
tinction de ses espèces constitutives. Trois caractères accessibles à la 
microscopie photonique sont actuellement proposés comme responsables d'une 
différence spécifique, à savoir : 

a) la présence de corps interzonaux pendant la division nucléaire; 
b) la dimension des kystes, 
c) 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 été observée chez 

N. gruberi par Rafalko (1947) et chez N. aerobia (synonyme junior de N.fowleri) 
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par Singh et Das (1970). Ce dernier crée le genre Didascalus en le distinguant 
du genre Naegleria par l'absence de ces fonlli~tions. Carter (1970) n'a pu retrou
ver ces corps interzonaux chez N. fowleri. Nous-même avons pu les mettre en 

évidence, de manière régulière chez N. jadini (Das et al., 1974). Néanmoins 
la révélation de ces structures parait dépendre des procédés de fixation et 
de coloration. Pittam (1963), Page (1967) et Carter (1970) considèrent 
1' existence de ces corps interzonaux conme trop inconstante pour pouvoir servir 

de moyen d'identification. Il s'ensuit que la définition du genre Didascalus, 

sur la base de ce seul caractère serait insuffisante. 

La dimension des kystes se montre très variable au sein d'une même 
espèce. 

Chez N. gruberi, Schardinger (1899) observe des valeurs assez constan
tes, de 14 à 16 microns. Pnge (1967) étudie plusieurs souches dont les dia

mètres vont de 9,9 microns à 14,3 microns. Fulton (1970) relève des diamètres 
de 8 à18 microns. 

Chez N. fowleri, les diamètres des kystes sont en moyenne de 9 microns 
(Carter, 1970), de 10 microns (Durna. et al., 1971) ou très variables (Sing.~ 

et Das, 1970). 
Nos observations, portant sur trois espèces, suggèrent d'attribuer 

cette variabilité à l'influence prépondérante des conditions de culture sur 
la taille.des trophozoites ct, par voie de conséquence, sur les dimensions des 
kystes qui en résultent. Pour être significatives, les études biométriques 
comparatives doivent être menées dans des conditions de culture rigoureusement 

identiques, ainsi que l'a précédemment souligné Saygi (1971). 
Le dernier caractère morphologique proposé, et le plus significati~ 

à notre avis, est l'observation constante d'un ou de plusieurs pores dans les 

kystes deN. gruberi (Schardingcr, 1899; Page, 1967), pendant que chez 
N. fowleri et N. jadini ces structures ne sont mises en évidence en microsco

pie photonique. Chez ces espèces le dékystement semble se faire par développe
ment d'une vacuole interne provoqun.nt, après gonflement, la rupture de la 
paroi kystique. Chez N. fowleri néanmoins des structures ressemblant à des 

pores ont été parfois décrites (Culbertson, 1971; Saygi, 1971; Duma, 1971). 
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En conclusion, la présence de pores évidents dans la paroi kystique 
de N. gruberi, permet semble-t-il de distinguer cette espèce de N. jadini et 

de N. fowleri. 
Il convient de souligner cependant qu'à eux seuls les caractères 

morphologiques, du moins ceux que l'on observe 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. gF~beri, seulement des mitochondries 
ovalaires et cylindriques sont rencontrées tandis que chez N. jadini et 
N. fowleri on cbserve des mitochondries en forme d'haltère et en forme 
d'anneau. Carter (1970) et Lastovica (communication personnelle) observent 
également cette différence ultrastructurale entre N. gruberi et N. fowleri. 
Un appareil de Golgi n'a pas encore été clairement observé chez aucune des 
espèces de Naegleria (Vickerman, 1962; Schuster, 1963; Martinez, 1971 et Carosi, 

1974). 
Des structures ressemblantes à des virus ou ''Virus-like particles" 

ont été observées chez N. gruberi (Schuster et D~ebacke, 1969, 1974; 
Stevens, communication personnelle) et chez N. fowleri (Maitra et al., 1974; 
Lastovica, 1974 et Stevens, communication personnelle). Nous avons pu 
observer des structures semblables chez N. jaàini. La présence de ces parti

cules ne semble pas être en rapport avec la virulence exprimée par N. fowleri. 
Au microscope électronique à baL~yage une différence évidente entre 

les kystes deN. gruberi d'une part et les kystes deN. fowleri et N. jadini 
d'autre part est observée. N. gruberi se distingue des autres espèces par sa 
p8roi kystique rugueuse et la présence de n~breux pores en forme de cratères. 
Chez N. fowleri et N. j adini 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 caractères ultrastructurales. 
Entre N. jadini. et N. fowleri ces différences ultrastructurales sont peu 
marquées ou inexistantes. 
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8.3.2. Caractères biologiques de N. jadini. 

Les caract~res biologiques en revanche plaident en favaur de l'auto
nomie des trois espèces de Nnegleria précitées. Plusieurs caractères biologiques, 

en effet, s'expriment de nnnière constante dans les conditions expérimentales 
réalisées. Ils concernent essentiellement la dépenènnce des orgenismes vis·-à-vis . 
des bact ries, leur thermosensibilité et leur pouvoir pathogène. 

En l'absence de bactéries, N. gruberi ne peut être maintenu en culture 

alors que N. fowleri et N. jadini peuvent être cultivés ax8niquement. Cette 

observation est uniquement valable en présence de sérum de veau normal dans le 

milieu C.G.V.S. En ajoutant le sérum de veau foetal, N. gruberi peut être 
adapté et cultivé axéniquement. Ce caractère de cult~e peut encore servir 
à 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 à 37°C 

(Griffin, 1972) alors que N. jadini ne se développe pas. 
De plus, sur ag2r-bactéries, N. gruberi et N. jadini tolèrent une 

concentration de 0,5 NaCl alors que la multiplication de N. fowleri est inhibée 
dans ces conditions. 

Quant au pouvoir pathogène élevé deN. fowleri, il s'exprime naturelle

ment vis-à-vis de l'homme et expérimentalement vis-à-vis de la souris (tant 
par instillation intranasale que par inoculation intracérébrale). En culture, 
N. fowleri conserve ce caractère de manière apparemment indéfinie. N. gruberi 
ne s'est montrée pathogène à aucune occasion. N. jadini a présenté apparemment 

un faible pouvoir pathogène à l'isolement, vraisemblablement dû aux contami

nants bactériens et fongiques. Ce pouvoir pathogène n'a pu être exalté sur 
animal et ne s'est pas conservé en culture. 

En conclusion, N. fowleri sc caractérise biologiquement par un pouvoir 
hautement pathogène et stable. 

L'ensemble des caractères biologiques envisagés suggère l'existence 

de trois races physiologiques. Parmi celles-ci; N. jadini parait représenter 
une trar~iticnentre N. gruberi, amibe exclusivement libre, et N. fowleri, 
Parasite facultatif. 
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L'homog6n6ité morphologique du genre Naegleri~ nous a conduit à prendre 
en considération les caractères biologiques et antigéniques. La valeur taxono
mique des caractères biologiques est bien établie à propos des Protozoaires 

parasites (Hoare, 1955, 1966). Les caractères antigéniques accessibles à 
l'analyse immunoélectrophçrétique sont susceptibles d'apport~r des arguments 
complémentaires ou nouveaux aux critères traditionnels de la taxonomie (Capron 
et Afchain, 1970). Ils se sont révélés particulièrement significatifs au cours 

des études consacrées aux Protophytes (Brown et Walne, 1967), aux Protozoaires 

;·::.:• Jites (Le Ray et al., 1971-;- Le Ray, 1972; ~'Ycr, 1972; Afcha.in et al., 1973), 
aux Champignons (Bi~et et al., 1Y65, aux Helminthes (Capron et al., 1968, 1972) 
et aux Vertébr6s (Capron et Afchain, 1970). 

L'ensemble de nos observations permet de confirmer et d'illustrer, 

à propos d'un groupe de Protozoaires libres, la valeur taxoncmique et phylogéné

tique privilégiée des caractères immunoélectrophorétiques. 
La souche ~ffi? 400 appartient à la famille des Vahlkampfiidae (divi

sion nucléaire pnr promitose) et au genre Naegleria (stade biflagellé temporaire). 

Elle se distingue deN. ~beri par l'aspect et le nombre de pores dans son 
kyste et deN. fowleri par son incppacité à cultiver à 37°C et par l'absence 

de pouvoir pathogène s~onta~é. Elle se distingue de N. ~beri comme de 

N. fowleri par les deux-tiers de ses composants anti~éniques. 
Nous considérons la souche I1}ffiP 400 comme une espèce nouvelle. Nous 

l'avons appelé Naegleria jadini, en hommage au Professeur J.B. Jadin. Conformé
ment à la classification révisée du phylum des Protozoaires (1964), l'organisme 
est classé comme suit : 

Phylum Protozoa Goldfuss, 1818; emend. Von Siebold, 1845. 
Classe Rhizrpodea Von Siebold, 1845. 

Ordre Amoebida Kent, 1ô80. 

Fnrnille Vahlkarnpfiidae Jollos, 1917; Zulueta, 1917. 

Genre Naegleria Alexeieff, 1912; emenù. Calkins, 1913 
Naegleria jadini sp. nov. 
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RESUME. 

Un bref aperçu de l'historique des amibes libres, faisant objet de 
la présente étude est expcsé ainsi que les problèmes taxonomiques existantes 

au sein de l'ordre des Amoebida. 

Les modalit6s du maintien in vitro des amibes des genres Nnezleria 
et Acanthamoeba sont e~~osées en fonction de l'isolement, de l'adapt~tion et 
de 1 'entretien des souches ainsi que leur culture en masse. Les comitions 
optimales de la préparation des extraits antigGniques, de 1' irmunisation, 

des épreuves de précipitation en r,el et de l'épreuve d'absorption croisée ont 

été recherchées. 

L'analyse antigénique des Protozoaires libres, NneglerL~ et 
Acanthamoeba, met en évidence la valeur informatrice de la méthode immunoélec
trophorétique. Elle semble être une méthode de choix pour le contrôle de la 
purification et la standardisation-des extrRits anticéniques. 

La reproductibilité et la finesse de l'analyse immunof.lectrophoré
tique permettent d'attribuer à cette m[thode un rôle privilCgié pour l'iden

tification d'espèces appartenant à un genre bien défini, dont l'horno~énéité 
des caractères morphologiques rend difficile leur identification. L'analyse 
irnmunoélectrophorétique 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~· fowleri établit l'homogénéité antigénique de l'espèce et permet 

de considérer N. fcwleri Carter, 1970 comme agent étiologique de la méninge
encéphalite amibienne pri~tive. N. aerobia Sinr;h et Das, 1970 et N. invades 

Chang, 1972 sont désormais synonyme de N. fowleri. 
N. fowleri mène une existence libre dans notre environnement et 

peut être considéré ccmme un parasite facultatif. 
L'analyse immunoélectrophorétique permet d'établir indiscutablement 

l'indépendance génétique deN. fowleri, N. gruberi et N. jadini au sein du 
genre Naeglerin. Naer,leria jadini sp. nov. (Willaert et Le Ray, 1973) se 
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différencie de N. gruberi comme de N. fo~I>J'lcri pnr ses caractères irrmmostructu
rels ct par ses caractères morphologiques et biologiques. lJ. jadini se distingue 
deN. ~beri par l'aspect de son kyste et deN. fowleri pnr son incapacité à 

cultiver à 37°C E.:t par l'absence de pouvoir pathogène spontané. Elle sc distin

gue de N. .c;l'T'Uberi ccmrne de N. fowleri par les deux-tiers de ses compos8.nts 
antigéniques. 

Le p;enre renferme d'nu tres espèces distinctes : 1' Gn1lyse inmunoélectro
phorétique met en évidence chez les souches " A " et " PPI\1F'B " une diff(·rence 
.:mtir,énic.}ue concernant le tiers des COI1lJOsants de N. fowleri et la moitié 
envircn des canpos!lnts de N. gruberi et de N. j adini. 

Les parent8s importantes observCes au sein du g8nre Naegleria sont 

de l'orrlre de 10 à 19 composants antieéniques et d'autre part la spécificité 
l'l1lll'quée s'exprime au niveau de la moitié environ des antig<?nes. Ces diff0ren
ces accusées entre espèces voisines de Protozoaires libres témoignent d'un 
potentiel évolutif ~~ué de la part du genre. 

Au sein du r;enre Acanthamoeba, nous e..vons pu démontrer l'identité 
de quatre souches d'A. castellanii ce qui nous permet d'envisager l'indépen

d~~ce antigénique de cet espèce et d'élirrJner la confusion de synonymie due au 
double emploi ne noms spécifiques. 

les parentés antigéniques entre A. castellanii et A. polypha.ga et 

A. rhysodes montrent une gr-ande ressemblance de leurs structures antigéniques 
supportée ~ar leur identité morphologique. Ces trois espèces constituent un 
rrcupe au sein du ~enre Acantha~oeba. 

Les espèces A. culbertsoni, A. palestinensis e:t A. é".strcnyxis se 
diversifient très nettement d'A. castellanii et leurs parentés aniigéniques 
sont de l'ordre de la moitié environ du profil irnmunoélectrophorétique 
d'A. castellanii, sauf A. palestinenzis qui en partage les deux-tiers. 

A. culbertsoni, espèce potentiellement pathogène se diversifie, par 
sa spécificité antigénique marquée au niveau de la moitié environ de ses 

antigènes, des autres espèces étudiées. 
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L'étude immunoélectrophorétique des parentés antigéniques des 
genres Naep-leria et .~.canthamoeba met en évidence des caractères significatifs 
au point de vue taxonomique et phylosénique. Ces résultats permettent de 

dé~acer la valeur et de préciser les l~ites de la méthode d'analyse irnrnuno
électrophorétique au sujet des amibes libres. Le desré d'isologie antigénique 
exprimé par le genre Naegleria au niveau de la famille est en accoro avec la 
diversification antie;énique observée au niveau du cenre. Les parentés observées 

avec d'autres f~illes de l'ordre des Amoebida sont peu significatives et 
rendent difficile l'accès à la phylogénie deN. fowleri. 

Au nivea~ du genre Acanthnmoeba, son appartenar1ce à la famille des 
Hartmannellidae est mise en question. 

L'investigation immunoélectrophorétique au rdveau de la famille des 

Hartmannellidae plaide pour la séparation des genres K~tmannella et Acanthamoeba 

En dehors de l'ordre des Pmoebida, les parentés antigéniques de 
Naegleria et d'Acanthumoeba avec les flasellés parasites, les Fhytoflagellés et 

les Ciliates sont inexistantes ou négligeables. 

Cette indépendance antiGénique au niveau de l'ordre constraste avec 
les relations entre flavellés .:'U niveau de la Classe et les relations entre 

les nmoebo-flarellates et les amibes. Nous conseillons de ne pas considérer 
les Rhizorœstigida corrme des fla[':ellés. 

!.P. principe de l':irrmmor;énicité privilégiée des constituants les plus 
spécifiques de l'organisme ouvre des perspectives neuves et pQssionnntes WXK 

invcsti~atior.s taxonomiques, diasnostiqur-s, écologiques et épid6miolo13iques, 

en particulier lorsque celles-ci ont à considérer un complexe de Protozoaires 
morphologiquement peu diff6renciés. L'obtention d'ir.munsérums d'une haute 
spécificité pe1~t à l'aide de l 1 immunofluorescence indirecte une détermination 
rapide de la nature et de la composition è'une population sauvace. 

L'immunofluorcscence indirecte à l'aide d'irrmunsérums spécifiques, ou 

employés au taux spécifiques, permet d'identifier rapidement les espèces 3PPar
tenant at~ genres N~esleria et AcGnthamoeba. Cette étude nous a permis de con
firmer les résultats obtenus par l'analyse immunoélectrophorétique au sein des 
genres Naegleria et Acanthmnoeba. 
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L'immunofluorescence indirecte, à l'aide d'antisé~$ spécifiques, 
permet également d'identifier et èe confirmer la présence d0 N. r'owleri dans 

le cerveau de cas de méninro-encéphalite amibienne primitive. Plusieurs cas 

rétrospectifs de Vin;,inie ont été i1cntifiés étant causSs par N. fŒ<Tleri et 

un cas survenu au Texas a. été mis en évidence à l'aide de l'immunofluorescence 
indirecte et 1'3mibe responsable a été identifié comme appertenant au groupe 
d'A. cnstellanii. 

Nous considérons l'immunofluorescence indirecte, à l'aide d'antisérums 

spécifiques, comme un moyen rapide et valable pour l'identification d'amibes 

dans du matériel suspect. 
Les caract8res morpholociques et biolociques m~ttent en évidence que 

N. jadini sp. nov. se distingue deN. ~ruberi par l'aspect et le nombre de 
pores dans son kyste et deN. fowlori par l'absence de pouvoir pathogène 

spontané et son incapacité à cultiver à 37°C. 
L'ensemble de nos observ~tions permet de confirmer et d'illustrer, 

à propos d'un croupe de Protozoaires libres, la valeur taxonomique privilégiée 
des caractères :i.mmuno8lectrophor8tiques et sérolc['iques. 

Eddy w'ILLAE.RT 
Département de Protozoologie 
Institut de Médecine Tropitale 

Prince Léopold. 
Antwerpen. 
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