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CHAPITRE I : INTRODUCTION

1.1. CLASSIFICATION

La maladie de Chagas a Trypanosoma cruzi, la leishmaniose

" viscérale (kala—azar) 3 Leishmania donovani et la maladie du sommeil a

Trypanosoma brucei gambiense et & Trypanosama brucei rhodesiense sont dues

d des Protozoaires parasites de la famille des Trypanosomatidae Doflein, 1901

(Ordre des Kinetonlastida, classe des Zoomastigophorea). Ces parasites obli-

gatoires sont caractérisés par la présence d'un flagelle et d'un kinétoplaste

et par l'absence de sexualité. Ils font partie des Trypanosomatidae hétéroxe-

nes .: leur cycle évolutif s'accomplit successivement dans le tractus digestif
d'un invertébré Arthropode piqueur puis chez un héte vertébré pour les genres
Trypanosomé‘et Leishmania. La nomenclature infrafamiliale, unanimement accep—
tée, est celle de WALLACE (1966) et de HOARE (1966). Dans le genre Trypranosoma,

une distinction a été effectuée (HOARE, 1966) entre les trypanosomes Salivaria,

d transmission inoculative, représentés'par T. brucei, et les trypanosomes

Stercoraria, A transmission contaminative, représentés par T. cruzi (Tableau I).
Dans la section des trypanosomes Stercoraria, sont distingués

différents sous-genres : Megatrypanum : T. (M.) theileri ; Herpetosoma :

T. (H.) rangeli, T. (H.) lewisi ; Schizotrypanum : T. (S.) cruzi, T. (S.) dio-

nisij(tableau I).
Dans la section des trypanosomes Salivaria, le sous—genre inté-

ressant la parasitologie humaine est le sous—genre Trypanozoon : T. (T.) brucei,

T. (T.) evansi, T. (T.) equiperdum. Liespéce T. (T.) brucel comporte 2 sous—

espéces : T. (T.) b. brucei et T. (T.) b. gambiense, i cette derniére camprenant

deux nosodémes : gambiense et rhodesiense (tableau I).

En ce qui concerne le genre leishmania, la classification des
especes parasites de 1'homme repose essentiellement sur des critéres cliniques.

C'est ainsi que trois grands types nosogéographiques peuvent &tre retenus :

(i) la leishmaniose cutanée de 1'Ancien Monde ;
(ii) les leishmanioses cutanéo-muqueuses sud-américaines ;

(iii) et la leishmaniose viscérale.
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(i) La leishmaniose cutanée de 1'Ancien Monde, ou Bouton d'Orient, due &

L. tropica, se caractérise cliniquement par une l&sion cutanée &voluant en
une ulcération crolteuse.
Les auteurs distinguent : - une forme "humide" du Bouton d'Orient,

princivalement rurale, due a L. tropica major ;
- une forme "séche", principalement

urbaine, due a L. tropica minor.

(ii) Les leishmanioses cutanéo-muqueuses sud-américaines ont &té individualisées

en quatre types principaux :

1

l'ulcére des Gommiers ("Ulcera de los chicleros"), di 4@ L. mexicana ;

la leishmaniose cutanée panaméenne, due a L. guyanensis ;

1

1" "Espundia" ou leishmaniose cutanéo-muqueuse, due d L. braziliensis ;

i

et la leishmanioée cutanée péruvienne ("Uta") due a L. peruviana.

(iii) La leishmaniose viscérale, due d L. donovani, détermine une atteinte pro-

fonde "du systéme réticulo-histiocytaire. Il est classique de signaler plusieurs

types épidémiologiques : le kala-azar indien, la leishmaniose viscérale d'Asie
Céntrale, la forme sud-américaine, le kala—azar soudanais et la leishmaniose

viscérale infantile localis@e au bassin méditerranéen.

Chez les Trypanosomatidae, le kinétoplaste, expansion mitochon-—
driale renfermant de 1'ADN fibrillaire (STEINERT, 1960 ; CLARCK et WALIACE,

1960 ; SIMPSON, 1972), revét une importance déterminante au point de vue bio-

logique et sur le plan taxonomigue. Morphologiquement, la position du kinéto-
plaste et du flagelle par rapport a l'brganisation générale de la cellule,

a conduit HOARE et WALLACE (1966) a la constitution d'une série de types morpho-
logiques correspondant a8 un stade de développement du parasite. Les différents
genres de la farille des Trypanosomatidae ont été établis par HOARE (1967) sui-

vant la séquence des stades parcourus au cours du cycle par un organisme

(figure 1).

1.2. CYCLES EVOLUTIFS

Ie cycle évolutif des trois principaux Trypanoscmatidae parasites

de l'homme est schématisé sur les figures 2 (T. cruzi), 3 (T. gambiense) et 4

(L. donovani).
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Figure 1 : Classification des différents genres des Trypanosomatidae d'aprés leurs stades
de développement (suivant HOARE, 1967 ; redessiné).

% Sur le schéma original, HOARE et WAILLACE (1966) avaient appelé cette forme sous le nom d'amastigote ;

14

cependant, 1l'observation en microscopie &lectronique d'un flagelle (RUDZINSKA et al., 1964 ; CREEMERS

r

et JADIN, 1967 ; JADIN, 1971 ; DWYER et al., 1974) recommande 1'appellation de micromastigote préco-—
nisée par CREEMERS et JADIN (1967) et JADIN (1971).




Figure 2. :Cycle évolutif de la maladie de Chagas due & T. cruzi. A et C = &volution
chez 1'homme et le "réservoir de virus" (chien, chat, rongeurs, sarigues, tatous,
chauve-souris) : 1) trypomastigotes métacycliques transmis avec les déjections de la
punaise sur la peau ou les muqueuses. 2) phase de multiplication des amastigotes dans
les fibres musculaires. 3) évimastigotes. 4) trypomastigotes dans le sang périphé-
rique. B = évolution dans le tube digestif d'une punaise (Triatora, Rhodnius).

5) tryoomastigotes aprés ingestion. 6) vhase de multiplication des amastigotes et
des enimastigotes. 7) trypomastigotes métacycliques dans les déjections de 1'insecte
vecteur. '




Figure 3. Cycle évolutif de la maladie du sommeil 3 T.b.gambiense. A = &wvolution
chez l'homme : trypomastigotes dans le sang périphérique puis invasion du systéme
nerveux central. 1-2) trypomastigotes. B = évolution chez 1'insecte vecteur, la
mouche ts&-ts€ (Glossina). 3) trypomastigotes apré@s ingestion. 4-5) phase de multi-
plication des trypomastigotes et des epimastigotes dans 1'intestin (D). 6) trypo-
mastigotes métacycliques dans les glandes salivaires (S). Transmission i 1 'homme
lors de la piqlre par inoculation de la salive.




Figure 4. Cycle évolutif de la leishmaniose viscérale due 3 L. donovani. A et C = -
évolution chez 1'homme et le "réservoir de virus" (chien pour la leishmaniose médi-
terranéenne) : 1) pénétration d'une forme promastigote dans une cellule ré&ticulo-
endothéliale. 2 a 4) é&volution endocellulaire des formes amastigotes. 5) amasti-
gotes dans le sang périphérique. B = évolution chez 1'insecte vecteur (Phlébotome) :
6) amastigotes aprés ingestion.7)Phase demultiplication des promastigotes. 8) pro-

mastigotes bloqués au niveau du proventricule de 1'insecte. Transmission par pigire
(régurgitation) . *




Ces parasites hétéroxénes présentent chez 1'hbte définitif une
multiplication binaire parfois multiple, continue ou discontinue, et chez 1'hdte
intermédiaire (Insecte hématophage) une évolution cyclique aboutissant a un mode
de transmission.

La camparaison des cycles évolutifs chez 1'hdte définitif met en
évidence des différences importantes dans la localisation parasitaire et le mode
de développement. En effet, dans la leishmaniose viscérale, 1'hdte définitif est
‘uniquement porteur de formes micromastigotes d multiplication endocellulaire. Par
contre, dans la trypanosomiase africaine 3 T. b. gambiense, les formes trypomas—

tigotes exocellulaires se rencontrent dans le sang et les liquides interstitiels.

Ia trypanosomiase américaine a T. cruzi résulte chez 1'hdte définitif & la fois
d'une phase endocellulaire avec présence de formes micromastigotes a4 multiplica-
tion discontinue et d'une phase sanguicole présentant des formes trypamastigotes.
Chez 1'hdte intermédiaire, le développement cyclique et le mode
de transmission sont différents pour ces trois parasites. Chez les Stercoraria
(T»_cruzi), la multiplication des parasites a lieu en station postérieure et
la transmission s'effectue par contamination (f&ces). Pour les Salivaria (T. b.
gambiense) , la multiplication des parasites se déroule en station antérieure
dans le tractus digestif puis les glandes salivaires, la transmission s'effec-
tuant par inoculation (pigdre). Quant aux leishmanies, cette multiplication des
formes promastigotes est antérieure avec blocage au niveau du proventricule ;

la transmission s'effectue lors de la piqgire par régurgitation.

1.3. HISTORIQUE DES ETUDES IMMUNOLOGIQUES

Tes antigénes des Trypanosomatidae hétéroxénes ont fait 1'objet

de multiples revues dont les principales sont celles de :

(1) GRAY (1965), OMS (1969), LUMSDEN (1970), WELITZ (1970) et BRENER (1973) sur
les structures antigéniques des trypanosomes ; |
(i1) GRAY (1969 et 1970) sur la variation antigénique des trypanosomes Salivaria ;
(iii) NEAL et al. (1969), DESOWITZ (1970), GOBLE (1970), SOLTYS (1973) et WOO
(1974) concernant 1'immunité dans les trypanosomiases ; .
(iv) et enfin, de ADLER (1965), BRAY (1969), LAINSON et SCHAW (1971) et HEYNEMAN

(1971) en ce qui concerne les leishmanies.




~ Pourtant, notre connaissance de l'antigénicité des Protozoaires

 est restée longtemps limitée a la réalisation de techniques sérologiques diverses

ou a la préparation d'extraits destinés & stimuler la résistance de 1'hote.

De multiples techniques ont été utilisées afin de préciser les

caractéres antigéniques généraux. Il s'agit des techniques d'agglutination,

de lyse ou de neutralisation, d'immunofluorescence ou de fixation du complément.

Mais,ce sont en fait surtout les analyses antigéniques réalis@es en précipitation

en gel au moyen des techniques de double diffusion ou d'immuncélectrophorése,

qui ont apporté les informations les plus précises permettant de conclure que

l'antigénicité des Trypanosomatidae hétéroxénes ressort en définitive de struc-

tures multiples constituant des antigénes strictement d'espéce joints & des

antigénes hétérophiles.

1.3.1. Antigénes hétérophiles

Comme chez de nombreux parasites, il est possible d'identifier
chez les trypanosomatidés des antigénes provenant de "l'environnement" (hote
infecté, milieu de culture) ou des antig@nes ubiquistes trés largement répandus
chez les micro-organismes.

Des travaux multiples ont révélé 1'existence d'antigénes possé-
dant les mémes caractéres antigéniques que ceux des protéines sériques, aussi
bien chez les formes sanguicoles des trypanosomes que chez les formes de culture
des trypanosomes et des leishmanies.

Chez les trypanosomes, des protéines sériques en provenance de
1'hdte vertebre ont &té décrites (Salivaria : T. b. rhodesiense : BIGALKE, 1966 ;
T. vivax : KETTERIDGE, 1970, 1971, 1972 ; T. b. brucei : LE RAY, 1975 ; Sterco-
raria : T. lewisi : ENTNER, 1968 ; D'ALESANDRO, 1972).

Au niveau des formes de culture, des antigénes en provenance du

milieu ont été décelés chez les Salivaria (T. b. brucei : LE RAY, 1969), les
Stercoraria (T. theileri : SPLITTER et al., 1967 ; T. cruzi : AFCHAIN et CAPRON,
1969) et les leishmania (L. donovani : LE RAY et al., 1976a). D'autres auteurs,

surtout & propos des leishmanies, ont préconisé 1'emploi de milieux de culture
non immunogénes, comme le dialysat de NAKAMURA (CRCOK et et al., 1969 ; OELERICH,
1973) et le bouillon au sang de lapin (RANQUE et al.,,l970) lorsque l'animal

immunisé est le lapin.




On suggére aussi la présence d'un antigéne de type Forssman chez
T. rhodesiense (HOUBA et ALLISON, 1966 ; HOUBA et al., 1969) et chez T. cruzi
(ENOS et ELTON, 1950). L'existence chez les leishmania d'antigénes apparentés

aux groupes sanguins ou d certains antigénes tissulaires de 1'héte vertébré
n'a guére été recherchée jusqu'a présent. A cet égard, RUDZINSKA et al. (1964)
ainsi que tout récemment DWYER et al. (1974) ont montré que les formes micromas-
tigotes intracellulaires &taient pourvues d'une membrane limitante double dont
le feuillet externe est perdu lors de la transformation en forme promastigote
de culture ou du vecteur. La constitution immunochimicue de ce fevillet et la
participation de constituants de 1'hdte 3 sa formation restent inconnues.

Une troisieéme classe d'antigénes hétérophiles est constituée par

les antigénes ubiquistes. Cette classe comprend essentiellement les antigeénes

communs aux genres Leishmania et Mycobacterium (RANQUE et al., 1972 ; CELERICH,
1973 ; IE RAY et al., 1976a).

1.3.2. Antigénes parasitaires

Les antigénes parasitaires proprement dits peuvent &tre caracté-
risés a trois niveaux : les antigénes d'excrétion-sécrétion, les antigénes de

surface et les antigénes somatiques.

- Les_antigeénes_d'excrétion-sécrétion, souvent appelés "exoantigénes"

(WEITZ, 1960) chez les Trypanosomatidae, ont &té retrouvés chez de trds nombreuses

espéces.

Leur mise en évidence présente un intéré&t certain dans le diagnos-—
tic des affections déterminées par les Stercoraria. Ils ont été décrits dans les
cultures de T. cruzi (TARRANT et al., 1965 ; MUNIZ, 1967) et dans les infections
expérimentales (T. cruzi : DE SIQUEIRA et al., 1966 } T. lewisi : THILLET et
CHANDLER, 1957 ; YASUDA et DUSANIC, 1969 ; D'ALESANDRO, 1972).

Chez ies Salivaria, les "exoantigénes" se rencontrent sous la
forme d'antigénes solubles présents dans les infections expérimentales par
T. b. brucei (WEITZ, 1960, 1963), T. vivax et T. b. gambiense (GRAY, 1961),

T. congolense (DODIN et FROMENTIN, 1962), T. b. rhodesiense (SEED, 1963) et -

T. evansi (GILL, 1965). L'analyse des multiples travaux consacrés i cet important

probléme révéle cependant de nombreux éléments contradictoires (ALLSOPP et al.,
1971) : d'une part il n'existe aucune &vidence directe de la libération de ce
type d'antigéne in vivo (IANHAM et TAYIOR, 1972) ; d'autre part, lorsqu'ils sont

mis en évidence, les protocoles expérimentaux ne permettent pas d'exclure 1'in-




tervention d'une souffrance cellulaire induite var des facteurs physiques, bio-
chimiques ou immunologiques.

’ I1 est généralement admis que les antigénes solubles des
Salivaria,retrouvés a la surface du parasite, sont impliqués dans la variation
antigénique et également dans 1l'élaboration d'une immunité protectrice.

En ce qui concerne les leishmanies, 1'existence d'antigeénes
d'excrétion~-sécrétion in vitro a été initialement suggérée par ADLER (ADLER,
11964, 1965 ; ADLER et GUNDERS, 1964) et s'est vue confirmée 3 l'aide de la pré-
cipitation en gel par SCHNUR et al. (1972) et ZUCKERMAN et al. (1973). Ces anti-
génes exprimeraient des variations intraspécifiques entre populations & un
méme stade, et ils seraient spécifiques du sérotypes dans le complexe L. tropica-—
L. donovani (SCHNUR et al., 1972). Néanmoins, la valeur taxonomique de ces anti-

~

génes reste a établir.

- Les_antigénes de_surface ont été particuliérement bien étudiés

chez les formes sanguicoles des trypanosomes Salivaria par les épreuves d'agglu-
tination ou de lyse (T. b. brucei : LOURIE et O'CONNOR, 1937 ; GRAY, 1962 ;
CUNNINGHAM et VICKERMAN, 1962 ; VAN MEIRVENNE et al., 1975a et b ; T. congolense :
WILSON et CUNNINGHAM, 1972 ; T. vivax :‘CLARKSON et AWAN, 1969). Il est générale-

ment admis que les antigénes de surface des Salivaria sont impliqués dans la

variabilité antigénique. Les observations les plus significatives résultent de

la mise en évidence d'un manteau ou manchon protéinicue présent d la surface

des trypomastigotes métacycliques et sanguicoles, et son absence chez les formes
procycliques de culture ou du vecteur (VICKERMAN, 1969, 1972). Ceci suggére

que ce nanteau} acquis dans les glandes salivaires du vecteur lors de la trans-—
formation des épimastigotes en trypomastigotes métacycliques, pourrait constituer
une structure d'adaptation du parasite 3 la vie sanguicole. Plusieurs auteurs
(VICKERMAN et LUCKINS, 1969 ; TAKAYANAGI et al., 1973b) ont.suggéré une relation
(%)

entre le type antigénique du parasite et les antigénes de surface. Nos travaux
récents (FRUIT et al., 1976) confirment ces résultats et démontrent que les
antigénes spécifiques de type antigénique,(donc impliqués dans la variation
antigénique) sont effectivement présents au niveau du manteau des trypanosomes

' sanguicoles.

(% P - ~ . ~
) Le type antigénique ou sérotype est déterminé par les antigénes impliqués

dans la variation antigénique..




Les antigénes de surface des Leishmania ont été analysés princi-
palement 3 1'aide des méthodes d'agglutination (CHANG et NEGHERBON, 1947 ; ADLER,
1964) , et plus récemment par des &tudes ultrastructurales aprés marquage a la
ferritine (SAF'JAVONA et AVAKJAN, 1973). Leur caractérisation chimique n'a guére
été abordée (GHOSH, 1963). Le recours aux lectines (DWYER, 1974) permet d'envi-
sager, dans un avenir rapproch&, une connaissance plus précise des structures ’
de surface des lLeishmania.

- Les_antigénes somatiques ont pour intérét de permettre d'appré-

cier 1'importance des parentés et des spécificités antigéniques aux divers
. niveaux taxonomiques, et de préciser dans quelle mesure la structure antigé-
nique parasitaire est affectée par la différenciation cellulaire duparasite

et par la variation antigénique au cours de son cycle évolutif.

Les parentés antigéniques entre les trypanosomatidés détectées
a 1'aide des méthodes sérologiques traditionnelles (réaction de fixation du com-
plément, hémagglutination passive, immunofluorescence indirecte) sont connues
de longue date. Mais 1l'introduction des méthodes de précipitation en gel a cons—
titué un apport déterminant dans la connaissance de la structure et de la fonction
des ahtigénes.

La précipitation en gel appliquée aux antigénes somatiques des

Trypanosomatidae a permis d'accumuler une série d'informations concernant :

a) La structure antigénique des trypanosomes et des leisﬁﬁanies :
- T. b. brucei (SEED, 1964 ; °IE RAY, 1969 ; °IE RAY et al., 1973a)
- T. cruzi (SENECA et al., 1966 ; °AFCHAIN et CAPRON, 1969, 1971 ;
°BERGENDI et al., 1970 ; OSTMANN et al., 1973)
- T. theileri (SPLITTER et al., 1967)
L. tropica (°GARCIA, 1965)
- L. mexicana (°CROOK et al., 1969)
L. donovani (°CLINTON et al., 1972 ; °DWYER, 1973 ; ° IE RAY et al.,
1976a et b)

b) Les relations entre souches :
- de T. b. brucei (°LE RAY et al., 1971) .
~ de T. cruzi (°NUSSENZWEIG et al., 1963 ; NUSSENZWEIG et GOBLE, 1966 ;
°GONZALEZ-CAPPA et KAGAN, 1969 ; °AFCHAIN et al., 1974)

!

°Travaux ayant eu recours i 1'immunoélectrophorése.




c) les affinités
. - entre taxons du genre Trypanosoma (°BIGAIKE, 1966 ; °OELERICH et

MANNWEILER, 1970 ; °BICE et ZELEDON, 1971 ; °LE RAY et al., 1971 ;
°LE RAY, 1972 ; °CAPRON et al., 1973 ; °AFCHAIN et al., 1974)

- entre taxons du genre leishmania (BRAY et LAINSON, 1966 ; SCHNEIDER
et HERTIG, 1966 ; °CHAVES, 1970 ; °LE RAY et al., 1976b)

~ et entre genres de Trypanoscmatidae (°RANQUE J. et al., 1969 ; DE SOUZA
et BARBOSA, 1972 ; °AFCHAIN et al., 1973 ; OELERICH, 1973).

d) Les remaniements antigénicques survenant au cours du cycle évolutif de :
- T. b. brucei (°LE RAY et al., 1973a ; °LE RAY, 1975)
- T. b. gambiense (°AFCHAIN et al., 1975a)
- T, lewisi (ENTNER et GONZALES, 1966 ; ENTNER, 1568)
- et L. donovani (°SIMPSON, 1968 ; °DWYER, 1973).

e) lLes caractéres des antigénes spécifiques du sérotype des trypanoscmes Saliva-

ria (antigénes variables). A ce propos, il est peut—é&tre bon de rappeler le

mécanisme de survie des trypanoscmes Salivaria face a la réponse immunitaire de
1'hdte parasité. lLa variation antigénique se manifeste par le développement suc-
cessif de ropulations sérologiquement différentes (FRANKE, 1905). Chaque popula-
tion induit 1'élaboration d'anticorps entrainant sa lyse. Cette réduction de la
parasitémie de 1'hdte est suivie de la multiplication d'une population

nouvelle exprimant un sérotype différent (LEVADITI et MUTERMILCH, 1909 ;
EHRLICH, 1909). Les faits les plus significatifs acquis d l'aide des techniques

sérologiques d'agglutination et de cytolyse ou de neutralisation sont :

- le nombre apparemment illimité des types antigéniques susceptibles

d'étre exprimés par une souche donnée (GRAY, 1965a) ;

la variabilité antigénique des populations résultant d'un cldnage

(GRAY, 1965a ; MAC NEILIAGE et al., 1969 ; VAN MEIRVENNE et al., 1975b) ;
l'existence d'une relation entre le type antigénique et la virulence

du trypanoscme (MAC NEILIAGE et HERBERT, 1968) ;

- et 1'éventualité d'une séquence des types antigéniques chez 1'hdte

vertébré avec un retour 3 un type antigénique de base dans les glandes
salivaires de 1'hdte invertdbré (GRAY, 1965b, 1969).

o = . - «
Travaux ayant eu recours 3 1'immunoélectrophorése.

/'/’
/




Ie mécanisme moléculaire de la variation antigZnique n'est pas
connu. L'hypothése d'une dérépression, sous 1l'induction des anticorps de 1'hdte,
est actuellement la plus acceptée (INOKI et al,, 1956 ; BROWN et WILLIAMSON,
1964 ; GRAY, 1965b ; VICKERMAN, 1969) ; néanmoins, 1'éventualité d'une mutation
génique est tout aussi vraisemblable (CANTRELL, 1958 ; WATKINS, 1964 ; SEED et
GAM, 1966) . "

Ces antigénes variables, caractérisés par l'existence de deux

“groupes distincts d'antigénes avec un coefficient de sédimentation de 1S et 4S

(BROWN et WILLIAMSON, 1962, 1964 ; WILLTIAMSON et BROWN, 1964) seraient des gly-
coprotéines (ALLSOPP et al., 1971 ; NJOGU et HUMPHRYES, 1972) jouant>un r&le
important dans 1'immunogénicité de l'organisme. Leur étude a été effectuée au
niveau des antigénes somatiques, a l'aide des technique de précipitation en gel,
par GRAY, 1961 ; SEED, 1963, 1972 ; °WILLIAMSON et BROWN, 1964 ; MILIER, 1965 ;
HUMPHRYES, 1970 ; °NJOGU et HUMPHRYES, 1972 ; °CELERICH et MANNWEILER, 1970,
1972 ; TAKAYANAGI et al., 1970, °1973a ; LANHAM et TAYIOR, 1972 ; °IE RAY et al.,
1973a ; °AFCHAIN et al., 1975a.

Ie nombre de trava&x, effectués en immunoélectrophorése, montre
1'inté&rét analytique offert pvar cette technique. Malheureusement, des lacunes
fondamentales dues a8 un manque d'analyse globale de la structure antigénique,
1'absence d'hyperimmunisation efficace et le non-recours, quasi jénéral, aux
épreuves d'absorption croisée, empédchent, dans de nombreux travaux, une appré-
ciation définitive de la spécificité ou de 1l'isologie supportdes par les compo-
sants révélés. |

Ce mancue de connaissances fondamentales nous a ameng a envisager
1'étude immunoélectrophorétique de la structure antigénique, des parentés et des

spécificités chez les Tryvanosomatidae hétéroxénes.

1.4. L'ANALYSE IMMUNCELECTROPHORETIQUE

1.4.1. D&finition, valeur

Les protéines sont les constituants les plus significatifs d'un .

organisme vivant car elles sont 1'expression relativement directe du géndme.

o = . ~ , ;
Travaux ayant eu recours a 1'immunoélectrophorése.

/
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L'analyse immunoélectrovhorétique, en permettant la caractérisation immunochi-
mique des constituants cellulaires solubles, est le moyen par excellence d'appré-
hender objectivement les parentds et les spécificités de cet organisme.

Ies vrincipes et les modalités techniques de 1l’analyse immuno-
Electrophorétique ont été décrits par GRABAR et WILLIAMS (1953, 1955), d'aprés
les travaux fondamentaux de OUDIN (1952). La méthode a ensuite été simplifiée
et adaptée a des lames porte-objet var SCHEIDEGGER (1955).

L'application de 1l'analyse immunoé&lectrophorétique a des organis-—
mes entiers a été essentiellement réalisée par 1'école lilloise de parasitologie
de BIGUET et CAPRON. L'analyse inmmnoélectrophorétiéue des champic¢nons et des
helminthes a permis d'apporter une contribution fondamentale a la standardisa-
tion des extraits antigéniques (BIGUET et al., 1965b), & une meilleure connais—
sance de la taxonomie et de la phylogénie (BIGUET et al., 1965d ; CAPRON
et al., 1968a, 1972). De plus, & l'aide de cette technique, apu &tre abor-
dée 1l'étude des relations héte-parasite (CAPRON et al., 1968a, 1969) ainsi
que 1l'application diagnostique (BIGUET et al., 1964 ; CAPRON et al., 1966 ; 1968b).

L'analyse immunoélectrophorétique permet la visualisation de
substances solubles immunog@nes dans un extrait cellulaire. Chaque arc de pré-
cipitation représente une famille de protéines dont certains sites antigéniques
sont commmuns et d'autres distincts. Ces composants antigéniques sont définis
selon leur vitesse de migration électrophorétique et leur coefficient de diffu-
sion. Quant 4 la spécificité immunologique, elle est déterminée par les sites
antigéniques.

Ainsi, l'immunoélectrophorése se présente comme une méthode
d'investigation moléculaire de valeur génétique, au méme titre que 1l'analyse
des acides nucléiques et des isoenzymes. Contrairement aux méthodes sérologiques,
elle permet d'objectiver directement les composants antigéniques impliqués dans

la réponse antigéne-anticorps.
1.4.2. Ses limites

Les méthodes d'immunoprécipitation (double diffusion et immuno-
électrophorése) et d'électrophorése, réalisées a partir d'extraits solubles
dans des solutions salines ou tamponnées, limitent 1l'investigation aux composants

solubles d'un organisme et préservent tout 1l'intérét qui s'attache aux méthodes
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d'agglutination, de lyse ou d'immunofluorescence. Néanmoins tout au long de

cette étude, 1l'analyse des composants solubles apparait significative de 1'espéce
considérée. De plus, dans le présent travail, mené & 1l'aide d'hyperimmunsérum
anti~composants solubles, seront effectuées des caractérisations d'antigénes de
surface. La distinction entre antigénes somatiques solubles et antigénes insolu-
bles de surface n'a pas encore été bien délimitée.. Il est possible cue l'analyse
des constituants solubles d'un organisme, par immunoélectrophorése, nous donne
‘acc@s 3 certains antigénes de surface. En effet, avant d'étre insolubilisés, ces
antigénes doivent exister dans le soma soit & 1'état soluble, soit sous forme

de précurseur.

Toutefois, nous ne pouvons prétendre analyser l'ensemble des
constituants antigéniques, méme solubles, par la seule méthode de 1'immunoélec-
trophorése. Elle ne révéle en général qu'une trentaine de composants antigéniques
alors que l'analyse immunoélectrovhorétique bidimensiormelle permet d'en déceler
une soixantaine. Néanmoins, cette derniére méthode est d'une manipulation plus
délicate et ses résultats lors de 1'étude des spécificités et des parentés
antigéniques sont exactement proportionnels 3 ceux de 1'immunoélectrophorése
simple. En effet, une étude récente sur divers champignons pathogénes (YARZABAL
et al., 1976) a montré le méme rapport entre les camposants communs et les com—
pdsants spécifiques d'une espece, quelle que soit la méthode envisagée.

L'analyse immunoélectrophorétique , essentiellement qualitative,
ne permet d'établir que des différences absolues de spécificité antigénique ;
néanmoins, 1'immuno&lectrophordse bidimensionnelle permet de pallier cet incon-
vénient. L'immunoélectrophorése n'est en fait qu'une méthode immunochimique, et
dans le cas, par exemple, de l'analyse de rejet de greffe, elle n'apporte aucun
renseignement immunologique. Par contre, dans de nombreuses parasitoses, 1'exis-—
tence d'anticorps précivitants lors des infections expérimentalés et naturelles
a fait de 1'immuno&lectrcphor@se une méthode immumologique.

Dans une réponse humorale, les anticorps précipitants ne sont
qu'une infime partie de la réaction de 1'hSte 3 1'immunisation ou 4 1'infection.
Notre connaissance de l'antigénicitd reste ainsi limitée aux seuls comfosants
solubles suscitant des anticorps précipitants lors de 1'immunisation de lapins
ou d' infections expérimentales.

Une seconde limite & notre analyse réside dans les conditions
expérimentales d'imunisation. En effet lors d'immunisations de lapins, nous
n'avons accés qu'aux seuls anticorps précipitants suscités par les antigénes

reconnus come "non self" par le lapin. Il est permis de penser que certains
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antigénes non reconnus var le lapin, soit par un manque d'information de recon-
naissance, soit en raison de dose d'antigéne trop forte ou beaucoup trop faible,
puissent &tre reconnus par d'autres systémes révélateurs tels que la chévre,
le mouton ou le cheval. Nous n'avons aucun argument pour nier une telle hypo—
theése ; cependant, si de tels phénoménes existent, ils ne peuvent &tre que
limités. |
Enfin, la plupart des immunisations expérimentales s'effectuent

en présence d'adjuvant de Freund complet. Cet adjuvant apparait camme 1'un des
meilleurs pour la révélation des anticorps précipitants. Néanmoins, la notion
complexe d'immunogénicité d'un antigéne est fonction de sa nature thymodépen-—
dante ou non-dépendante. C'est ainsi que 1'emploi de nouveaux adjuvants ("Water-
soluble-adjuvant") pourrait peut-&tre démasquer certains antig@nes non rdvéla-
bles dans notre systéme expérimental.

' Compte~tenu de ces limites inhérentes aux imperfections de la
technique mise en éeuvre, les résultats obtenus dans ce travail ne prendront
en compte que les seuls antigénes solubles analysés et révélés par 1'inmunoélec-
trophorése grace aux anticorps vrécipitants préparés chez le lapin 3 1'aide
d'adjuvant de Freund comolet. Néanmoins, ces résultats nous apparaissent signi-
ficatifs au wvu des nombreuses corrélétions observées entre les sérums

d'immunisation expérimentale et les sérums d'infection naturelle,




CHAPITRE 2 : TECHNIQUES

La connaissance du caract@re antigénique des Trypanosomatidés
hétéroxénes parasites de 1'homme dépend de la conduite rigoureuse des techni-
ques'de précipitation en gel (double diffusion, immunoélectrophorése, immuno-

électrophorése bidimensionnelle), techniques nécessitant au préalable :

- une connaissance précise et détaillée de l'historique des souches despara-

sites maintenus in vitro et in vivo ;

- l'obtention des marasites en masse ;
- la préparation standardisée des extraits antigénicues ;

- une immunisation correcte des lapins.

La purification des antigénes spécifiques de ces trypanosomes,
nécessitait - le recours aux techniques biochimiques et immunochimiques. Quant
a la localisation en surface de ces antigénes spécifiques, nous avons did faire
a?pel aux méthodes d'immunofluorescence et de marquage enzymologique appliqué

d la microscopie optique et électronique.
2.1. SOUCHES

Les souches utilis@es proviennent en majeure partie des collections
constituées 3 1'Institut de Médecine Tropicale d'Anvers (ITMA) par le départe-

ment de Protozoologie du Professeur J.B. JADIN (ITMAP).

2.1.1. Genre Trypanosoma — Section Stercoraria

% et & 1. Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi Tehuantepec, souche isolée en

1938 par E. BRUMPT & partir de Triatoma sp. trouvds infectés natu-
rellement dans la région de Tehuantepec, Mexique (DARMAN, 1941).
Maintenue en culture in vitro depuis 1959 au Service de Parasito-
logie de 1'Institut Pasteur de Paris, cette souche nous a été
coammuniquée par 1'ITMAP en 1967.

* Souche maintenue in vitro

*% Souche maintenue in vivo




% 3.

* % 4,

% 5.
* 6.

% 7.

* et %k 8.

% 9.
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% 2. Trypanosoma (S.) cruzi ITMAP 943 ; Souche isolée au jardin Zoolo-

gique d'Anvers en 1973 & partir d'un singe Aotus provenant du
Brésil.
Trypanosoma (S.) cruzi E.C.H. ; Souche isol&e in vitro, en 1973, par

le Docteur E. SEGURA & partir d'un cas humain argentin.
Trypanoscma (S.) cruzi Tulahuen ; Souche isolée en 1945 & partir
de Triatoma infestans a Tulahuen, Chili (Nord) (GALLIARD et al.,

1962) . Cette souche, trés virulente pour la souris, nous a été

adressée sur souris par le Professeur IAPIERRE en 1957.

Tryparosoma (S.) dionisii P, ; Isclée en Angleterre & partir de

37
chauve-souris Pipistrellus (BAKER, 1972).

Trypanosoma (S.) dionisii ITMAP~JMJ ; Isolée en Belgique & partir

de chauve-souris Pipistrellus, en 1958.

Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli RGB ; Souche isolée in vitro en
1949, & partir d'un chien par PIFANO, (HERBIG-SANDREUTER, 1957).

2.1.2. Genre Irypaposoma - Section Salivaria

Trypanosoma (Trypanozoon) brucei brucei EATRO 1125 ; Isolée en Uganda

en 1966 a partir d'une antilope Tragelaphus ; non pathogZne pour
1'homme (pas de parasitémie suivant 1'injection 3 un volontaire hu~
main -A.J. WILSON, in litt.-). '

La souche entretenue in vivo est le point de départ de deux
lignées antigéniquement distinctes, clénées, sérotypées par &preuve
de trypanolyse, et maintenues par congélation ou par subinoculation
tous les 2 & 3 jours (ILE RAY, 1975). Les sérotypes, exprimés par ces
lignées, représentent respectivement les types antigéniques,désignés
suivant la nomenclature proposée par LUMSDEN et al. (1967) :

= AnTat-1 (Antwerven Trypanozoon antigenic type-1)

- et AnTat-2
Trypanoscma (T.) brucei rhodesiense EATRO 906 ; Souche isolée d'un
zébu (Bos indicus) et infectante pour 1'homme (EATRO 1967).

* Souche maintenue in vitro

%%k Souche maintenue in vivo




% et %% 10. Trypanosoma (T.) brucei gambiense ELIANE ; Souche isolée en 1952
' a Paris par M. VAUCEL 3 partir d'une patiente contaminée en Cote
d'Ivoire ; maintenue in vivo et cultivée in vitro dés 1953 par
COLAS-BEILOUR, elle nous a été communiquée par 1'ITMAP, en 1971,
in vitro et in vivo.

Le stabilat de référence (formes sanguicoles) est le point de

départ de deux ligndes antigéniquement distinctes, isolées au
cours de l'infection mécanique d'un lapin. Ces deux populations
ont été cldnées a partir de micro-gouttes ne contenant qu'un seul
organisme & 1'examen microscopique sous huile de paraffine, selon
la technique de WALKER (1970) . Les deux populations ont été séroty-
pées a l'aide des épreuves de trypanolyse et d'inmmunofluorescence
indirecte spécifiques de variant (VAN MEIRVENNE et MAGNUS, commmu-
nication personnelle) selon les techniques de VAN MEIRVENNE et al.
(l975a). Ces deux populations, maintenues par ooﬁgélation dans
1'azote liquide ou par subinoculations tous les 2 jours sur rat,
représentent respectivement les types antigéniques LiTat-1 et
LiTat-2, désignés suivant la nomenclature conventionnelle de
IUMSDEN et al. (1967) : (Iiile Trypanozoon antigenic type)-.. .

Ie tableau II résume, dés l'arrivée de la souche a Lille en 1971,
1l'historique de ces deux lignées : LiTat-1 (antigéne T.g S Pl) et
LiTat-2 (antigéne T.g S P2). '

2.1.3. Genre leishmania (toutes les souches de ce genre pro-
viennent de 1'ITMAP, Anvers)

Groupe des Leishmania humaines de 1'Ancien Monde (c lexe dono—
Lelsamania onp dono=

vani-tropica)

% et #% 11. Leishmania donovani ITMAP K 263 ; Souche isolée en Belgique en 1967,

a partir d'un enfant marocain de 2 ans. L'inoculation du liquide de

ponction sternale a des hamsters s'est révélée positive.

* Souche maintenue in vitro

%% Souche maintenue in vivo




Tableau IT : Historique, dés son arrivée a Lille en 1971, de la souche
T. gamblense ELIANE in vivo, ayant abouti: apres cldnage a 1'isolement
des types antlgenlqueb LiTat-1 et LiTat-2.

Signes conventionnels suivant LUMSDEN et al. (1973).

Stabilat T.(T.)b. gambiense ELIMNE in vivo
regu de 1'IMIAP (prof. JADIN) en 1971

‘rat - 1 passage : 3x

|

{
\
%ats - 9 passages (tous les 3 jours)

- .
| Stabilat Souche "PARENT" (Sb 01.02.72) |

souris - 3 passages : 3, 3, 3

clonage

‘0—..‘-

sourls ~ 7 passages : 2, 2, 2, 2, 2, 3, 3

fgts - 2 passages : 2, 2

fyitype antigénique : LiTat-1 |

rats -~ 2 passages : 2, 2 : rats -~ 3 passages : 2, 2, 2

avec les formes trypomas-—
tigotes sanquicoles obte-~
nues sur colonne de
DEAE-cellulose

antigéne T.g SP1

apin - 1 passage : 32

souris - 5 passages
tous les 2 jours)

1o e v - oo -

souris ~ 5 passages : tous les 2 jours

‘rats -~ 2 passages : 2, 2

ftype antigénique : LiTat-2 |}

rats — 3 passages : 2, 2, 2

antigéne T.qg SP2

% subinoculation effectuée au 3éme jour.
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% 12, Leishmania donovani TUNIS ; Souche isol&e en Tunisie d'un cas

humain et entretenue par COLAS-BELCOUR, regue a 1'ITMAP en 1965.

% 13. Ieishmania tropica forme minor D ; Souche isolée, en 1957, par le
Professeur VANBREUSEGHEM d'un patient revenant d'Iran.

£ Groupe des leishmania humaines d'Américue Latine

% 14. ILeishmania mexicana mexicana LONDON-L 11 ; Souche isolée aux

Honduras a partir d'un cas humain.

lLeishmaniose animale

* 15. Ieishmania enrietti ; Souche isolée au Brésil a partir d'un Cavia

(Cobaye) ; entretenue a 1'Institut Pasteur de Paris, elle a été

regue a 1'ITMAP sur cobaye en 1953.
Groupe des Leishmania de Reptiles africains

% 16. Leishmania adleri LRC-L 123 ; Souche isolée au Kenya & partir d'un

lézard Latastia longicauda revoili par HEISCH en 1954. Injectée 3

des hamsters par ADLER, cette souche a été& réisolée de la rate d'un
hamster en 1956. Elle a été cawmuniquéedal'ITMAP par la cryobanque -
de la London School of Tropical Medicine and Hygiene.

* 17. Leishmania tarentolae senegalensis G 10 ; Souche isolée par

RANQUE au Sénégal & partir d'un Tarentola annularis en 1967
(RANQUE, 1973).

2.2. OBTENTION DES PARASITES

Le choix d'un milieu de culture in vitro ou d'une méthode d'ob-
tention des flagellés in vivo est d'une importance capitale pour des études
immunologiques ayant recours & 1'immunoélectrophor@se. En effet, les techniques
de précipitation en gel ont 1l'inconvénient de consommer des cuantités importantes
d'extrait antigénique soluble. C'est pourquoi la récolte des organismes a di |

se réaliser d'une fagon massive.

\ . .
% Souche maintenue in vitro




L'obtention des formes sanguicoles des trypanoscmes Salivaria,
- longtemps difficile car nécessitant le recours d la centrifugation diffe-
rentielle puis A des agents lysant ou agglutinant les globules rouges de
1'héte, a fait récemment 1l'objet d'une solution d'une efficacité remarquable
par 1l'emploi de la chromatographie d'adsorption sur résine échangeuse d'anions :
DEAE~cellulose (LANHAM, 1968 ; IANHAM et CGODFREY, 1970)
Si 1l'efficacité de cette méthode est actuellement incontestable,
"le choix d'un milieu de culture in vitro, favorable 3 l'ensemble des Trypanoso-
matidae hétéroxénes, est plus délicat. Nous ne passerons pas en revue l'ensemble
de ces milieux, qui sont de trois sortes : diphasiques, monophasiques et cultu-
res sur cellules ; TAYIOR et BAKER (1968) en ont fait une excellente analyse.
Notre choix s'est porté sur le milieu G.L.S.H. initialement décrit
par JADIN et PIERREUX (1960), légérement modifié par JADIN et LE RAY (1969)

pour la culture de l'ensemble des Trypanoscmatidés. Ce milieu présente :

- l'avantage d'une récolte simple des organismes par centrifugation (milieu mono-
phasique liquide sans éléments cellulaires tel que des globules rouges) ;

- l'inconvénient d'étre rendu trés immunogéne par la présence de sérum de veau ;
cependant, les réactions_immunologiqués intéressant les contaminants sériques
sont aisément supprimées 3 1'aide des épreuves d'absorption. Par ailleurs, ces
inconvénients sont nettement compensés par une remarquable multiplication en

masse de l'ensemble des Trypanoscmatidés dans ce type dé milieu.

2.2.1. Culture in vitro

® La culture des trypanosomes nécessite, comme pour les cultures
de tissus, l'emploi d'une verrerie parfaitement lavée, rincée 3 l'eau distillée
puls stérilisée.

Ie milieu de culture G.L.S.H. (glucose, lactalbumine hydrolysée,
sérum, hémoglobine) demande la préparation préalable de 1'hémoglobine provenant
d'un extrait globulaire de boeuf (Bacto Beef Blood, Difco). Cette solution i
3 pour cent en eau bidistillée, portée i 1'ébullition 1/4 d'heure, est centri-—

fugée a basse vitesse (1500 tpmn pendant 10 minutes), filtrée sur papier filtre

ordinaire, autoclavée puis stockée 3 4°C.




Le milieu de culture se carpose :

a)'de la solution de Hanks :

Eau bidistillée 750 ml
Nacl 8,00 g Na,HPO,.12H,0 0,15 g
KCl 0,40 g KH,PO, 0,06 g
' CaCl,.2H,0 0,25 g Nafo5 0,98 g
MgS0, . TH,0 0,20 g glucose 1,009
b) additionnée de
lactalbumine (hydrolysat) 3,00 g
sérum de veau - 100 ml
hémoglobine (solution stock) 150 ml
Pénicilline G 200.000unités
Streptomycine (Sulfate) 100.000 pg

Ie pH est ajusté & 7,4 avec NaOH ou HC1 0,1 N. ILafiltration sté-
rilisante g'effectue sous'pression,éur menbranes d'acétate de cellulose (Sar—
torius ou Millipore) a l'aide d'une série de filtres de porosité décroissante
3,0~-1,2 -0,45 - 0,22 microns avec préfiltres intercalaires en fibres de
verre. | |

Le milieu stérile peut se conserver perdant 6 mois a 4°C.

L'entretien des souches en routine est réalisé en veinotubes

(B.D.) contenant 3 ml de milieu de culture. Les subcultures ont lieu réguliére-
ment 1 ou 2 fols par semaine selon les souches. En vue d'une culture massive,
il est souhaitable d'exalter la souche en veinotube en la repiquant tous les

deux jours.

®les cultures massives, en flacons de 1000 ml contenant 200 ml

de milieu de culture, demandent d'abord l'entretien régulier de la souche,
exaltée préalablement en veinotubes, dans des flacons de 250 ml contenant 40 ml.
de milieu. L'ensemencement des flacons contenant 40 ml de milieu s'effectue

a partir de quelques veinotubes ; celui des flacons contenant 200 ml de milieu

se faisant avec les 40 ml de cette culture trés riche et exaltée.
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Quand la culture massive atteint son développement maximal, il
est alors possible d'ensemencer directement 4 flacons de 200 ml & l'aide d'un
seﬁl.

Aprés une période variable de culture & 28°C (4 3 8 jours selon
les espéces), la récolte permet 1l'obtention d'une quantité importante de flagel—
lés. Le rendement varie selon les espéces, mais il est en moyenne de 1'ordre
de 1 gramme de corps cellulaires entiers (poids humide) par litre de milieu.

L'emploi de sérum de veau foetal permet une meilleure constance de multiplica-
tion d'ol des rendements accrus mais n'est pas indispensable & la culture mas-

sive des Trypanosomatidae.

Du point de vue morvhologique et biolegique, les formes de

~

culture sont 1l'équivalent . de celles de 1'hdte intermédiaire, d savoir :

- trypanosomes Stercoraria : les formes épimastigotes et les formes micromas-—
tigotes ; »

- trypanosomes Salivaria : les formes trypomastigotes non salivaires de 1'hdte
intermédiaire Glossina ;

- Leishmania : les formes promastigotes.
SSeie S i <l : _

2.2.2. Formes sanguicoles

L'obtention des formes sanguicoles procéde par élution sur
colonne de DEAE-cellulose (LANHAM, 1968 ; LANHAM et GODFREY, 1970 ; modifica-
tions techniques apportées par VAN MEIRVENNE et al., 1973a).

@ Principe. La charge superficielle descellules parasitaires pré-
sente une électronégativité inférieure 3 celle des &léments sanguins de 1'hSte
aux pH 6 a 9. En présence d'une solution tampon de pH et de force ionicue
adéquats, un gel de DEAE-cellulose chargé positivement retient tous les &1é-
ments sanguins figurés de 1'hdte alors que la solution d'exclusion entraine

les trypanosomes.

-

T. brucei a été effectuée a partir de populations cldnées, de type antigénique

déterminé, par subinoculation tous les 2 jours de rats Wistar d'environ 180 g.




tion apportée par VAN MEIRVENNE et al., 1973a).le mélange est placé dans une

Le‘sang parasité a été prélevé par ponction cardiaque sur anticoagulant (hépa—
rine) puis injecté par voie intrapéritonéale a de nouveaux rats. Une dizaine

de fats massivement parasités sont anesthésiés, var injection de 1 mi d'un
mélange de Nembutal et d'héparine (2 volumes de Nembutal pour 3 volumes d'hépa-
rine), puis sont exsanguinés par ponctioncardiaque. Les sangs de ces dix rats
sont rassemblés et leur volume est mélangé a cing volumes d'une suspension
équilibrée de gel de DEAE-cellulose (type DE-52, Whatman Chromedia) (modifica-

colomne en verre (@ 10 cm, hauteur 15 cm, munie d'un filtre en verre frité de
porosité n°l, c'est-d-dire 90 & 150 microns) préalablement rempli par 200 ml
de gel neuf.

Ie mélange est élué 3 température ambiante par une solution tam-—
ponnée glucosée de pH 8,0 et de £.i. 0,22 (solution PSG, LANHAM, 19683).

ILe rendement varie selon la parasitémie des rats, mais il est
en moyenne de 1'ordre de 70 mg de corps cellulaires entiers (poids-humide) par

rat.

2.3, PREPARATION DES EXTRATTS ANTICENIQUES

La préparation des extraits antigéniques hydrosolubles sous
forme lyophilisée demande, au préalable, la récolte des organismes et leur
lavage afin d'éliminer les contaminants sériques provenant du milieu de culture -

ou de 1'hbote.

2.3.1. Récolte des organismes multipliés in vitro et in vivo

Que ce soit lors de la récolte des formes de culture ou celle
des formes sanguicoles, le milieu de culture ocu la solution d'exclusion de la
colonne de DEAE-cellulose est homogénéisé puis centrifugé dans des pots de
1000 m1 & 2.800tpmn (2000g) pendant 15 minutes. Nous &liminons alors le surna-
geant par aspiration sous vide ; les culots, réunis dans un seul pot‘.de cen-
trifugation, sont lavés dans 200 ml de la solution saline glucosée de Hanks
(HANKS et WALLACE, 1949) pour les formes de culture ou dans la solution tampon -
PSG pour les formes sanguicoles. Il est ainsi effectué 2 lavages pour les forﬁes
sanquicoles et 4 pour les formes de culture, par centrifugation & 2000 g pendant
15 minutes. Pour réduire la lyse spontanée des flagellds, les solutions de lavage

sont réfrigérées 3 4°C.




_ Ies formes sanquicoles ou de culture, débarrassées ainsi des
proﬁéinés sériques du milieu ou de 1'hdte, sont additionnéés d'une solution
de NaCl a 1°/,, (lg/litre d'HZO distillée), 3 raison de 10 ml de cette solution
pour 1 gramme (poids humide) de flagellés. Cette suspension est ensuite congelée

a -70°C puis stockée a -20°C.

2.3.2. Préparation d'extraits antigéniques hydrosolubles

L'extraction antigénicque concerne au minimum 6 grammes (en poids
humide) de flagellés. les suspensions d'organismesen NaCl %o sont décongelées
puis placées dans un mortier en porcelaine de contenance d'environ 2 litres.

Le mélange, congelé a —20°C dans le mortier, est ensuite broy® manuellement

au pilon jusqu'a liquéfaction presque totale. Il est ainsi procédé a 4 broyages
au mortier glace. Aprés le dernier broyage, la solution est centrifugée a

26 000 g, pendant une heure a 4°C. Le surnageant est dialysé 20 heures environ
contre de l'eau distillée (100 volumes d'eau distillée pour un volume de la
solution a dialyser). L'extrait antigénique hydrosoluble est lycphilisé dans
des flacons type plasma de 500 ml & large ouverture. Le lyophilisat est ensuite
réparti d raison de 20 a4 30 mg dans des petits flacéns type pénicilline. Ces
derniers sont placés dans un petit lyophilisateur (Usifroid, microsublimateur
type MSD). Le vide le plus poussé possible est obtenu puis cassé par de l'azote U,
puis les flacons sont bouchés autcmatiquement dans 1'enceinte méme du lyophili-
sateur.

La conservation a -20°C d'extraits antigéniques sous atmosphdre
d'azote ne nous a pas permis d'observer d'altération de leur qualité antigénique
apres deux anﬁées de conservation ; par contre ces mémes extraits conservés
sous air en flacons bouchés & la température du laboratoire s'alt@rent rapidement

en 3 4 4 mois.

2.4. PREPARATIONS DES IMMUNSERUMS

A partir d'extraits antigéniques hydroéolubles ou d'extraits

totaux, nous avons préparé trois sortes d'immunsérums 3 1'aide de deux techni-
/

i

ques d'immunisation : /

- la technique classique par voie sous-scapulaire pour 1'obtention d'hyperimmun—
sérums (HIS) les plus riches possibles en anticorps précipitants et des immun~
séruns de "cinétique" afin d'cbserver l'apparition des anticorps précipitants

déterminés par les composants antigéniques les plus immunogénes ;




- la technique d'injections intradermiques décrite par VAITUKAITIS et al. (1971)

permettant d'utiliser des doses minimes d'antigéne.

Toutes les immunisations expérimentales s'effectuent chez des
lapins adultes ordinaires pesant un minimum de 3 Kg. Le prélévement de sang se
réalise & la veine marginale de l'oreille du lapin par un dispositif de saignée

sous vide.

2.4.1. Methede classique par voie sous-scapulaire

¢ Pour une hyperimmunisation, cette méthode consiste & injecter
chaque semaine 2 mg d'antigéne dissous dans 0,5 ml d'eau physiologique et incor-
poré dans un volume égal d'adjuvant de Freund complet (Difco). Le mélange,
bien émulsionné, est injecté par voie trans-musculaire dans 1'espace sous-sca—
pulaire. Les injections antigéniques restant hebdomadaires, les lapins sont
réguliérement saignés tous les 15 jours dé@s la 5&me semaine d'immunisation.
L'obtention des hyperimmmsérums est réalis@e en moyenne entre le 3&me et le
4&me mois d'immunisation.

o Dans le cas d'une immunisation "cinétique", 0,5 ml d'une suspen-
sion d'organismes broyés ou de jus cellulaire aprés le 4dme broyage au mortier
glace, est injecté, chaque semaine, sans adjuvant de Freund dans l'espace sous—
scapulaire. ILes prélévements sanguins s'effectuent tous les 8 jours dés la

premiére semaine d'immunisation.

2.4.2. Méthode de VAITUKAITIS et al.

L'intérét de cette méthode est de permettre d'obtenir rapidement,
dans un délai d'un mois et demi, des immunsérums 3 1l'aide d'une seule dose
immunisante en quantité minime (1 3 2 mg d'extrait antigénique). Cette méthode
est de choix pour le contrdle de pureté des antigénes purifiés par immunoadsorp-
tion et pour 1'obtention de sérums monospécifiques 3 partir d'un arc d&coupé
dans la gé&lose. Par contre, elle n'est pas 3 conseiller pour 1'obtention d'hyper—
immunsérums dans un but de comparaisons immunostructurales car la carte antigé-
nique, révélée par ces immunsérums, ne concerne'au plus"qu'environ la moitié
des composants révélés par 1es hyperimunsérums.

Les lapins sont rasés sur le dos et les flancs la veille de 1l'in-
jection immunisante. Le mélange d'immmisation est préparé exteamporanément

de la maniére suivante :




2 mg d'antigéne lyophilisé ou leur équivalent en pourcentage
d'azote
+ 1 ml d'eau physiologique
+ 2 ml d'adjuvant de Freund incomplet (Difco)

+ 5 mg de Myccbacterium butyricum (Difco)

L'ensemble du mélange, aprés émulsion, est administré en 40
injections intradermiques de 0,05 ml dans la zone ras@e du dos cdu lapin.

Simultanément, 1 ml de vaccin coquelucheux adsorbé (Perthydral,
Institut Pasteur) est injecté par voie intramusculaire dans la cuisse du lapin.

Les lapins sont salgnés tous les 8 jours. Dés 1l'cbtention du
sérum césiré, ils sont exsanguinés afin d'obtenir le maximum d'antisérum pour
les techniques immunochimicues d'immuncadsorption et les contrdles de spécificité
en immuncélectrophorése bidimensionnelle.

Cette méme méthode d'immunisation a &té utilisée pour injecter
des arcs de précipitation antigéne-anticorps obtenus en macro-immuncélectropho-
rése ou en immnoélectrophorése bidimensionnelle ; l'arc découpé dans la gélose,

additionné de 1 ml d'eau physiologique, est broyé au mortier, puis est mélangé

a 2 ml d'adjuvant de Freund incomplet et de 5 mg de Myvcobacterium butyricum.
» Le délai d'obtention des immunsérums est de 3 & 6 samaines. Si
la réponse anticorpale est négative ou trop faible, un rappel par voie sous-sca-

pulaire est effectué aprés un délai de 6 semaines.

2.5. TECHNIQUES IMMUNOLOGIQUES

La technique immunologique de base de notre travail est 1l'analyse

immunoélectrophorétique. ILes immuno&lectrophordses (I.E.P.) ont &té pratiquées :

- en microméthode pour toutes les épreuves d'orientation, par souci d'é&conomie
des extraits antigéniques et des immunsérums ;
= en macrométhode pour les épreuves définitives de démonstration, en raison de

la commodité de lecture et surtout du plus grand pouvoir résolutif.

La majeure partie des résultats obtenus en immunoélectrophorése
n'ont pu étre interprétés qu'avec 1'apport de la double diffusion en gel
(D.D.G.) en raison de sa plus grande sensibilité, ainsi qu'avec 1'apport des

épreuves d'absorption croisée réalises en milieu liquide.




Ia caractérisation, l'obtention et la localisation des anti-
gdnes spécifiques ont été réalisées a 1'aide des techniques de 1'immunoélec-
trophorése bidimensiomnelle, 1'immunofluorescence indirecte (IF.I.) et les

techniques de marquage enzymologique & la peroxydase.

2.5.1. Précipitation en gel

Les techniques de précipitation en gel (double diffusion d'Ouch-

terlony : D.D.G., immuncélectrophorése : I.E.P., immmoélectroghorése bidimen-—

sionnelle) sont des méthodes fines et élégantes d'analyse des composants anti-
géniques d'une solution.

L'immunoélectrophorése, mise au point pour 1'étude des proté&ines
sériques par GRABAR et WILLIAMS (1953), modifiée en microméthode pour des lames
porte~objet par SCHEIDECGER (1955), fut adaptée, par le laboratoire de Parasi-
tologie de Lille, a 1l'étude des antigénes parasitaires dans un but analytique
et diagnostique.

Les analyses immunoélectrophorétiques des antigénes parasitaires,
d'abofd réalisées en gélose, ont bénéficié d'une plus grande sensibilité qualita-
tive grice a 1'emploi des gels d'agarose.

Le gel d'agarose se vrépare extemporanément en dissolvant 1 gr
d'agarose (Indubiose-A37 . Industrie Biologique Frangaise, Gennevilliers) dans
100 ml d'une solution tamponnée de véronal sodé a pH 8,2 ; Cﬁ60 g de véronal
sodé (barbital sodique) dissous dans 4 litres d'HZO désionisée + 220 ml 4'BCL
IN + Eau désionisée gsp 10 litréz).

Le mélange est porté & 85°C - 90°C dans un bain-marie pendant
20 mn, en homogénéisant de temps en temps. Ensuite, le gel d'agarose est coulé
sur des lames de verre dégraissées,de dimension bien définie pour chaque type

de précipitation.

2.5.1.1. Double diffusion en gel (D.D.G.)

@© Principe. Nous utilisons la technicue d'OUCHTERIONY (1958) suivant
les modifications préconisées par ABEIEV (1960). Elle a comme principe, la ‘
diffusion de 1'antigéne et de 1l'antisérum, 1l'un vers 1'autre, dans le gel d'aga-
rose. Au point d'équivalence (d'équilibre) antigéne—anticorps,‘chaque composant
antigénique, se complexant avec l'anticorps précipitant correspondant, va provo-
quer la formation d'un précipité blanchitre présentant 1'aspect d'une ligne

plus ou moins incurvée (figure 5) .
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Figure 5 : Diagramme d'aprés WILLIAMS et CHASE
(1971) illustrant la formation de deux arcs de
précipitation en double diffusion en gel, m&thcde
d'CUCHTERLONY. Ia diffusion des antig@nes est re-
présentée par des points, celle des anticorps par
des lignes.

€) Méthode. Nous indicquons ci-dessous les diagrammes a 1'échelle
millimetricue des différentes sortes de lames utilisées pour la double dif-
fusion en gel.

+ Macrométhode

~ Analyse de plusieurs extraits antigéniques a 1'aide d'un méme irmun-
sérum.
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- Analyse d'un extrait antigénique 3 l'aide de plusieurs immunsérums.

n i
T e e

+ Microméthode (pour déterminer la dose d'épuisement d utiliser lors d'une

SR i

* Tableau récapitulatif des données méthodologiques de la double diffu-

sion en gel.

( : : : : )
( T . , :  Volume :  Volune : Poids )
( , Dimensions :d'agarose (1%): d'immunsérum : d'antigéne )
Méthode " des lames & 2995 . N Jen
{ ! tilisdes G coulé&e sur :non concentrd: et volume )
( : T : les lames : par puits :du puits de A&pot)
{ : : : : )
( : : : : 2 ng )
( macro-D.D.G. :10,5cmx5,5cm: 11,5 ml : 0,25 ml : dans )
( : i ' K e 30 pul )
( : : : : 12 g )
( micro-D.D.G. : 8cm x 2,5cm: 4 ml : 30 }Jl : dans )
( : : : : )

3 ul




2.5.1.2. Immunoélectrophorése (I.E.P.)

€> Principe. Un composant antigénique se caractérise par sa mobilité
électrorhorétique (propriété électrochimique) d'une part et par sa spécificité
immunochimique (propriété structurale) d'autre part.

L'imuno&lectrophorése fait appel par définition i ces deux pro-—
priétés nettement distinctes & savoir dans un premier temps, une &lectropho-
rése de l'extrait antigéniqued analyser et dans un deuxiéme temps, une double
diffusion antigéne-anticorps (figure 6). Dans leur traité&, en 1964, GRABAR
'ét BORTIN.détaillent avec précision le principe et les différentes applica-

tions de l'analyse immunoglectrorhorétique.
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Figure 6 : Diagramme schématique du principe

' de 1l'immunoélectrophorése.
A - L'extrait antigénique 3 analyser, déposé dans
le puits de dépdt (P), est soumis a un champ élec-
trique ; ceci a pour résultat de séparer les com—
posants, suivant leurs charges, le long de l'axe
de migration. 7 _
B - L'immunsérum est déposé dans une fente paralléle
d l'axe de migration (F). En diffusant dans le gel,
les anticorps et les antigénes réagissent en formant
des arcs de précipitation spécifiques (C).




I1 est important de souligner dés maintenant qu'un arc de pré-
cipitation représente, dans l'extrait antigénique, non pas un antigéne mais
bien une famille de protéines ayant des sites immunologigues identiques ou

partiellement identiques.
© Methode.
L'analyse d'un extrait antigénique peut se réaliser :
—- s0it en macrométhode én raison de sa plus grande fésolution et de la
commodité lors de la lecture ;

— soit en microméthode pour des raisons d'économie aussi bien d'antigéne

que d'immunsérum.

% Nous indiquons ci-dessous les diagrammes 3 échelle millimétrique

des différentes sortes de lames utilisdes pour 1'analyse immunoélectrophoré-

tique.

+ Macrométhode
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- La déminéralisation s'effectue, a la température du laboratoire, en déposant
sur le gel un morceau de papier "Whatman N°1" de méme format.

- Aprés compléte déshydratation, ces lames déminéralisées sont colorées dans
un bain de Noir Amido 10B (425 ml d'une solution molaire d'acide acétique ;
425 ml d’'une solution d'acétate de sodium a 0,1 M, 2 gr de tloir Amido 10 B,
Merck ; eau distillée gsp 1000 ml). ILa décoloration du gel s'effectue dans

une solution a 2 pour cent d'acide acétique pur.

€ Principe. Le principe de 1'analyse immunoélectrophorétique bidi-
mensionnelle fut établi par RESSLER (1960) . Ia technique fut modifiée en 1965
par LAURELL et développée en tant que méthode quantitative par CLARKE et
FREEMAN (1968) . '
Cette technicue peut étre considérée comme la combinaison de 1'elec-
trophorése simple en gel d'agarose et de 1'électroimmunodiffusion selon LAURELL,
1966 (immunoélectrophorése quantitative en gel d'agarose contenant de 1'anti-

sérum) .

Figqure 7 : Principe de l'analyse immuncélectrophorétique
bidimensionnelle.

Elle s'effectue en deux temps :

- a) une premiére électrophorése du mélange protéique a

analyser a lieu dans un gel d'agarose en forme de bande

allongée (B).
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- b) la bande B est serrée entre deux plaques
d'agarose P et P' dans lesquelles a &té incor-
poré au préalable un antisérum convenable en
milieu tamponné. L'ensemble des trois bandes
jointives est placé dans un champ électrique,
dans un sens perpendiculaire au premier.

B 2™ DINEYSION

O . .
EéJSolutlon d'agarose (1,3%) contepant un anti-
sérum en tamoon pH 3,2 et I 0,03 suivant

REBEYROTTE et al. (1970).

Au cours de la deuxiéme électrophorése (figure 7,b),

il se forme une précipitation quantitative dans le gel
d'agarose contenant 1'antisérum. En effet, 1l'antigéne

en cours de migration rencontre les immunoglobulines &
fonction anticorps qui restent en place dans 1'agarose
car elles se trouvent d leur point isoé€lectrique en rai-
son du tampon et du pH. L'union des fractions de 1l'anti-
géne et des anticorps, union provisoirement non précipi-
tante car redissoute par l'excés d'antigéne, se déplace
jusqu'a une zone d'équilibre oll se forme alors un pic
de précipitation. ’

_3]_._




Nous avons utilisé cette technique en raison de sa supériorité
-analytique par raprort a 1'immunoélectrophorése simple. L'aspect quantitatif
deAcette technique n'a pas été envisagé dans ce travail, mais il est important
de signaler qu'AXELSEN et BOCK (1972) ont défini les principes d'identifica-
tion des immunprécipités, dont on ignore la composition, en utilisant des
antigénes purs (technique "Tandem" de KRéLL, 1969) ou des antisérums spécifi~
ques (technique en gel intermédiaire de SVENDSEN et AXFEISEN, 1972).

© Méthode. Beaucoup d'auteurs utilisent le tampon classique de 1'immua-—
noélectrophorése simple (tampon véronal sodé pH 8,2). Avec ce tampon, les cons-—
tituants trés cathodiques sont médiocrement séparés. Aussi, nous avons adopté
les modifications apportées par REBEYROTTE et al. (1970) : & savoir un tampon
différent qui met en évidence la totalité des composants cathodiques.
Tampon de REBEYROTTE et al., pH 8,2,;_0,03 :
5,5 diéthylmalonylurée acide 1,3 g/l
5,5 diéthylmalonylurée sodée 7,7 g/l
eau désionisée gsp 1000 ml
Ia solution d'agarose est a la oconcentration de 1 pour cent en
tampon REBEYROTTE pour la premiére dimehsion. L'antisérum est incorporé
a une solution d'agarose (1,3 g pour 100 ml) en tampon REBEYROITE maintenue

3 49°C au bain-marie.

* Nous indiquons ci-dessous les diagrammes a 1l'échelle millimé-
trique des différents types de lames utilisées pour l'analyse immmnoélectro—
phorétique bidimensionnelle. (Ie volume d'agarose & 1,3 %, additionné d‘anti-

sérum est porté sur les diagrammes millimétriques).

+ Microméthode




+ Macrométhode
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Isologie imnmnochjmique de T. cruzi et de
I:__g__a__ngg__],_%, analysée a l'aide d'un HIS
anti-T. cruzi préalablement absorbé par le
milieu de culture.

A) Figure 8 : Analyse immunoélectrophorétique
directe

| O
~‘ /_...w == = IS anti-T. ¢ -y
/W ', .N«“M"“\% 2

B) Figure 9 : Absorption croisée progressive en
micro-double diffusion.

(HIS anti-T cruzt —-SV)
—T.rangelt

\\\a \\x\ 5
% @\\// W/@W@ A 20 my /mt
Tl"

/','f:‘ \\\ // B 30 m
G2 Tr Tc.')r‘ Tr ]C> 4o fm%;:rmng
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E 60 mg 'ml
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* Les lavages et la déminéralisation s'effectuent selon les
mémes principes et dans les mémes conditions que 1'immunoélectrophorése
sihple.

La coloration au noir Amido entrainant souvent un fond trés
foncé, nous avons préféré colorer les lames au bleu de Cocmassie R :

2 g de bleu de Coomassie R dans le solvant suivant :

- 180 ml d'éthanol 96 %

~ 40 ml d'acide acétique pur

- 180 ml d'eau désionisée

La décoloration du fond s'effectue dans le solvant.

2.5.2. Epreuve d'absorption croisée

L'analyse immunoélectrophorétique comparative de deux organismes
hétérologues & 1'aide de 1'hyperimmunsérum (HIS) homologue d'une des deux
especes, met en évidence les parent3s antigéniques de ces deux organismes.
Mais il est nécessaire, pour apprécier définitivement 1'indice d'isologie
des composants solubles de ces deux esp@ces et les spécificités antigéniques
de l'espece vis-a-vis de 1l'organisme hétérologue, de procéder a 1'absorption
de 1'HIS de l'espdce considérée par l'extrait antigénique de 1'organisme
hétérologue.

Ie recours a l'épreuve d'absorption crois@e assure de ne pas
prendre en considération des différences antigéniques quantitatives entre les
espéces étudiées, mais de révéler uniquement leurs spécificités qualitatives.
Néanmoins, l'absorption croisée doit étre conduite avec rigueur, c'est-3-dire
de manieére progressive et contrdlée. Comme exemple, nous prendrons les parentés
antigéniques entre T. (S.) cruzi et T. (H.) rangeli, cbservées 3 1l'aide d'un

HIS anti-T. cruzi.

A) L'immunc@lectrophorése directe, menée i l'aide d'un HIS anti-T. cruzi
(absorbé par du sérum de veau : SV, les contaminants sériques du milieu de
culture entrafnant des anticorps précipitants anti-sérum de veau) révéle
chez 1'organisme hétérologue (T. rangeli) un certain nombre de composants
(18) partagés avec T. cruzi (figure 8 : 2 ——> ). La réaction homologue
(T. cruzi/HIS anti-T. cruzi)met en &vidence 30 composants antigéniques
(fiqure 8 : 1 ——> ).




C) Figure 10 : Contrdle de 1'absorption croisée
en macro-double diffusion (schéma grossisse-—
ment x 2).

D) Figure 11 : Mise en évidence, en immunoélectro-
phorése, des spécificités de la souche hamologue
par rapport a la souche hétérologue.
4
T. rﬂ
Conclusion

Indice d"isologie immunochimique des composants solubles
Camplémentarité entre les spécificités (11 arcs) et les parenté@s (18 arcs) par

rapport au nombre total de composants en réaction homologue (30 arcs) donc :

Parentés _ 18 ~
nbre total ~ 30

0,6 des camposants totaux objectivés.




B) L'HIS (anti—@. cruzi~sv) est soumis d une absorption progressive par des
doses croissantes d'extrait soluble lyophilisé de 1'organisme hétérologue
T. fangeli. L'épuisement des réactions croisées est contrdlé =n micro—double
diffusion (figure 9). Le point d'évuisement est atteint en D [? —>
(HIS—anti-T. cruzi-SV)-50 mg de T. rangeli|. Mais il est capital de poursuivre
1'absorption au dela du roint de 1l'Zpuisement apparent dans ie but de vérifier
la persistance des réactions homologues. Il est en effet fréquent que l'orga-
‘nisme hétérologue renferme des antigénes communs en quantité beaucoup plus
faible que 1l'organisme homologue. Il y a alors épuisement apparent des réac-
tions croisées pour une dose donnée de l'extrait hétérologue. Si les organis—
mes comparés ont des structures antigéniques similaires, la moursuite de
1l'absorption par des doses surérieures entraine 1'épuisement de la réaction
homologue et démontre 1'identitéd qualitative des organismes comparés. Par
contre, lorsqu'il existe des spécificités qualitatives (exemple entre T. cruzi
et T. rangeli), la réaction homologue se maintient. Systématiquement pour les
caractérisations des spécificités, nous avons utilisé, caure dose d'absorption,
une quantité d'extrait soluble lyophilisé de 10 mg/ml supérieure a celle néces-—
saire 3 1'obtention du point d'équivalence de 1'épuisement en micro-double dif-

fusion (exemple : D + 10 mg de T. rangeli/ml).

C) L'absorption de 1'HIS (D + 10 mg) est contrdlée ensuite en macro-double
diffusion, méthode plus sensible que l'immunoélectmophoréée et que la micro—

double diffusion (figure 10).

D) Finalement, les spécificités cbjectivées par 1'HIS absorbé sont identifiées
en immmnoélectrophorése (figure 11 : 4 ——> , montrant 11 arcs de précipi-
tation).

Si le résultat des spécificités (4 ——» : 11) est complémentaire
de celui de 1'immunoélectrophorése directe (2 ——» : 18, figure 8) par
rapport au nombre total des composants objectivés en réaction hamologue
(1 ~—— : 30, figure 8), il est alors possible de fournir un indicé d'iso~
logie immunochimique des camposants solubles analysés entre les deux organismes

étudiés.




rapport d un HIS anti-T. cruzi

lLa complémentarité entre les parentés et les spécificités permettent

. d'établir le rapport suivant :

Nbre de composants antigéniques communs _ 18 0.6
- ’

1 T Tibre de composants antigéniques totaux 30

2.5.3. Immunofluorescence indirecte (IF.I.)

Nous avons praticqué la technique d'immunofluorescence indirecte a
des fins diagnostiques avec le sérum des malades, grice i des étalements de
parasite sur lame. La méme technique, mais effectuée en tube aprés fixation
des parasites a la glutaraldéhyde, est utilisée pour localiser les antigénes

les plus spécifiques de la surface membranaire des trypanosomes.

Principe général de 1'IF

Le principe de la méthode est de visualiser la liaison spécifique
antigéne—anticorps en marquant les anticorps & l'aide d'un fluorochrome,
substance fluorescente en lumiére ultra-violette.

C'est COONS et al. (1942) qui imaginérent les applications pratiques
de 1'immunofluorescence pér utilisation de 1l'isothiocyanate de fluorescéine
fixeé auxvanticorps par diazotation. ILa rdaction directe de COONS consiste a
coupler l'antigéne avec les immunoglcobulines a fonction anticorps, marcudes
au préalable a 1'isothiocyanatede fluorescéine.Elleest d'une trés grande spé-
cificité mais a le double inconvénient d'étre peu sensible (voir figure 12) et
de nécessiter un marquage de chaque sérum utilisé.

Par contre, la méthode indirecte dite " deux couches" est plus
sensible en raison de la disposition en éventail des camplexes antigé&ne-anti-
corps (figure 12) selon NAIRN (1969). Elle utilise des immunoglobulines "mar- -
quées" ahti—immunoglobulines de 1l'espeéce animale ayan£ servi a 1'immunisation

ou a l'infection. Ces imuunoglobulines "marquées", vendues dans le commerce,

‘sont en général de bonne qualité.




© Principe de la méthode indirecte (figure 13)

Mise au point par WELLER et COONS (1954), cette mdthode indirecte

consiste

1°) & mettre en contact 1l'antigéne (figuré) et 1'antisérum contenant ou non

des anticorps spécifiques. Si des anticorps spécifiques sont présents, ils

vont se fixer sur les sites antigéniques. Ie lavage élimine les immunoglo-

bulines sériques non fixées et respecte les complexes formés.;

2°) a mettre en é&vidence le complexe antigéne-anticorps grice

@ Méthaode

Antigénes utilisés :

Type de la réaction

Fixation :

ANTISERUM :

Conjugué "marqué"

Technique diagnostique

: - |formes de culture |
de T. cruzi et
L. donovani déposées
sur lame porte-objet
(méthode des gouttes

- frottis sur lame vor-

te-objet de de
souris parasitées
avec T.b.brucei pour
la maladie du sammeil

Ag figuré

Séchage 2 heures a 37°C

sur lame
Méthode des : - .
Jouttes ,SuL _rrottis
Pas de fixation fFormol 5%
Réhydratation  dans PBSpH 7,2
au Bleu d'Evans  pendant 5 mn

1/10000 dans PBS 2 lavages en PBS
Dilution sériée

20 mn & la température ambiante

2 lavages en PBS

Conjugué fluorescent anti-globu-
lines humaines (Institut Pasteur)
Dilution 1/100&me dans Bleu
d'Evans au 1/10000

20 mn & 37°C

2 lavages en PBS

Lecture

-~

a un conjugué

fluorescent anti-immunoglobulines de 1'antisérum utilisé dans le ler temps.

Localisation de surface
d'Antigéne

: - formes de cul-
ture de T.cruzi

- formes sangui-
coles obtenues
sur colonne de
DEAE-cellulose
pour T. brucei

P Ag figursd

en tube

Glutaraldéhyde & 2,5 % dans

tampon cacodylate 0,1 M

(10 mn 3 4°C)

2 lavages en PBS pH 7,2

par centrifugation a 2000 g

Dilution 1/10&me

30 mn 3 la température
ambiante

2 lavages en PBS par centri-

fugation a 2000 g

Sérum de mouton anti-Ig de
lapin % (Institut Pasteur)
au 1/50éme + Bleu d'Evans

1/10000

45 mn & 37°C

2 lavages en PBS par cen—

trifugation a 2000 g

: microscope Leitz avec filtre BG 12.




FIGURE 12 - Gain de sensibilité en réaction indirecte
(d'aprés DUPQOUEY) .

s T 2
D S

I.F. Directe LF Indirecte

FIGURE 13 - Principe de 1'immunofluorescence indirecte
(d'aprés AMBROISE-THOMAS, 1969) et du mar-—
quage enzymologique indirect 3 la peroxydase.
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2.5.4. Technicue indirecte de marquage enzymologique a la pero-

xydase et ses applications en microscopie optique et

électroniggg

L 3
En raison du manque de spécificité et de sensibilité, en microscopie

électronique, des techniques utilisant des anticorps marqués a la ferritine
(BRETTON et al., 1972), nous avons opté pour des techniques de marquage enzy-
mologique a la peroxydase.

© Princive. Ia méthode indirecte est identique dans son principe et

dans sa réalisation & celle de 1'immunofluorescence indirecte (figure 13) ;

en effet, il suffit d'utiliser au lieu et place d'immunsérums marqués au fluo-
rochrome, des immunsérums marqués a la peroxydase et d'opérer dans des condi-
tions méthodologiques sensiblement similaires a celle de 1'immunofluorescence.

C'est en 1966 que NAKANE et PIERCE ainsi ou'AVRAMEAS et URIEL
introduisent le marquage enzymatique.

Ia technique est basée sur le principe que 1'activité catalytique
de l'enzyme associée a l'anticorps peut &tre révélée par une réaction cyto-
chimique spécifique de 1l'enzyme employée.

La réaction cytochimicque aboutit & un produit insoluble coloré
et dense aux électrons dans les milieux physiologiques. Ce type de marqueur
trouve son utilisation aussi bien en microscopie optique qu'en wicroscopie
électronique.

Pour la microscopie &lectronique, on doit utiliser une enzyme
capable de provoquer;. aprés action sur son substrat, la formation d'une subs-
tance dense aux &lectrons. C'est le cas de la peroxydase du raifort qui a
déja trouvé de larges applications aussi bien en microscopie photonique qu'élec-—
tronique. .

Un grand nombre d'agents de couplaée d'enzymes a des anticorps
ont ét& décrits et essayés ; actuellement la glutaraldéhyde semble donner les
résultats les plus satisfaisants. Nous ne décrirons pas la méthode de couplage
de la veroxydase, ayant utilisé un produit commercial?marqué (sérum de mouton

anti-immunoglobulines de lapin marqué a la peroxydasé selon les modalités

décrites par AVRAMEAS, 1969, Institut Pasteur, Parisy.




@ Méthode.

- Antigénes utilis@s : . formes de cuiture de T. cruzi aprés lavage en solu-
tion de Hanks
; formes sanguicoles de T. brucei obtenues sur colonne
de DEAE-cellulose aprés lavage en PSG
- Type de la réaction : en tube ; lavages (2) par centrifugation (5 mn & 2000 Ep
- Préfixation : glutaraldéhyde 2,5 % en tampon cacodylate 0,1 M (10 mn
a 4°c)
2 lavages en PBS pH 7,2
= Antisérum : sérum de lapin dilué au 1/10éme
30 mn a la température ambiante
2 lavages en PBS ,
- conjugué "marcquéd" : sérum de mouton antiglobuline de lapin "marqué" a la
peroxydase (Institut Pasteur)
dilution au 1/10&me, 45 mn a 37°C
2 lavages an PBS

- Révélation
. Préfixation : glutaraldé&hyde 2,5 % en
tampon cacodylate 0,1 M pH 7,2, 16 h a 4°C
. Lavage en tampon cacodylate 0,1 M,
30 in & 4°C
. 5 mg de diaminobenzidine dans . Révélation peroxydase par diamincbenzidine
10 ml de tampon Tris 0,1 M (5mg/10ml de Tampon Tris 0,05 M, pH 7,4 +
pH 7,4 + 1 goutte (0,05 ml) 0,003 % H202), 30 mn 4 la température
d'H0, - ambiante
10 mn 3 la température . Lavage en tampon tris, 0,05 M, 30 mn
arrbiante . Fixation;: OsO4 2 % en tampon cacodylate,
. 2 lavages en PBS 2 h 3 4°C
. Déshydratation (dans gradient d'acétone)
Microscopie optique . Inclusion dans 1'Araldite (coupes sur
Porter Blum MTl?couteau diamant, montage
sur grilles nue§ ; Coloration au S
Reynolds (30 secondes); ME : Hitachi HU 1
Microscopie électronique
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2.6. PURIFICATIONSBIOCHIMIQUE ET IMMUNOCHIMIQUE

L'obtention d'antigénes spécifiques des Trypanosomatidae étudiés

dans ce travalil a nécessité la mise en oeuvre de techniques de purifications.

Aprés de multiples tentatives a 1'aide des techniques biochimiques classiques
de chromatographie sur gel de Séphadex, nous nous sommes orienté, en raison

de leurs longues manipulations et surtout de 1l'imperfection des ré&sultats

- Obtenus, vers des méthodes immunochimiques d'immunocadsorption.

2.6.1. Chromatographie sur gel de Séphadex

© Principe. La séparation des constituants solubles d'un mélange
peut étre réalisée en utilisant leurs différences de poids moléculaire : et
en procédant par filtration sur gel. Ce gel est généralement préparé a l'aide
de Séphadex, dextran modifié, obtenu par réticulation et formant un réseau
tridimensionnel de chaines de wolysaccharides.
ILe Séphadex se présente sous forme de trés petits grains sphériques
(perles), de taille calibrée, trés hydrophiles. les grains, placés en suspension
dans une solution tamponnée, gonflent considérablement, formant ainsi un gel
dont la matrice est plus ou moins poreuse. Les dimensions des pores sont inver-—
sement proportionnelles au degré de réticulation et correspondent & un poids
moléculaire déterminé. Le gel est disposé dans une colonne, l= mélange & frac-
tionner est versé sur ce gel et est élué 3 1'aide d'une solution tamponnée.
~ Les molécules d'un mélange 3 analyser, qui ont une dimension supé-
rieure au diamétre des pores, c'est-a-dire qui se trouvent au-dessus de la
limite d'exclusion, ne peuvent pas diffuser d travers les pores et parcourent
donc la colonne avec le liquide circulant autour des grains ; elles sont &lues
les premiéres. Par contre, les molécules dont la taille et la configuration per-
mettent la diffusion & travers les pores du gel sont ralenties pendant leur
passage sur la colomne et sont &ludes aprés lesmolécules de poids moléculaire
plus €levé. Les substances quittent donc la colonne dans un ordre décroissant

de poids moléculaire.

© Méthode. Pour le fractionnement de 1'extrait hydrosoluble total de
T. cruzi, nous avons utiliéé du Séphadex G75 superfin et G200 superfin donnant
successivement des damaines de fractionnement de peptides et de protéines glo-
bulaires d'un poids moléculaire compris entre 3.000 et 70.000 pour le G75 et
5.000 & 800.000pour le G200.




Ia filtration moléculaire a été réalisée en tampon Tris-HCl 0,1 M -

“NaCl M, pH 8, sur colonne réfrigérée de 60 cm de hauteur et de 3 cm de diamétre

(volume : 465 ml). Le filtrat a été recueilli sur tubes a raison de 5 ml par
tube avec un débit de 60 ml & 1l'heure. L'appareil utilisé& est un collecteur
de fraction L.K.B. 7000 ULTRORAC avec un enregistreur L.K.B. 6520 et une
cellule Uvicord II.

2.6.2. Tmmunoadsorption

Cette méthodologie, préconisée par CAMPBELL et WELIKY (1967), repose
sur la propriété des anticorps, préalablement insolubilisés par fixation sur un
support figuré, de réagir avec leur antigéne homologue pour ainsi iscler sélec—
tivement celui-ci (figure 14). ,

L'immunoadsorption demande la préparation préalable de 1'immunoad-
sorbant (IADS) & savoir le couplage des anticorps d un gel (protocole d'AVRAMEAS
et TERNYNCK, 1969) ou au Sépharose 4B (protocole d'AXEN et al., 1967). On
utilise les IADS soit en colonne (protocole d'AXEN et al.), soit par centrifu-
gation (protocole d'AVRAMEAS et TERNYNCK). Les IADS vrésentent tous une struc-—

ture trés poreuse, qui exige des lavages abondants et de longue durée.

2.6.2.1. Protocole proposé par AXEN et al. (1967)

® L'inmunoadsorbant (IADS)

L'TADS est r&alisé en couplant un immunsérum monospécifique ou

(%)

ses immunoglobulines a du gel de Sépharose 4B (Pharmacia) activé préala-

blement au bromure de cyanogéne, en tampon bicarbonate de Na 0,1 M~NaCl . 0,5 M.
A 3,5 ml de gel est couplé 1'équivalent de 15 mg d'immunoglobu-—

lines. Le couplage s'op@re par agitation pendaﬁt deux heures a température

du laboratoire. Son efficacité est contrdlée par observation de la diminution

de la densité optique du surnageant 3 280 nm. Ie sérum ou les glcobulines non

fixés sont éliminés par plusieurs lavages successifs avec le tampon bicarbonate.
Les groupes actifs restant sont bloqués pér de 1' éthanolamine

1M, oH 8,2, pendant deux heures. Le produit final egt ensuite lavé en trois

cycles de deux temps par du tampon acétate 0,1 M - NaCl M, pH 4, et du tampon

borate 0,1 M-NaCl M, pH 8. Un dernier lavage est rdalisé en solution de NaCl
0,5 M.

(%) Les immunoglobulines totales d'un sérum sont obtenues par relargage en

sulfate d'ammonium a 33 % selon le protocole proposé par NOWOTNY (1969).




Figure 14. PRINCIPE OE L'tMMUHCADSORPTION

1) PREPARATION de L'iMMUNOADSORBANT (IADS )
Sepharose 48, CNBr

A ANTICORPS

suml?m + Z < —p <

[ADS

Sérum ou BSA — gel
2] IMMUNUAUSURP”UN

: NS o
eExtgit Complexe AC-AG

: IADS Antigénique

3] LAVAGES

g

4) ELUTION




¢ L'immunoadsorption
L'extrait soluble total des organismes étudiés est déposé sur la

colonne de verre (volume 15 ml) contenant 1'IADS, reliée 3 un collecteur de
fractions.

Aprés passage de 1l'extrait soluble 3 un faible débit (20 ml/heu-
re), 1'IADS est lavé avec une solution de NaCl 0,5 M jusqu'd ce que la densi-
té optique du liquide de lavage soit nulle. L'antigéne & purifier, fix€ aux
ariticorps monospécifiques est alors élué par disscciation a pH acide en fai-
sant percoler sur la colonne 1'IADS par une solution tamponnée glycine - HCl
0,2 M~-0NaCl 0,5 M, pH 2,8. L'éluat est ensuite neutralisé avec une solution
de K ,HPO,, 1 M, dialysé contre du tampon PBS, une nuit & 4°C, puis concentré .
par passage sur cellule ultrafiltrante Amicon munie d'une membrane Diaflo

UM-10.

2.6.2.2. Protocole proposé par AVRAMEAS et TERNYNCK (1969)

-

Le principe est identique 3 celui de la technique d'AXEN et al. .
L'immunoadsorption est réalisée dans un bécher et les lavages sont effectués

par centrifugation.

o L'immunocadsorbant (IADS)

Dix ml d'antisérum monospécifique total, dialysé au préalable
contre de 1l'eau physiologique pH 7,4, sont additionnés de 1 ml de tampon
acétate 2 M pH 5 et de 3 ml de glutaraldéhyde 2,5 % en tampon acétate 0,2 M
PH 5. Il se forme alors un gel dans un délai de 10 3 30 mn. Aprés un contact
de 3 h, le gel est homogénéisé au potter puis lavé plusieurs fois en tampon
phosphate 0,1 M pH 7,4 jusqu'ad ce que la densité optique du surnageant de
centrifugation soit inférieure a 0,100,

Le polymére est additionné de tampon HCl-glycine 0,2 M pH 2,8
pendant 15 mn d la température de la piéce, centrifugé, puis neutralisé
avec du tampon KZHPO IM. Aprés centrifugation, 1'IADS est lavé en tampon

4
PBS jusqu'd l'obtention d'une D.O. inférieure a 0,050.

® L' immunoadsorption

L'IADS, centrifugé avant l'utilisation, est mélangé a 1l'extrait
soluble total a purifier. Le mélange est incubé pendant 60 mn 3 la température

de la piéce.




Aprés centrifugation, le polymere est lavé plusieurs fois en

| tampon PBS, jusqu'a ce que la D.O. du surnageant soit inférieure a 0,050.

L'antigéne est élué de 1l'anticorps en deux étapes : d'abord avec
du tamoon refroidi HCl-glycine pH 2,8 pendant 15 mn d 4°C sous agitation ma-
gnétique. L'€luat est recueilli par centrifugation. L'opération est répétée
avec du tampon refroidi HCl-glycine pH 2,2. Les surnageants obtenus sont

immédiatement neutralisés avec une solution de KZHPO 4’ 1M, puis ils sont

‘dialysés contre du PBS, une nuit a 4°C. L'éluat dialysé est concentrd par pas-

sage sur cellule ultrafiltrante &micon munie d'une membrane Diaflo UM-10.
Apreés usage 1'IADS est lavé en tampon glycine HC1 pH 2,8, neutra-
lisé avec KyHPOp, 1 M,puis entampon pBS et peut étre réutilisé.




CHAPITRE 3 : STRUCTURES ANTIGENIQUES DES EXTRAITS HYDROSOLUBLES DES

TRYPANOSOMATIDAE, HETEROXENES PARASITES DE L'HOMME :

T. CRUZI, T. RANGELI, T. B. GAMBIENSE, L. DONOVANI.

La détermination des parentés et des spécificités antigéniques
entre différentes espéces demande, au préalable, une connaissance précise
des structures antigéniques. Seule 1l'analyse immuncélectrophorétique, méthode
analytique de choix, permet la caractérisation des composants antigéniques a
1l'aide dé sérums hyperimmuns préparés chez le lapin. Une étude détaillée de
la structure antigénicque d'un organisme, nous a permis de distinguer les
antigénes hétérospécifiques, communs a4 de nonbreuses espéces zoologiquement

€loignées, des antigénes appartenant strictement a 1l'espece.

3.1. LES ANTIGENES HETEROSPECIFIQUES

» Les antigénes hétérospécifiques, appelés aussi ubiquistes, n'ont
quére été étudiés chez les Protozoaires. Par les réactions croisées non spéci-
fiques qu'ils déterminent, ces antigénes peuvent fausser les résultats des

comparaisons immunotaxonomiques et des résultats diagnostiques.

Sans préjuger de leur origine, les antigénes hétérospécifiques,

communs d de nombreuses espéces, peuvent étre classés en trois catégories :

(a) des polysaccharides analogues a la substance C ;

(b) des antigénes ubiquistes pouvant entrainer des parent8s de hasard
avec d'autres organismes trés &loignés zoolcgiquement ;

(c) enfin, des antigénes partagés avec le milieu de culture des trypano-

somes ou 1l'héte vertébré du parasite.

Aussi, nous avons tenté d'en apprécier la fréquence et 1'impor-

tance dans les extraits antigéniques-de T. cruzi, L. donovani, T. brucei et

T. gambiense & 1'aide des méthodes de précipitation en gel.




3.1.1. Les polysaccharides du type de la substance C

les extraits antigéniques de champignons et d'helminthes contien-
nent fréquemment des antigénes analogues aux polysaccharides du type de la
substance C (LONGBOITOM et PEPYS, 1964 ; BIGUET et al., 1965a). Décrite ini-
tialement au niveau de la capsule de pneumocoques (TILLETT et FRANCIS, 1930),

la substance C a la propriété de précipiter la protéine C-réactive, composant

‘sérique qui n'est pas une immunoglobuline et dont la production est particulié-

rement marquée chez les vertébrés au cours des états inflammatoires.
Des polysaccharides du type de la substance C ont été quelquefois

rencontrés dans les extraits de Trypanosomatidae étudiés mais de maniére irré-

guliere et en quantité réduite, principalement chez les formes de culture 3gées
(figure 15, A). La formation des précipités aspécifiques dis 3 ces substances
requiert la présence d'ions Ca++ ; i1ls sont éliminés des réactions de précipi-
tation en gel par incubation pendant 3 heures dans une solution de citrate
trisodique & 5 grammes p. 100 & la température du laboratoire (figure 15, B),
le citrate de Ca qui se forme n'étant pas ionisé en solution.
A 18
' anti-PCR ~apres citrate trisodique @ 8 7%

Figure 15 : Présence de polysaccharides du type
de la substance C dans des extraits antigéniques
de Trypanoscmatidae (T. brucei et L. donovani)

- A : lLa protéine C-réactive d'un sérum humain
(PCR) , révélée par un immunsérum anti-PCR
(Difco), précipite la substance C présente
dans les extraits de T. brucei et L. donovani

- B : L'incubation du gel dans une solution de ci-
trate trisodique & 5 % dissout le floculat,
sans altérer le précipité immunologicue
PCR-anti-PCR.




Ainsi, la présence de polysaccharides du type de la substance C

“dans les extraits de Trypanosomatidés nécessite, lors des études comparatives

etldiagnostiques, une incubation préalable des immunoé&lectrophorégrammes dans
un bain de citrate trisodique ; ceci permet d'éliminer de fausses réactions

positives.

3.1.2. Parentés de hasard (antigénes ubiquistes)

. Des antigénes de type FORSSMAN, signalés chez T. brucei (HOUBA
et ALLISON, 1966 ; HOUBA et al., 1969) et chez T. cruzi (ENOS et ELTON, 1950)
ainsi que les déterminants des groupes sanguins ne sont pas révélés classique-
ment par les techniques de précipitation en gel ; par contre, celles-ci
visualisent certaines parentés de hasard lors de la confrontation de T. brucei,

-~

T. cruzi et L. donovani & une série d'organismes étrangers au phylum (champi-

gnons, helminthes, Mycobacteriaceae) .

3.1.2.1. Helminthes - Champignons

La confrontation immunoéléctroPhorétique des HIS anti-T. cruzi,

~T. brucei, -L. donovani et de 24 espdces de champignons et d'helminthes

(tableau III) ne met en évidence de réactions croisées qu'a de rares occa-
sions. Ces réactions ne s'expriment généralement que par un seul arc de pré-
cipitation, d'ailleurs atténué par le citrate trisodique.

- Ces résultats montrernt le caractére exceptionnel des réactions
croisées entre Trypanosomatidés et les champignons et helminthes. Ces réac—
tions n'expriment pas nécessairement des parentés antigéniques vraies. En
effet, une incubation prolongée (16h) des lames dans une solution de citrate
trisodique resolubilise partiellement la plupart des précipités, localisés
d'ailleurs dans la région = du puits de dépdt de 1'extrait antigénique.

D'autre part, ces réactions'peuvent &tre dues a un contact
immunogéne naturel, indépendant de 1'immunisation expérimentale et préexistant
a celle-ci. Des observations de LE RAY (1975) montrent que certains lapins
présentent un nombre réduit de précipitines anti-bactériemnes et anti-proto-
zoaires. Ceci souligne la nécessité, non seulement d'une saignée de contrdle
avant toute immunisation, mais de plus, d'avoir recours 3 1'absorption des
anticorps correspondants a 1l'aide des extraits antigéniques intéressés pour

obtenir une démonstration catégorique des parentés antigéniques.







TABLEAU IT

‘Réactions immunoélectrophorétiques croisées entre Trypanosomatidae

et quarante-deux organismes non apparentés, révélées & 1'aide
d'hyperimmunsérums anti-farmes de culture.

T.brucet T.cruai L.donovant
CHAMP IGNONS

Microsporum cants
Trichophyton schoenletni
‘T. violaceum

T. rubrum
Epidermophyton floccosum
Candida albicans

C. robusta

Rhodotorula SP.
Histoplasma capsulatum
H. duboisit

Blastomyces dermatitidis
B. brasiliensis

Mucor mucedo .
Aspergillus fumigatus

A. nidulans :

A, niger

A. terreus

A. flavus

Pentetllium notatum
Streptomyces sanguineus
S. griseus
Thermoactinomyces SP.
Actinomyces israeli
Nocardia brasiliensis
Alternaria tenuis
Micropolyspora foenti
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HELMINTHES

Fasciola gigantica

F. hepatica

Schistosoma mansont
Dicrocoelium. dendriticum
Clonorchis sinensis
Taenia solium

T. saginata

Hymenolepis nana
Echinococcus granulosus
Cysticercus fasciolaris
Ascaris suum

Toxocara cantis
Angiostrongylus cantonensts
Onchocerca volvulus
Dipetalonema vitae
Panagrellus silustiae

co o
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Légende

0 puits de dépdt de 1'extrait antigénique, réaction négative

<®_= réaction positive
NQ.= arc de précipitation s'atténuant en solution citratée.




3.1.2.2. L, donovani - Myccobacteriacae

En contraste avec les relations antigéniques pratiquement négli-
geables entre Trypanosomatidés et champignons—~helminthes, des parentés excep-

tionnellement importantes, vraisemblablement de hasard, sont rencontrées entre

les genres Leishmania et Mycobacterium. Ces parentés (décrites par RANQUE et al.,

1972 ; OELERICH, 1973), sont illustrées par un minimum de 3 composants (figure
de L. donovani qui se retrouvent entre autre chez les mycobactéries atypiques

M. phlei, M. smegmatis et M. chelonei.

HIS anti- L, donuvanji

P
M. chalonei[]

Figure 16 : Parentés de hasard entre les genres
Leishmania et Mycobacterium : un extrait antigd-
nique de M. chelonei permet de révéler, en imau—
noélectrophorése vis-a-vis d'un HIS anti-

L. donovani, 3 composants antigéniques communs.

Ces réactions croisées entre L. donovani et le genre Mycobac-
terium sont telles que des auteurs ont préconisé 1l'emploi de bacilles acido-
résistants comme antigéne dans le diagnostic du kala-azar par fixation du
complément (GREVAL et al., 1939 ; NUSSENZWEIG, 1957 ; SEN GUPTA, 1969).

Par contre, de telles parentés exceptionnelles n'ont pas été
rencontrées avec le genre Trypanosoma. Les hyperimmunsérums anti-T. brucei
et anti-T. cruzi opposés aux extraits antigéniques des mycobactéries atypiques
n'ont jamais donné de réaction de précipitation dans nos conditions expérimen-—

tales.

3.1.3. Relations avec le milieu de culture ou 1'hdte vertdbré

Une troisiéme classe d'antigénes hétérospécifiques, plus impor-
tante a considérer, est celle des antigénes partagés avec le milieu de culture
ou 1l'héte vertébré.

Tout extrait antigénique d'un Protozoaire, cultivé in vitro

dans un milieu immunogéne ou récoltd in vivo chez un htte vertébré, contient,

16) |




malgré les lavages, des protéines du milieu de culture ou des animaux infectés.
- Avant d'aborder 1'étude de la structure antigénique parasitaire, il était donc

nécessaire :

(a) de définir les conditions optimales de lavage des organismes lors
de la récolte ; '

(b) de caractériser les é&ventuels contaminants dans les extraits antigé-
niques et de localiser, dans les HIS, les anticorps anti-milieu de
culture ou hdte vertébré ;

(c) d'analyser les structures antigéniques varasitaires et les parentés
immunostructurales a 1l'aide d'HIS débarrassés des anticorps anti-milieu

ou hbte par absorption croisée.

3.1.3.1. Contrdle immunologigque des conditions de lavage

lors de la récolte

Le lavage des organismes est soumis & deux impératifs qui a pre-

miére vue sont contradictoires :

= un nombre de lavages suffisamment important pour éliminer les contaminants
antigéniques originaires des milieux de culture ou des animaux infectés ;

- un nombre réduit de lavages pour éviter qu'une souffrance cellulaire au
cours des manipulations entraine la libération d'un petit nombre de compo-

sants d'origine parasitaire.
‘Afin de préciser les conditions optimales de lavage respectant
les deux critéres précédents, nous avons pratiqué un contrdle immunologique,

par immuno€lectrophorése, des eaux de lavage successives.

- Récolte des organismes in vitro en milieu GLSH

L'étude de la structure antigénique comparée, en immunoélectro-—
phorése, des différents composants du milieu de cultuﬁe (GLSH) , a l'aide d'HIS
anti-milieu de culture et anti-sérum de veau a démontré que le sérum de veau '

est le seul matériel antigénique du milieu de culturef(figure 17) .
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AIS anti- bLSH

Figure 17 : Analyse immuncélectrophoréticue
du milieu de culture GLSH, menée a l'aide
d'un HIS anti-GLSH, révélant 1l'existence d'au
moins 22 composants antigéniques et montrant
que seul le sérum de veau (S) est antigénique.
ILe milieu sans sérum de veau (GLH) ne révéle
aucun arc de précipitation vis-a-vis de 1'HIS
anti-milieu de culture GLSH.

Le contrdle de pureté, lors de la récolte des flagellés est
réalisé par l'analyse immuncélectrophorétique des eaux de lavage successives, .
concentrées par lyophilisation et révélées par un HIS anti-milieu de culture
(figure 18). La disparition des protéines sériques de veau est pratiquement
totale aprés le 3&me lavage en milieu glucosé salin. Néanmoins, une trace
reste visible_sur les diagrammes immunoé&lectrovhorétiques, dans la zone de
1'albumine sérique, indépendamment du nombre ultérieur de lavages.

‘ Le premier lavage seul libére,en faible quantité, un petit nom-

bre de composants d'origine parasitaire. .

Ies résultats sont identiques pour toutes les espéces de Trypa-
nosomatidés cultivées in vitro. Sur ces bases, nous avons définitivement adopté

le nombre de 4 lavages lors de la récolte des formes de culture de ces fla-
geliés.

i
|
1
|
|
/

— Récolte des organismes in vivo sur rats Wistar /

Une étude similaire & la précédente a été menéde pour la récolte
des formes sanguicoles de T. gambiense et de T. brucei.
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Figure 18 : Contrdle immunologique des con—
ditions de lavage des formes de culture :
constituants antigéniques du milieu de cul~
ture GLSH présents aprés récolte des organis-—
mes au cours des quatre premiers lavages (eaux
de lavage successives L1 a L4).

LE RAY (1975) a montré que des composants parasitaires, communs
aux formes de culture et aux formes sanguicoles, ne sont ebservés qgu'a partir
du deuxiéme lavage. Des composants cathodiques majeurs spécifiques des formes
sanguicoles apparaissent des le vremier lavage et se retrouvent dans les eaux
de lavage successives.

Personnellement, nous avons montré cu'au cours du lavage des:

formes sanguicoles de T. gambiense, il ne subsiste plus, aprés le premier

lavage, de composants sériques de rat décelables par 1l'analyse immunoélectro—-
phorétique (figure 19).

En raison de la libération faible mais nette de composants para-
sitaires dés le premier lavage et de 1l'absence de protéines sériques de rat
dés le deuxiéme, nous avons adopté le nombre de 2 lavages lors de la récolte

des formes sanguicoles des Salivaria.
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Figure 19 : Contrdle immunologique des
conditions de lavage des formes sangui-
coles de T. gambiense : constituants
antigéniques sériques de rat présents
apreés récolte des organismes au cours des
trois premiers lavages (eaux de lavage
successives L1 a L3 ovposés a un HIS
anti-sérum de rat) .

Ainsi 1'immunoélectrophorése, en permettant de suivre la dispa-
rition des protéines du milieu ae culture ou de 1'hdte vertébré au cours du
lavage des protozoaires récoltés, est une méthode de choix pour le contrdle
de la purification et de la standardisation des antigénes parasitaires cultivés

in vitro ou récoltés in vivo dans des milieux immunogénes,

3.1.3.2. Composants sériques dans les extraits antigéniques

parasitaires
Malgré la disparition des contaminants sériques du milieu ou
de 1'hGte dans les eaux de lavage lors de la récolte des parasites, nous avons
constaté, a 1l'aide de 1'immuno@lectrophorése, leur persistance dans leé extraits
parasitaires.
En effet, 1'analyse immunoélectrophorétique du sérum de veau ou

du sérum de rat par les HIS. anti-Trypanosomatidae révéle 6 a 8 arcs de précipi-

tation (figure 20, A et B). A 1'inverse, 1'immunoélectrophorégramme d'un
extrait soluble parasitaire, par un HIS anti-milieu de culture ou anti-sérum

de rat, ne révéle que 3 & 4 arcs de précipitation (figure 20, C et D).

;
/




A Wsaite | ©
e L1

$.de veau - |
~sS—re — — —_—— |

H1S anti—Ld L400 1= 1S anti~GLSH

— — ST ' =)
= anti-1g8{ D — e —— -

=
s.¢e ratll T.gSﬂ 2= HIS anti- s.¢e rat

Figure 20 : Présence de protéines sériques

de veau dans les extraits des formes de

culture et de protéines sériques de rat
dans les extraits de formes sanguicoles.

- A : 6 a 8 composants sériques de veau
sont révélés par les HIS-anti-
Trypanosomatidae opposés au sérum
de veau

- B : protéines sériques du rat révélées
par un HIS anti-formes sanquicoles
de T. gambiense

- C et D : réciproquement, l'analyse des
extraits parasitaires de culture et
sanguicoles par, respectivement, un
HIS anti-milieu de culture GLSH (C)
et un HIS anti-sérum de rat (D),
détermine 3 a 4 arcs de précipitation.

Cela signifie que les formes de culture et les formes sanguicoles
contiennent des traces de protéines sériques, soit par adsorption en surface,
soit dans des vacuoles endoplasmiques aprés pinocytose ; ces traces sont treés
immunogénes pour le lapin lors de la préparation des H:I.S. Il est donc nécessaire,
avant d'analyser la structure antig@nique spécifiquement parasitaire, de réaliser

1'absorption des H.I.S. anti-Trypanosomatidae par les protéines sériques du milien

de culture ou de 1'hSte vertébré.




3.1.3.3. RAbsorption des anticorps anti-milieu ou

anti-hdte vertébré

Des résultats similaires ont été obtenus avec des extraits

antigéniques d'organismes se multipliant in vitro ou in vivo. Nous n'envisa—-

gerons pas la caractérisation de ces composants sériques a propos de chaque

- structure antigénique parasitaire. Nous donnerons ici un exemple d'absorption

croisée (H.I.S. anti-T. cruzi - sérum de veau - figure 21), 1la méme situation
se retrouvant chez les différents organismes étudiés. Avant chague &tude
immunostructurale et immunotaxoncmicque, les H.I.S. ont été systématicquement
absorbés par les protéines sériques du milieu de culture (sérum de veau, SV

en abréviation) ou de 1l'hdte vertébré (sérum de rat, SR en abréviation).

L'absorption d'un H.I.S. anti-Trypanosomatidae par les proctéines

sériques s'effectue dans les conditions normalisées décrites au chapitre
orécédent (2.5.2.) :

(1) cinétique de l'absorption, réalisée en micro-double diffusion, avec
recherche du point d'équivalence & la dose d'épuisement ;
(ii) systématiquement la dose d'épuisement est supérieure de 10mg/ml a la
dose correspondant au point d'équivalence ;
(iii1) contrdle de 1l'absorption en macro-double diffusion (figure 21) : montrant
la disparition totale des anticorps anti-sérum de veau dans 1'H.I.S.

anti-T. cruzi absorbé.

|
Figure 21 : Contrdle d'épuisement ,

1 ————> mise en &vidence des anﬁi—
corps anti-sérum de veau
dans un H.I.S. anti~T. cruzi
non absorbé

2 — disparition de ces anticorps
dans 1'H.I.S. absorbé.




‘ En régle générale, tous nos H.I.S., qu'ils soient destinés &
8tre utilisés pour des études immunostructurales, immunotaxonomiques ou de

spécificités antigéniques, ont &été systématiquement absorbés par les pro—

e

téines sériques préalablement lyophilisées, dans les proportions suivantes

H.I.S. anti-T. cruzi - 15 mg/ml de sérum de veau (SV)

H.I.S. anti-T. rangeli - 15 mg/ml de SV

H.I.S. anti-L. donovani - 25 mg/ml de SV

H.I.S. anti-T. ganbiense C (formes de culture) - 15 mg/ml de SV

H.I.S. anti-T. gambiense S (formes sanguicoles)- 10 mg/ml de sérum de
rat (SR)

3.2. LES ANTIGENES STRICTEMENT D'ESPECE

Les structures antigéniques parasitaires des formes de culture
de T. cruzi et de T. rangeli, des formes de culture et sanguicoles de T. b. gam~
biense et des formes de culture de L. donovani ont été analysées a 1'aide de
la technique de 1'immunoélectrophorése.

Une étude compléte a 3té envisagée pour T. cruzi et pour L. dono-—

vani afin de mettre en évidence les composants les plus immunogénes.

3.2.1. Etude compléte d'une structure antigénique par immuno-

électrophorése : T. cruzi Tehuantepec, en culture in vitro

Cette étude (ACHAIN et CAPRCN, 1969, 1971) a vermis, aprés
avolr envisagé la cinétique de l'apparition des anticorps expérimentaux chez
le lapin, d'établir la structure antigénique des composants solubles de
T. cruzi et de mettre en évidence un composant n°5 "remarquable" par son
immunogénicité. _

L'étude irmmunostructurale de cette méme souche de T. cruzi,
au cours de son maintien in vitro, a montré sa stabilité antigénique quelque

soit les conditions de culture.

3.2.1.1. Cinétique de 1'apparition des anticorps expéri-

mentaux_chez le lapin

Nous avons suivi 1'aprarition des anticorps exo@rimentaux chez

les lapins par saignée bimensuelle. Sur la figure 22, correspondant 4 un lapin
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‘type répondant aux critéres moyens de 1l'immunisation, on constate une augmen-
tation croissante du nombre de systémes précipitants jusqu'a la 192me semaine

d'immunisation, période a laquelle est atteint 1'&tat hyperimmun.

AN ARCS de PRECIPITATION
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Figure 22 : Cinétique de 1l'apparition des
anticorps expérimentaux chez un lapin
immunisé par voie sous-scapulaire 3 1'aide
d'un extrait soluble de T. cruzi.

Une telle cinétique souligne la nécessite de procéder i une
immunisation prolongée pour obtenir les H.I.S. utilisables dans les &tudes
immunostructurales.
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3.2.1.2. Structure antigénique parasitaire

L'analyse immunoé&lectrophorétique a été conduite a l'aide d'un
extrait antigénique soluble de T. cruzi, souche Tehuantepec, opposé a un
H.I.S. homologue particulilrement riche, absorbé par de 1'antiglne sérum de

veau (H.I.S. anti-T. cruzi - SV). Elle rév@le au moins 30 composants antigé-

niques parasitaires (figure 23).

T.cruzi

HiS anti-T.eruzi— SV

Figure 23 : Structure antigénique parasi-
taire des formes de culture de T.(S.)cruzi
Tehuantepec.

On notera en‘particulier;sur le diagramre immunoélectrophorétique,
l'existence d'un arc "remarquable" par son intensité. Ce composant antigénique
est dénommé composant n°5 sur la base d'un précédent diagramme préliminaire

(AFCHAIN et CAPRCN, 1971) numéroté de la cathode a 1'extrémité anodique.

3.2.1.3. Mige en &vidence du composant antigénique

"remardquable" n°5

L'étude de la structure antigénique des helminthes (CAPRON et al.,
1968a) et des champignons parasites (BIGUET et al., 1965c) révéle 1l'existence, _
chez de nombreux parasites, d'au moins un composant "remarquable" par 1'inten-
sité de 1'arc de précipitation qu'il’déterndne sur les diagrammes immunoélec-—
trophorétiques et par son immunogénicité privilégiée lors de 1'immunisation

expérimentale du lapin.
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Les résultats mentiommés sur le tableau IV (AFCHAIN, 1970), mon-
trent, pour différents lapins et avec deux modes d'immunisation possibles,
'apparition précoce du composant n°5 de T. cruzi dans les immmnsérums expé-
rimentaux. D'ailleurs, 1'immunogénicité privilégiée et la spécificité du compo-
sant remarquable n°5 de 'T. cruzi seront envisag@es ultérieurement lors des

infections expérimentales et naturelles (chapitres 5.1. et 6.1.1.).

3.2.1.4., Stabilité antigénique en culture

Connaissant la structure antigénique des composants solubles de
T. cruzi Tehuantepec en culture sur milieu GLSH, deux gquestions capitales

étaient 3 résoudre :

1°) Au cours de ses passages in vitro sur ce milieu, la souche conserve-t-elle
la méme structure antigénique ?

2°) En présence d'une source alimentaire autre que le sérum de veau, la souche
exprime~t-elle la méme structure ahtigénique ; autrement dit, les composants
immunochimiques du parasite sont-ils indépendants des conditions d‘entretien

de la souche ?

© Stabilité antigénique de T. cruzi Tehuantepec au cours de son maitien
in vitro

Au cours de 3 ans de culture continue, plusieurs H.I.S. ont &té
récoltés chez des lapins immunisés 3 l'aide de lots distincts d'extraits anti-
génicues. Ia cbmparaison immunoélectrophorétique et surtout les épreuves d'ab-
sorption, contrdlées en macro-double diffusion (figure 24, A) confirment que
la structure antigénique initiale du parasite est restée qualitativement
inchangée tout au long de cette culture prolongée. Seules quelques différences
quantitatives peuvent &tre observées entre différents lots, sans doute inhéren-
tes & la préparation des extraits antigéniques.

Ainsi, les formes de culture apparaissent antigéniquement stables

au cours de leur maintien in vitro.

© I. cruzi Tehuantepec soumise & des conditions de culture différentes
La souche T. cruzi Tehuantepec, cultivée depuis 15 ans en milieu
GLSH au sérum de veau, a été transférée en milieu GLSH au sérum de lapin décom~
plémenté (Lapin D').

!
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Conclusion : "Fraction parasitaire remarquable" = n° &
Tableau [V )

Apparition des anticorps précipitants dans la trypanosomiase américaine
en fonction du mode d'immunisation expérimentale.

Mise en évidence de la "fraction remarquable",
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Figure 24

A. Stabilité antigénique de T. cruzi Tehuantepec au cours de son maintien
in vitro.

1. Ia similitude antigénique de deux lots d'extrait de
T. cruzi, récoltés dans un intervalle de culture con-
tinue de trois ans, semble &tre indiquée par l'analyse
immunodlectrophorétique effectude a 1'aide des hyper-
immunsérums resvectifs.

2. Les épreuves d'absorption croisée déamontrent que l'extrait
soluble du lot 34 est resté antigéniquement 1dent1que a
celuil du lot 20.

B. Stabilité antigénique de T. cruzi Tehuantepec soumise a des conditions
de culture différentes.

1. L'analyse immunoélectrophorétique des parasites, cultivés
en milieu GLSH au sérum de lapin décomplément&, semble
présenter des différences qualitatives ou quantitatives
par rapport aux parasites cultivés en milieu GLSH au
sérum de veau.

Néanmoins, ces éventuelles différences dans le profil
inmunodlectrophorétique résultent 1°) d'une migration élec-
trophorétique trop importante des extraits antigéniques
lors de la réalisation des immnoélectrophor@ses et 2°)
d'une méthodologie différente lors des immunisations expé-
rimentales ; 1'H.I.S. anti-T. cruzi, récolté sur GLSH au
sérum de veau, a été obtenu par immunisation classique
sous-scapulaire tandis que 1'H.I.S. anti-T. cruzi, récolté
sur GLSH au sérum de lapin, a été réalisé selon 1'immunisa-
tion préconisée par VAITUKAITIS et al..

2. En effet, les épreuves d'absorption croisée démontrent
1'isologie immunochimique entre ces deux extraits des for-
mes de culture de T. cruzi. -
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L'adaptation de cette souche 3 une autre source sérique fut trés

longue et progressive. Apreés deux ans d'exaltation par passages successifs,

~des cultures massives ont été finalement réalisées et fournissent 1'antigeéne
"T. cruzi Tehuantepec sérum de lapin d'" (Tc Teh. "Lapin") et les H.I.S.
correspondants.

La comparaison immunochimique des deux extraits antigéniques
solubles par les épreuves d'absorption croisée 3 1l'aide des deux H.I.S. cor-
respondants a permis d'observer une parfaite isologie immunochimique malgré des
conditions différentes de culture (figure 24, B). _

Ces résultats montrent la parfaite stabilité antigénique de
T. cruzi en dépit de la diversification des conditions de culture, sous réserve
des limitations techniques qu'apporte 1'immuno@lectrophorése, qui n'analyse que

les seuls extraits aqueux solubles.

3.2.2. Structure antigénique parasitaire de T. rangeli en culture

KIS anti—T rangeli- SV

Figure 25 : Structure antigénique parasitaire
des formes de culture de T. rangeli.
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La structure antigénique, en immunoé€lectrophorése, des formes de
culture de T. rangeli est aussi complexe que celle de T. cruzi. Des H.I.S.
anti~T. rangeli, absorbés par les protéines du milieu de culture et opposés
aux extraits homologues, réveélent un minimum de 27 composants antigéniques

parasitaires (fiqure 25).

3.2.3. Salivaria : T. b. gambiense (ELIANE). Structure antigé-

nique des formes de culture et des formes sanquicoles

L'analyse immuno&lectrophorétique, pratiquée sur les meilleurs
H.I.S., permet de révéler avec précision la structure antigénique de chacun
des stades évolutifs (AFCHAIN et al., 1975a).

- Les immuno€lectrophorégrammes, en réaction homologue trypomas-—
tigotes de culture - H.I.S. anti-trypomastigotes de culture, permettent de
déceler un minimum de 29 composants antigéniques de nature parasitaire
(figure 26, A).

- Les trypomastigotes sanguicoles révélent, de la méme maniére
en réaction homologue, une structure antigénicue complexe, constituée par
un minirmum de 25 composants antigéniques de nature parasitaire (figure 26, B).

Le diagramme immuno&lectrophorétique B, obtenu a 1'aide d'un
extrait antigénique de la population cldnée de sérotype LiTat-1 opposé 3 un
~H.I.S. homologue, s'avére 3 premidre vue différent de la structure antigénique
des formes de culture (figure 26, A). Un extrait des formes sanguicoles de la
population clénée de sérotype LiTat-2, opposé 3 1'H.I.S. anti-LiTat-1, ne
permet pas de révéler leélarcsmajeurs cathodiques observés en réaction homo-
logue (fiqure 26, C).

Ainsi, la comparaison de ces trois diagrammes met en évidence
des différences soit qualitatives, soit quantitatives, localisdes principa-
lement au niveau de la zone cathodique ; elles nous conduiront & la carac-

térisation d'antigénes spécifiques de stade et de type antigénique.




LiTat]

LiTat 2

Figure 26 : Structure antigénique para-
sitaire des formes de culture et des
formes sanguicoles de T. b. gambiense
ELTANE.
Tg.C = extrait de T. gambiense, formes
de culture ;
LiTat~1 et LiTat-2 = extraits Jde
T. gambiense, ‘formes sanguicoles ;

1 = H.I.S. anti-T. gambiense, for-
mes de culture (- sérum de veau)
) 2 = H.I.S. anti-T. gambiense LiTat-1,
formes sanguicoles (- sérum de rat)
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3.2.4. Ieishmania donavani en culture in vitra

L'étude antigénique de 1'espéce L. donovani, souche ITMAP 263,
est constituée, comme pour T. cruzi, par l'analyse de la structure antigénique
parasitaire, par la mise en évidence de composants "remarquables" par leur
immunogénicité et par la démonstration de la stabilité antigénique en culture
(LE RAY et al., 1976a, 1976b).

3.2.4.1. Structure antigénique parasitaire

Les difficultés d'obtention des formes parasites du vertébré
(micromastigotes toujours intracellulaire), ont limité les études analytiques
aux formes promastigotes de culture. Les résultats obtenus concordent avec
les infotmationS'acquises d propos des trypanosomes étudiés précédemment.
L'analyse immunoéleétrophorétique de notre souche de L. donovani objective
la présence d'un minimum de 28 composants antigéniques d'origine parasitaire
(figure 27). Cette mosaique antigénique témoigne de la trés grande complexité

immunostructurale des Leishmania.

L.donovani

HIS anti-L.donovani-3SV

Figure 27 : Structure antigénique parasi- '
taire des formes de culture de L. donovani
ITMAP 263.

3.2.4.2. Mise en évidence des composants "remarquables"

Ies composants n°4 et 24, correspondant aux arcs dénommés a et b
dans une publication antérieure (LE RAY et al., 1973b), sont remarquables par

leur immunogénicité. En effet, ils déterminent 1'apparition précoce d'anti-
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corps précipitants au cours de 1'irmunisation expérimentale du lapin a 1'aide
'd'un,broyat de formes promastigotes en absence de toute substance adjuvante
(figure 28) . Nous montrerons ultérieurement (6.1.2.) que cette immunogénicité

privilégiée se manifeste &galement au cours de 1l'infection naturelle.

— . r +
saignées
- 91

R - ey

Figure 28 : Apparition précoce des anticorps
précipitants, correspondant aux composants
n°4 et 24 de L. donovani, au cours de 1'immu-—
nisation cinétique expérimentale du lapin.

3.2.4.3. Stabilitd antigénique au cours_du maintien in vitro

Différents H.I.S. ont &té produits par immunisation des lapins
d l'aide de lots distincts d'extraits antigéniques, obtenus au cours de deux
ans de culture continue de la souche in vitro.

La comparaison immunoélectrophorétique menée par épreuves d'ab-
sorption croisée confirme que la structure antigénique de L. donovani est
restée qualitativement inchangde durant toute cette période (figure 29, A).
Cependant, il faut souligner de tr@s importantes variations quantitatives entre
les différents lots de L. donovani que nous attribuons aux conditions de
culture des protozoaires.

En conclusion, ces résultats établissent la stabilité antlgenlque
des composants solubles des formes promastigotes de L. donovanl au cours de

leur maintien in vitro.
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3.3. CONCLUSIONS : - Notion de mosaique antigénique complexe, stable au cours

du maintien in vitro

- Immunogénicité privilégiée de certains camposants antigé-

niques

L'analyse antigénique des Trypanosomatidae hétéroxénes (Sterco-

raria en culture in vitro : T. cruzi ; T. rangeli - Salivariév: T. b. gambiense

aux deux stades évolutifs du parasite ; lLeishmania : L. donovani en culture

in vitro), réalisée par 1l'exploration des précipitines en gel, révéle la grande
complexité antigénique de ces flagellés, et (dans les limites de notre expé-
rimentation) leur stabilité dans le temps en dépit méme des modifications
éventuelles des milieux de culture.

Leur structure se présente comme une mosaIque d'antigénes d'ori-
gine parasitaire et d'antigénes hétérospécifiques. Ces derniers sont en grande
majorité des antigénes partagés avec le milieu de culture ou 1'h6te vertébré
ét des polysaccharides du type de la substance C. Dans nos conditions expéri-
mentales, les leishmania présentent des antigénes exprimant des parentés

de hasard avec le genre Mycobacterium.

Ies diagrammes antigénicues des parasites n'ont &té interprétés
qu'aprés un contrdle rigoureux au moyen de tests d'absorption excluant les
protéines étrangéres venues du milieu de culture ou des sérums d'animaux, et
susceptibles de contaminer les antigénes.

Pour chaque espéce de Trypanosomatidae étudiée, existe ainsi un

minimum de 25 & 30 composants antigéniques parmi lesquels certains camposants
pvarticulieérement immunogénes conférent & chacun des parasites étudiés un "pro-
fil" immuno&lectrophorétique caractéristique.

Afin de mieux connaftre 1'immunogénicité et surtout la spécificité
des composants remarquables, il était nécessaiye d'aborder 1l'&tude précise des

parentés interspécifiques chez les Trypanosomatidae hétéroxénes.




Figure 29

A. Stabilité antigénique de L. donovani au cours du maintien in vitro.

1.

2.

L'analyse immunoélectrophorétique indique leur simi-
litude antigénique.

L'épreuve @'absorption croisée démontre que les
organismes B, récoltés 24 mois aprés l'obtention des
organismes A, sont restés antigéniquement identiques
aux organismes A.

B. Constance antigénique de trois souches de T. cruzi cultivées in vitro.

1.

L'analyse immunoélectrophorétique comparative, menge
3 l'aide d'H.I.S. anti~T. cruzi Tehuantepec et anti-
T. cruzi ITMA P 943, suggére la similitude qualitative
de ces trois souches d'origines géographique et para-
sitaire diverses. Cependant, la complexité des immu-—

noélectrophorégrammes ne permet pas d'affirmer 1'iden-

tité antigénique des souches.

ILe composant remarquable n°5 (arc fléché sur la
figure 1) est présent chez les trois souches de
T. cruzi étudiées.
Ies H.I.S. anti-T. cruzi Tehuantepec, absorbé&s par des
extraits de souches hétérologues, ne révélent aucune
spécificité antigénique chez la souche homologue
Tehuantepec.

Une telle démonstration a été aussi effectuée a
1l'aide de 1'H.I.S. anti~T. cruzi ITMA P 943 absorbé
par des extraits de souches hétérologues.
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Chapitre 4 : RELATIONS IMMUNOTAXONOMIQUES ENTRE IES TRYPANOSOMATIDAE HETEROXENES

Avant d'étudier les parentéds interspécifiques aux différents

niveaux taxonomicques du groupe des Trypanosomatidae hétéroxénes, il était

nécessaire de connaitre,au sein d'une méme espéce, la constance ou la varia-

tion antigénique entre souches d'origines géographique et parasitaire diverses.

4.1. RELATICNS INMTRASPECIFIQUES : SCUCHES D'ORIGINES GEOGRAPHIQUE ET
PARASITATRE DIVERSES

Au cours de cette étude, nous avons observé le protocole expé-—

rimental suivant : -

(a) Des extraits antigéniques (deux lots au moins) ont &té préparés 3 partir
de souches d'origine géographique distincte, isolées a partir d'hdtes
différents si possible.

(b) Des H.I.S. ont &té obtenus contre chacun de ces extraits.

(c) Les épreuves directes en immunoZlectrophoré&se ont permis de définir 1'im-
portance d'éventuelles différences quantitatives dans les extraits et
d'apprécier les différences qualitatives. Seules les épreuves d'absorption
croisée et leur contrdle en macro-double diffusion ont permis d'établir
avec certitude 1l'isologie ou la spécificité des composants solubles révélés
par précipitation en gel. Ces épreuves ont &té& menées dans les deux sens
(exemple : H.I.S. souche A - Antigéne souche B et vis et versa H.I.S.

souche B - Antigeéne souche A);
4.1.1. T. cruzi

Des extraits antigéniques et leurs H.I.S. correspondants ont
été préparés 3 partir de 3 souches de T. cruzi cultivées in vitro dans le méme

milieu GLSH sérum de veau :

T. cruzi Tehuantepec, isolée de Triatoma au Mexique ;
T. cruzi ITMAP 943, isolée d'un singe Aotus provenant du Brésil ;

T. cruzi ECH, provenant d'un cas hunain de 1'Argentine.
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Cette étude, menée dans les conditions expérimentales décrites
précédemment:, démontre 1'identité compléte des structures antigéniques hydro-
solubles des formes de culture de ces trois souches, malgré leursoriginesgéo—
graphique et parasitaire différentes (figure 29, B).

I1 est a noter que le composant 5, décrit a propos de la struc-—
ture antigénique de la souche Tehuantepec, est présent chez les deux autres

souches de T. cruzi étudiées.

4.1.2. T. b. gambiense

Cette comparaison intraspécifique a concerné aussi bien les formes

de culture que les formes sanguicoles.

® Formes de culture. Au moyen d'un protocole expérimental identique au

ndtre, LE RAY (1975) a parfaitement démontré la constance antigénicque de

T. gambiense en culture in vitro 3 1'aide de deux souches d'origine gé&cgra-

phique différente :

- T. gambiense Eliane originaire de CSte d'Ivoire, souche entretenue pendant

22 ans en culture ;

- T. gambiense "Mongo-Bemba", récemment isolée au Zaire et maintenue in vitro

pendant 7 mois.

Nous n'avons pas cru nécessaire de contrdler les résultats démons-—

tratifs de 1l'auteur.

© TFormes sanguicoles. La comparaison des structures antigéniques des formes

sanguicoles de deux souches de T. gambiense : T. gambiense Eliane (Cote d'Ivoire),

souche clénée, et T. gambiense Feo (Zaire), souche non cldnée, a été effectuée

a 1'aide des H.I.S. correspondants.

En ne tenant pas comnte des antigénes spécifiques du type anti-
génique (antigénes variables) (chapitre 5.3.2.), les résultats de la comparai- '
son immunoélectrophorétique et des 3preuves d'absorption croisée, montrent la
constance antigénique des antigénes stables des trypanosomes sanguicoles de
ces deux souches géographiquement différentes (figure 30, B). Il est & noter
que les antigénes spécifiques du type antigénique (5.3.2.) ne rentrent pas

dans la catégorie des antig@nes stables considérés ici.
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4.1.3. L. donovani

Ies formesde culture de deux souches de L. donovani d'origine
humaine et provenant d'une méme zone géogravhique (région méditerranéenne) :
L. donoﬁani ITMAP 263 (Maroc) et L. donovani TUNIS (Tunisie) ont été comparées
et ont présenté (LE RAY et al., 1976b) (figure 30, A) des différences marquées
d'ordre quantitatif. Néanmoins, les épreuves d'absorption croisée entre les
deux souches ont déterminé un épuisement complet des réactions croisées dans
tous les cas.

Ainsi, l'absence de snécificité antigénique d'une souche par
rapport & l'autre démontre la constance antigénique des formes de culture

de ces deux souches de L. donovani, provenant d'une méme zone géographique.

Ies faits précédents établissent que le profil innanélectropho-
rétique n'est pas affecté qualitativement par 1l'origine géographique et para-
sitaire des souches, ni par les modalités de leur entretien au laboratoire.
Ceci n'exclut pas 1l'é@ventualité de différences antigéniques entre souches, mais
indique tout au moins qu'elles ne sont pas accessibles 3 l'analyse immuno&lec—
trophorétique.

L'ensemble de ces dbservations nous parait démontrer la constance
antigénique qualitative au sein de 1l'espéce. Ainsi, la notion d'espéce, basée
sur des critéres immunochimiques, renforce celle d'espéce zoologique reposant A
sur des critéres taxonomiques classiques. Réciproquement, toute différence
immunostructurale devrait pouvoir &tre considérée comme hautement siqnifica—

tive et de valeur taxoncmique.

Ayant établi la notion capitale de la constance antigénique
des souches d'origine géographique différente, il était dés lors possible
d'étudier de maniére compréhensive 1'étude taxénomique des parentés et des
spécificités antigéniques. Mais, avant d'envisager ce probléme entre genre

Leishmania et Trypanosoma, il était nécessaire de préciser au préalable les

relations immunotaxonomiques au niveau du complexe brucei (T. b. brucei,
T. b. rhodesiense, T. b. gambiense) |

4.2. RELATIONS ANTIGENIQUES AU SEIN DU GROUPE-ESPECE : le complexe brucei

Les structures antigéniques des formes de culture de cing

souches représentativés de T. b. brucei, T. b. rhodesiense et T. b. gambiense




4

Figure 30

A. Constance antigénique de deux souches de L. donovani cultivées in vitro
{(souche ITMAP 263 et souche Tunis)
1. L'analyse immunoélectrophorétique ne révéle apparemment
pas de différences significatives, compte tenu des
variations quantitatives inhérentes aux conditions de
culture.
2. la disparition compléte des anticorps précipitants, apres
. épreuve d'absorption croisée contrdlée en double diffusion,
confirme 1l'absence de spécificité antigénique d'une souche
par rapport & l'autre.

B. Relations entre deux souches sanguicoles de T. b. gambiense.
La comparaison immuno&lectrophorétique de deux souches de

T. b. gambiense (ELIANE et FEO), maintenues in vivo, montre, & l'aide
d'un H.I.S. anti-T. gambiense ELTANE non absorbé (figure 1) ou absorbé
par 1l'extrait hétérologue T. gambiense FEO (figure 2), qu'au stade
“sanguicole les souches ne différent que par les composants variables
spécifiques du sérotype (figure 2). Au niveau des antigénes non soumis
au vhénoméne de variation antigénique (antigénes stables), les souches
étudiées ne présentent pas de spécificiteé.

C. Relations antigéniques de T. (H.) rangeli, de T. (S.) cruzi et de
T. b. brucei.
Des 25 composants de T. rangeli, objectivés sur 1' immunoélec-
trovhorégramme (1), 16 sont partagés par T. cruzi (3) et 11 par
T. brucei (2). '
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ont été analysées, par immunoélectrophorése et double diffusion, au moyen

d'H.I.S. anti-T. b. brucei objectivant un minimum de 34 composants antigéniques.
Les résultats cobtenus par absorption des H.I.S. par les antigénes

hétérologues (LE RAY et al., 1971), sont repris dans le tableau V et montrent
que dans nos conditions expérimentales :

— les formes de culture de T. b. brucei et T. b. rhodesiense possédent la
meme structure antigénique ;

’

- Cette structure différe trés légeérement mais significativement de la struc~

ture de T. b. gambiense (au minimum par deux arcs de précipitation).

( s )
( fntigénes Formes de culture de : )
E H.I.S. % 7.b.brucei f T.b.rhodesiense f T.b.gambiense ;
( h B M)
{ H,I.S. : : : 5 )
( anti-T.brucei  : 34 : 34 : 32 )
( : )

Tableau V : Relations immunotaxonomicues
au niveau du complexe brucei (comparaisons
des formes de culture, nombre minimum

d'arcs de précipitation observés en immu-
noélectrophorése) .

- I1 faut donc souligner la trés faible différence (2 arcs)
entre les formes de_culture de T. b. brucei et T. b. gambiense. Ces deux

sous-espéces possédent en commun les 9/10&me de leur structure antigénique.
Cette trés grande isologie de structure des composants solubles, au niveau

des formes de culture, nous a conduit & prendre T. b. brucei comme sous-espdce

de référence du complexe brucei (sous~-genre Trypanozoon) .

Disposant de divers H.I.S. trds riches en anticorps précipi-
tants (anti-T. cruzi, -T. rangeli, -T. brucei, -L. donovani) et d'‘extrait so-
luble de parasites : 1°) du genre Trypanosoma :

- sous~genre Schizotrypanum : T. cruzi, T. dionisii
- Sous—genre Herpetosama : T. rangeli

y sous-genre Trypanozoon : T. b. brucei

Stercoraria

Salivaria




2°) du genre lLeishmania :

. especes parasites de 1'hame : L. donovani, tropica,

mexicana
. espece parasite de Mammiféres sud américains : L. enrietti
. especes parasites de Reptiles africains : L. adleri,
\ tarentolae,
nous avons pu comparer les parentés immunostructurales 1°) au

sein des Stercoraria, 2°) au sein des Leishmania, puis 3°) entre Salivaria,

‘Stercoraria et Leishmania.

L'étude des parentés antigéniques et 1'é&tablissement de 1i'indice
d'isologie antigénique des parasites ont été effectués dans les conditions
décrites précédemment (chapitre 2.5.2.), d savoir par épreuve comparative
directe en immunoélectrophorése,par absorption croisée (contrdlée en micro-
double diffusion; et confirmée en macro-double diffusion), et par caracté-
risation desspécificités antigénigques en immunoélectrophorése.

Dans tous les cas, existe une complémentarité parfaite, par rapport
au nombre de composants totaux d'un H.I.S., entre le nombre des composants
communs et celui des composants spécifiques, observés aprés absorption croisée
oratiquée a l'aide de 1'espéce hétérologue ; ceci, bien entendu,compte tenu
des difficultés de lecture des immunoélectrophorégrammes, avec une marge de
plus ou moins 1 & 2 arcs de précipitation.

En dépit des H.I.S. de réactivité inégale (par exemple en
réaction homologue : 34 composants vour T. brucei, 30 pour T. cruzi), le
nombre d'arcs de précipitation, en réaction directe et aprés absorption, peut
différer trés légérement (exemple : T. brucei/anti-T. cruzi:l0 arcs ; T.cruzi/

anti-T. brucei : 13 arcs). Mais dans ce cas, 1l'indice d'isologie des camposants
Nbre de composants communs
, Nbre de composants totaux
Dans ces conditions rigoureuses, 1'analyse des réponses de plusieurs

solubles, calculé par le rapport - reste le méme.
H.I.S. opposés a plusieurs lots d'antigéne, démontre que 1l'indice d'isologie
calculé représente une approche vraiment qualitative des parentés immunostruc—
turales des composants solubles. .

L'énoncé successif du nombre de composants comuns entre deux
espéces, puis des camposants spécifiques par rapport & 1'espéce hdtérologue,
joint au calcul de 1'indice d'isologie des composants -solubles, répété pour |
les 4 H.I.S. et les 10 antigénes d'espéces différentes, risque d'alourdir
inutilement 1'exposé de nos résultats. Aussi, nous contenterons-nous de fournir
ces derniers sous forme de tableaux synthétiques et de les commenter sans passer

par toutes les étapes intermédiaires du protocole expdrimental. Ce travail a







d'ailleurs été décrit en détail dans des publications antérieures (ARCHAIN
et ’al., 1973 ; LE RAY et al., 1976b et dans la thése de Doctorat d'Etat de
IE RAY, 1975) ; il a été en effet effectué en paralléle avec le laboratoire
de Protozoologie d'Anvers, et 1'un contrdlant 1'autre, tous les résultats ont
été concordants.

La figure 30 (C) illustre une épreuve directe de comparaison,

-en immunoélectrophorése, entre les espéces T. rangeli, T. cruzi et T. brucei.

4.3. RELATIONS AU SEIN DE IA SECTION : les trypanosomes Stercoraria

© Nonbre de composants communs (n) et indices d'isologie (i) observés

entre Stercoraria, a l'aide d'H.I.S. anti-T. (S.)} cruzi.

sous—genre | especa

T.(S.)cruzi D T.(H.)rangeli [T. (S.)dionisii,

e o N~

( : :
( H.I.S.. : 30 : n
T (anti-T.cruzi.: i=1,0 : i

(

8 : n =16
. l:

© Nonbre de composan‘ts commung (n) et indicesd'isologie (i) observés

entre Sterco‘faria, a l'aide d' H.I.S. anti-T. (H.)ranqeii.

)

sous—genre )

T.(H.)rangeli : T.(S.)cruzi :T.(S.)dionisii)

L e e )

( : :
( H.I.S. : 25 : n =16 : n =14
(anti-T.(H.)rangeli : 1i=1,0 i=20,6 : i=0,6
( : : :

Nt N S Ve

Ces deux tableaux montrent des résultats sensiblement analogues
avec deux H.I.S. d'espéce différente. Etant donné 1'importance de T. cruzi
en parasitologie humaine, nous prendrons la structure antigénique de cette
espece camme structure de référence. lLes parentés antigéniques des extraits

solubles des trois espéces T.(S.)cruzi, T.(S.)dionisii, T.(H.)rangeli peuvent

étre représentées graphiquement par 1'histogramme suivant :
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Figure 31 : Parentés antigéniques de
T.(S.)cruzi avec d'autres trypanosomes
Stercoraria.

0 § 10

l ) 1 1 1 | 1 | 1 i J
INDICE D'ISOIOGIE DES COMPOSANTS SOLUBLES

T.(8) eruzi
T (8] dionisii
T .(H) rangeli

Ces résultats vermettent de préciser que, au sein des Stercoraria,
les parentés entre ces trois espdces concernent environ les six dixiémes des
composants identifiés. Ceci met en 3vidence tout a la fois 1'homogénéité
immunostructurale de la section des Stercoraria, et la personnalité importante
de ces structures & un niveau taxonomique peu &levé, puisqu'environ quatre
dixieémesdes composants cbjectivés paraissent spécifiques d'espeéce.

Ces parentés sbnt—elles réparties au hasard et intéressent-elles
1'ensemble des composants, ou sont—elles phylétiquement communes a ces trois
espéces ? Pour le définir, nous avons absorbé les H.I.S. anti-T.cruzi et

~-T. rangeli par les antigénes hétérologues ; le tableau VI résume les résultats
obtenus apreés absorption.

Ainsi des parentés antigéniques cormunes, concernant environ la
moitié de la structure antigénicque, sont partagés var ces trois espéces. Elles
constituent sans doute un patrimoine antigénicque commun conservé lors de la

différenciation phylogénique de ces espices.




Nombre de composants
restant partagés avec :
Absorption par : :

:T. (S.)cruzi:T. (H.)rangeli:T. (S.)dionisii

~~ o~

‘H.I.S.

. . .
. . .

® es 60 en s ss e

(

(

(

( : : :

( : T.(H.)rangeli : 15 : - : 2
( anti-T.(S.)cruzi : : : :

é : T.(S.)dionisii : 13 : 1 : -
( : " : :

( - ¢ T.{(S.)cruzi : - s 13 : 0
(anti-T. (H.)rangeli : s B :

E T.(S.)dionisii : 2 : 12 : -

Tableau VI : Parentés immunotaxonomiques spécifiques
entre Stercoraria, déterminées aprés absorption des
H.I.S. par les crganismes hétéroloques.

4.4. RETATIONS AU SEIN DU GENRE : le genre Leishmania

Les organismes de ré&férence sont les promastigotes de culture
de L. donovani souche ITMAP 263. A l'aide d'H.I.S. howologue cbjectivant
29'composants antigéniques, ont &té analysées les parent&s de L. donovani

vis—d-vis de six autres especes de Leishmania. Ces différentes espéces

——

maintenues in vitro peuvent étre rénarties en quatre groupes :

(a) le groupe des ;g;shmania humaines de 1'Ancien Monde, c'est-3-dire le

complexe donovani-tropica, soit L. donovani : deux souches méditerranéennes

(ITMAP K263 et TUNIS), et L. tropica : souche humaine d'Iran, forme minor (D)

(b) le groupe des lLeishmania humaines d'Amérique Latine représenté pér :
L. mexicana (IONDON - L11) ‘

(¢) le groupe des lLeishmania de mammiféres n'infectant pas 1'homme, représenté
par L. enrietti

(d) le groupe des Leishmania de Reptiles africains, représenté par L. adleri

(LRC-L123) et L. tarentolae senegalensis (G10).




- Ies indices d'isologie (i) des composants solubles rassemblés
dans le tableau VII et synthétisés 3 1l'aide de 1'histogramme (figure 32) per-

mettent les commentaires suivants :

(a) le groupe des Leishmania humaines de 1l'Ancien Monde (camplexe donovani-
tropica).

Une grande similarité antigénique s'cbserve entre L. donovani et
L. tropica forme minor. Néanmoins, des différences quantitatives marquées appa-
raissent entre ces souches.

Qualitativement, 1'épreuve d'absorption croisée d'un premier H.I.S.
a entrainé un épuisement complet des réactions croisées ; par contre, 1l'absorp-.
tion d'un second H.I.S. a permis de mettre en évidence l'existence de spécifi-
cités antigéniques chez L. donovani vis—-d-vis de L. tropica. Ces spécificités
intéressent un nombre ré&duit d'antigénes, de l'ordre de deux composants irmmu—

noélectrophorétiques.

Tableau VII et figure 32 : Parentés antigéniques
de L. donovani au sein des Leishmania (Nombre de

canposants communs —n- et indices d'isologie -i-) .

L. tropica’

.L.donovani. minor ~'L.mexicana L.enrietti’L.adleri’'L.tarentolae

B . e N

(
(
( =
( (Iran) .
( . : T o :
({ H.1.S. anti- : 29 : n =27 n=12 n =12 n=22: n =21
( L.donovani : i=1,0 :1=0,9: i =0,4: i=0,4 :i=0,7: 4i=0,7
( ’ : :
0 , 1 9 10
L { 1 1 L i s 1 3 1 }
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Ie complexe L. dcnovani-tropica apparait donc constitué par des

organismes antigéniquement trés voisins, chez lesquels il peut néanmoins exister
des spécificités de 1l'ordre de 1 & 2 camposants, irréguliérement reconnus par

nos H.I.S.

(b) Le groupe des Leishmania humaines d'Amérique Latine.

» ) L. mexicana présente des différences immunostructurales tres

marquées &is—é—vis de L. donovani. Il s'avére que 1l'indice d'isologie des
composants solubles (i = 0,4) traduit une divergence antigénique notable

entre L. mexicana et le groupe donovani-tropica.

(c) En ce qui concerne L. enrietti, cette leishmanie présente des différences
antigéniques de méme importance que celles présentées par L. mexicana vis-a-vis

du méme organisme de référence que précédemrent (indice de quatredixiémes).

(d) Les résultats cbtenus & provos des Leishmania de Reptiles africains sont
quelque peu surprenants. Etant donng les différences rencontrées entre
L. doﬂovani et les autres Leishmania parasites de Mammiféres, on
pouvait s'attendre dans ce-cas particulier & observer des différences encore
plus marquées.

En fait, L. donovani et une souche de L. adleri partagent les
sept dixiémes de leurs composants antigéniques. Ces deux éspéces se montrent
ainsi remarquablement voisines, au point que nous avons cru initialement
d une erreur de laboratoire. La souche de L. adleri considérée est celle isolée
par HEISCH en 1954 au Kenya & partir d'un lézard lacerta, injectée a des hams-
ters par ADLER et réisclée de la rate d'un hamster en 1956 ; trois lignées de
cette souche ont été étudiées : deux provenant de la cryobanque de la ILondon
School of Tropical Medicine and Hygiene et une lignde communiquée par le
Leishmania Reference Center of Jérusalem. Néanmoins, les spécificités de
L. donovani, par rapport & L. adleri, sont réduites mais nettes ; elles sont
supportées par un minimum de 5 composants. Ces résultats se voient confirmés

par 1l'examen d'une souche sénégalaise de L. tarentolae qui partage également

les sept dixiémes des composants totaux de L. donovani.

De ces données se dégagent donc trois niveaux distincts de parentés

parmi les Leishmania envisagées :

(a) le complexe donovani-tropica du bassin méditerranden, partageant des struc-

tures antigéniques pratiguement similaires,}
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'(b) le complexe des Leishmania parasites de Reptiles africains, présentant des
'paréntés trés importantes, supportées par sept dixiémeg des structures, avec
les Leishmania humaines du bassin méditerranéen ;

(c) les Leishmania d'Amérique Latine dont les parentés avec L. donovani sont
relativement réduites et concernent les quatre dixidmes des structures.

Les Leishmanies de 1'Ancien Monde formeraient par conséquent un groupe
bien hamogéne, tandis que celles du Nouveau Monde se sépéreraient assez

nettement du premier.

4.5. PARENTES ENTRE IES TRYPANOSOMES SALIVARTIA, LES TRYPANOSOMES STERCORARIA
ET IES IETSHMANTA 4

Dans un travail précédent (AFCHAIN et al., 1973) i 1l'aide 4'H.I.S.
anti-T. brucei et anti-T. cruzi, nous avons relevé des indices d'isologie de
l'ordre de : 0,4 entre Stercoraria (T. cruzi) et Salivaria (T. brucei), et
de 1l'ordre de 0,3 entre les genres Trypanosoma (T. cruzi, T. brucei) et
Leishmania (L. donovani) (tableau VIII).

L'analyse immuno&lectrovhorétique et les &preuves d'absorption
croisée, effectuées avec les H.I.S. anti-L. donovani (LE RAY et al., 1976b)

(tableau VIII), confirment parfaitement les résultats antérieurs.

Antigénesf

z )
( : T.cruzi : T.brucei ::L.donovani : L.mexicana )
(. : : : : )
EH.I.s. ) ; K p |
: : : : )
. . . 30 o n =14 X n=10 | n=11
Qoeiened sy S, Y 04 1203 ¢ 1=0,3 )
( : : Ty T )
- .Y n=14 34 * n=10 °
E anti-T.brucei : i=0,4 ; iT1,0 i=0,3 ° NE ;
( : : s s )
. .Y n=9 ' =9 29 ‘ n=12
Eantl L.donovani. : i=0,3 ° i=0,3 iZ1,0 ¢ i=0,4 ;

NE = non effectué ,
Tableau VIII : Parentés antigéniques (nombre de
composants communs -n~ et indices d' 1sologle ~i-)
entre Trypanosomatidae hétéroxénes.
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Figure 33 : Isologie antigénique té&moignée par
T. cruzi au sein des Trypanosomatidae hétéroxénes.

Qualitativement et & quelques nuances prés, ce sont les mémes
composants de L. donovani qui se retrouvent tant chez T. cruzi que chez
T. brucei ; ceci se voit entiérement vérifié par les épreuves d'absorption

croisée (tableau IX).

En effet, 1l'absorption d'un H.I.S. anti-T. cruzi et d'un H.I.S.

anti~T. brucei par les antigénes hétérologues fait disparaitre la quasi-

totalité des systémes précipitants comuns.

( : : Nombre de composants

( H.1.S. : Absorption : restant partagés avec :

E par T.cruzi T.brucei L.donovani
( : : :

( :  T.brucei : 16 e - : 1
( anti-T.cruzi : : : :

( : L.donovani : 19 : 4 : -
( s T . K

( : :

( : T.cruzi : - : 20 : 1l
(  anti~T.brucei : :

( : L.donovani : 4 : 24 : -
( : : : :

( : .

( :  T.cruzi : - : 1 : 19
( anti~L.donovani : : s

( :  T.brucei : 1 : - : 19
( . T, . .

L N I I WL P A NP W N WP R P N N A e N

Tableau IX : Parentés immunotaxonomiques
spécifiques entre Trypanosomatidae hété-
roxenes aprés absorption des H.I.S. par
les organismes hétérologues.




Des résultats similaires ont &t& obtenus avec 1'H.I.S. anti-IL. dono-

 vani absorbé par les antig@nes hétérologues des deux espdces du genre Trypa-

nosama.
Il apparait donc que L. donovani et T. cruzi ne sont pas reliés par

des affinités particuliéres malgré leur multiplication intracellulaire.

I1 existe donc une structure immunochimicque fondamentale commune

-+ a ces trois espéces, de l'ordre des trois dixiémes des composants antigéniques

totaux. De plus, ainsi qu'il ressort du tableau IX, l'aprarentement des
Salivaria (T. brucei) aux Stercoraria (T. cruzi) est plusmarqué que 1'apparen-—
tement de ces deux représentants du genre Trypanosoma au genre Leishmania.

En effet, 4 composants antigéniques engagés dans les parentés T. cruzi -

T. brucel ne se retrouvent pas dans la structure de L. donovani alors qu'un
seul composant antigénique est partagé en propre avec L. donovani par chacun

de ces deux trypanosomes.

4.6. SYNTHESE DES REIATIONS IMMUNOTAXONOMIQUES

En conclusion, les renseignements apportés par 1'analyse inmmunoélec-

trophorétique mettent en évidence :

1. 1'homogénéité de la section Stercoraria (six dixiémes des composants solu-
bles analysés sont‘partagés entre T. cruzi, T. dionisii et T. rangeli);

2. 1'hétérogénéité du genre leishmania, au sein duguel trois niveaux distincts

d'apparentement peuvent étre observés ;
3. 1l'apparentement sensiblement équivalent entre Salivaria - Stercoraria et

Leishmania, correspondant environ a trois dixiémes des structures antigéni-

ques individuelles.

Les hypothéses phylogénétiques, résultant de ces parentés antigéni-
ques et comparées aux données zoologiques, sont exposées dans les "discussions"

(chapitre 9.2.1.).
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CHAPITRE 5 : LES COMPOSANTS SPECIFIQUES DE T. (S.) CRUZI, de L. DONOVANI ET

DE T. (T.) B. GAMBIENSE

Les composants non concern€Spar les réactions croisées entre orga-

‘nismes distincts constituent en fait la "personnalité antigénique" des sous-

genres Schizotrypanum, Trypanozoon et du genre leishmania ; personnalité dont
le trait le plus saillant est représenté par au moins un composant "remarquable"

par son immmogénicité. Nous avons &galement trouvé au niveau des Trypanoscma-—

tidae, l'existence d'un composant antigénique "remarcquable" par son immunogé-
nicité et sa spécificité. Ces notions de"personnalité antigénique" ont été
initialement décrites chez les helminthes par CAPRON et al. (1968a),

CAPRON (1970) .

5.1. COMPOSANT N°5 SPECIFIQUE DE T. (S.) CRUZI

Parmi les composants constituant la structure antigénique de
T. cruzi accessible d l'analyse immuno&lectrophorétique, 1l'un d'eux se distin-
guait par le caractére remarquable de son irmunogénicité lors de 1l'immunisation
expérimentale du lapin (chapitre 3.2.1.3.). Il s'agit du composant objectivé
par l'arc de précipitation n°5. Nous avons montré antérieurement que ce ccmpo-
sant était présent chez les trois souches de T. cruzi étudiées, et qu'il ne
parait pas &tre engagé dans des réactions croisées entre organismes taxono-
miquement distincts.

Afin de rendre la démonstration plus évidente, nous. avons absorbé
les antisérums anti-T. cruzi par des extraits antigéniques de T. dionisii,

T. rangeli, T. brucei et L. donovani. Les immunoélectrophorégranmes

(figure 34) é&tablissent 1'absence de réactions croisées concernant le camposant
n°5 de T. cruzi.

Bien entendu, nous ne pouvons affirmer la spécificité absolue
du composant n°5 de T. cruzi, au sein de la section Stercoraria en 1'absence
d'une étude compléte menée a 1'aide des principales espaces de la section
(trois sous—genres : Megatrypanum, Herpetosoma, Schizétrypanum représentant
15 espéces environ). Néanmoins, étant domné que seuls T. rangeli et T. cruzi

sont parasites de 1'homme et que notre but principal est d'ordre diagnostique

et immunitaire, nous pouvons dans ces limites considérer le composant n°5

comme "spécifique" de T. cruzi par rapport aux autres Trypanosomatidae

rarasites de l'homme._
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F'gg;e 34 : Réaction homologue des anti=~.
sérums anti-T. cruzi épuisés par des ex-
traits d'organismes hétérologues, démon=-
trant la spécificité du composant
remarquable n°5 de T. cruzi.

5.2. COMPOSANTS N°4 et 24 de L. DONCOVANI

Les composants n°4 et 24 de Leishmania donovani, correspondant

aux arcs dénommés a et b dans une publication antérieure (LE RAY et al., 1973b)
sont remarquables par leur immunogénicité et par leur spécificité (LE RAY
et al., 1976a).

(a) ils déterminent l'apparition précoce d'anticorps précipitants
lors ae Iimmunisation expérimentale du lapin 3 1'aide d'un broyat
de promastigotes, en absence de toute substance adjuvante
(chapitre 3.2.4.2.) ;

(b) ils témoignent, au sein de la famille des Trypanosomatidae d'une

spécificité restreinte au genre Leishmania,‘é 1'exclusion du genre

Trypanosoma (T. brucei, T.gambiense, T. rhode51ense, T. cruzi) et

des bactéries du genre Mycobacterium, comme le démontrent les

épreuves d'absorption (figure 35).
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Figure 35 : Réaction homologue des anti-
sérums L. donovani, aprés absorption par
les extraits antigéniques hétérologues de
Trypanosoma et de Mycobacterium, démon-—
trant jue la spécificité antigénique des
composants remarquables 4 et 24 est limitée
au genre Leishmania.

(c) enfin, au sein du genre Leishmania, ces composants ont une spéci-
ficité sub—générique :

(1) ils sont présents chez L. tropica et L. adleri, tout en présentant une

variabilité nette de leur mobilité €lectrophorétique (figure 36, A) ;
(ii) ils sont absents des structures de L. enrietti (figure 36, B) ;

(iii) seul le composant 24 est présent chez L. mexicana (figure 36, B).
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Figure 36 : Spécificité subgénérique des
canposants 4 et 24 de L. donovani. :

5.3. COMPOSANTS DE T. (T.) B. GAMBIENSE

L'étude des composants spécifiques de stade et de type antigénique

de T. b. gambiense (AFCHAIN et al., 1975a) a été conduite avec des H.I.S.

anti-formes de culture et anti-formes sanguicoles soumis a des épreuves d'ab-
sorotion croisée selon le protocole classique (chapitre 2.5.2.). Afin d'éliminer
les anticofps dirigés contre les camposants provenant du milieu de culture
(sérum de veau) ou de 1'hdte vertébré (sérum de rat), les H.I.S. ont été sys—

tématiquement absorbés au préalable par ces protéines sériques.

5.3.1. Spécificités liées au stade évolutif
_ La comparaison des trypomastigotes de cu]fcure et sanguicoles révéle
des différences qualitatives et quantitatives au niveau de la zone cathodique

des immunoé&lectrophorégrammes (chapitre 3.2.3., figure 26).
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L'absorption de 1'H.I.S. anti-formes de culture par un extrait

' lyophilisé de formes sanguicoles permet d'observer, dans nos conditions expé-

rimentales, la présence d'au noins quatre composants spécifiques des formes
de culture vis-a-vis des formes sanguicoles (figure 37, A).

‘ Inversement, l'absorption de 1'H.I.S. anti-formes sangquicoles
par un extrait lyophilisé de formes de culture montre 1'existence de plusieurs
composants antigéniques (au moins quatre) spécifiques des formes sanguicoles
(figure 37, B). Ces composants ont tous une localisation cathodique sur les

diagrammes immunoélectrophorétiques.

r.];=
TyoUd — e A

LiTat1]]

Figure 37 : Composants spécifiques de stade

évolutif de T. b. gambiense

- LiTat-1 : extrait antigénique de
T.b.gambiense (forme sanguicole du séro-—
type LiTat-1);

- TgC : extrait de T.b.gambiense, forme de
culture ;

- 1 : sérum anti-T.b.gambiense, forme san-
gulcole du sérotype LiTat-1, absorbé par
du sérum de rat et un extralt antigénique
de T.b.gambiense, forme de culture;

- 2 : sérum anti-T.b.gambiense, forme de
culture,absorbé par du sérum de veau et un
extrait antigénique de T.b.gambiense, forme
sanguicole du sérotype LiTat-1.

i
|
f
|
1

|
!
/
/

I1 existe donc, a chaque stade de T. b. gamblense, plusieurs

composants antigéniques spécifiques.
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5.3.2. Spécificités liées au type antigénique (antigénes variables)

Aprés obtention de deux populations sanguicoles cldnées représentant
respectivement les types antigéniques LiTat-1 et LiTat-2, et des hyperimmunsérums

correspondants :

(a) 1l'absorption d'un H.I.S. anti-sérotype LiTat-1, par un extrait
lyophilisé du sérotype LiTat-2, révéle 1l'existence de deux composants
cathodiques spécifiques du sérotype LiTat-l (figure 38, A) ;

(b) réciproquement, aprés saturation de 1'H.I.S. anti-LiTat-2 par LiTat-1,
deux antigénes de localisation cathodique s'avérent spécifiques du

sérotype LiTat-2 (figure 38, B).

— 4=
LiTatI[] A
_, y
LiTat2[]
LiTat2[] B

~emerr™
e ,2

LiTat1]]

Figure 38 : Composants spécifiques du type antigénique

- LiTat-1 : extrait antigénique de T.b.gambiense,
sérotype LiTat-1 ;

- LiTat-2 : extrait antigénique de “T.b. gambiense,
sérotype LiTat=-2;,

- 1 : sérum anti-T.b.gambiense, sérotype LiTat-1
absorbé par du sérum de rat et un extrait antigé-
nique du sérotype hétérologue LiTat~2 ;

=~ 2 : sérum anti-T.b.gambiense, serotype LiTat-2
absorbé par du sérum du rat et un extrait antigé-
nique du sérotype hétérologue LiTat-1l. |

/

Il existe donc au moins, dans chaque population sanguicole de
type antigénique distinct,deux composants spécifiques du sérotype. Aprés

les épreuves d'absorption, les contrdles 4! épuisement en macro-double diffu-~
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sion et en particulier, les résultats comparatifs de 1'immunoélectrophorése
-(figuie 38), les deux composants antigéniques spécifiques du sérotype sangui-
cole LiTat-1 montrent une absence totale d'identité avec les deux composants
antigéniques spécifiques du sérotype sanguicole LiTat-2. Ces composants ont
la méme localisation immunoélectrophorétique chez les deux cldnes étudiés.

Ils expriment la spécificité immunochimique de chaque variant.
5.4. CONCLUSIONS

Parmi les composants antigéniques caractéristiques du profil immu-
noélectrophorétique d'un parasite donné, les uns refl@tent la personnalité
antigénique de l'espéce, tandis que d'autres voient leur spécificité liée
au stade évolutif.

Ces dbservations permettent de dégager deux notions distinctes :

(a) d'une part, en ne considérant que le seul stade évolutif de culture,

1l'étude comparative des formes de culture des 'Trypancsomatidae met

en évidence des composants remarquables qui sont de véritables
témoins taxonomiques du groupe ou de 1'espéce considérée.

C'est ainsi que 1l'étude des formes de culture de T. cruzi et de
L. donovani a mis en évidence 1°) le composant antigénique n°S,

spécifique de T. cruzl par rapport aux autres Trypanosomatidae étudiés,

2°) plusieurs composants remarquables de L. donovani dont l'un (n°24)
parait spécifique du genre lLeishmania et 1l'autre (N°4) propre au

complexe donovani-tropica. N'ont été prisesen considération que les

seules espéces parasites de 1'hame.

(b) d'autre part, chez une espdce donnée,. plusieurs composants sont
spécifiques des différents stades et constituent donc des t&moins
du cycle évolutif camplexe du parasite.

C'est ainsi que, chez T. b. gambiense, plusieurs composants sont

spécifiques des trypomastigotes de culture,fd'autres sont spécifiques
des trypomastigotes sanguicoles ; parmi ces derniers deux sont carac= -
téristiques du type antigénique sanguicole ét soumis au phénoméne

de variation antigénique.
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» Dans le chapitre suivant, consacré au diagnostic immunologique

des parasitoses dont nous venons d'étudier les agents étiologiques, nous nous
sames efforcé d'envisager 1'intérédt immunologique des composants spécifiques
au cours des infections expérimentales.et des infections naturelles humaines

et animales.




CHAPITRE 6 : INTERET DIAGNOSTIQUE DES ANTIGENES SPECIFIQUES DES TRYPANOSOMATIDAR

L'un des aspects les plus significatifs des relations unissant les
parasites 3 leurs hdtes réside dans la nature et 1'intensité des ré&actions
de 1'hbéte au parasitisme.
| . | Les nambreuses investigations concernant les aspects immunologiques
des relations hoéte-parasite chez les champignons (BICUET et al., 1964) et les
helminthes (CAPRON et al., 1966) nous ont servi de modéle dans cette étude qui
nous a amené d déceler et identifier les précipitines sériques €laborées au

cours des infections expdrimentales et naturelles dues aux Trypanosomatidae.

6.1. DIAGNOSTIC IMMUNCELECTROPHORETIQUE DES AFFECTIONS HUMAINES A TRYPANOSOMA-
LIDAE

L'étude immunoélectrophorétique des réactions humorales chez des
hdtes infectés expérimentalement ou naturellement a l'avantage de proposer
une nouvelle technique diagnostique et présente, en outre, 1l'intérét d'appré-

cier 1'immnogénicité des camposants les plus spécifiques du parasite considéré.

6.1.1. Maladie de Chagas

L'étude, en immunoélectrophorése, de 1l'évolution des anticorps
précipitants au cours de la trypanosomiase & T. cruzi a été entreprise chez
la souris expérimentalement infectée et chez 1 'homme naturellement contaminé.
La localisation des fractions et 1'étude de 1l'ordre d'apparition des précipi-
tines correspondantes a permis de confirmer 1'intérét théorique et pratique

du composant n°5 de T. cruzi.

6.1.1.1. Développement des anticorps précipitants au cours

de l'infection expérimentale de la souris

o
Une &tude initiale (AFCHAIN et CAPRON, 1971) a é&té mende avec
50 souris (souche SWISS) infectées par voie intrapéritonéale avec une dose

de 2000 trypomastigotes sanguicoles (souche T. cruzi Tulahuen) par souris.
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Depuis, cette expérience a été entiérement reproduite avec 50
souris Swiss 3 la dose de 4000 trypomastigotes (souche T. cruzi Tehuantepec)
par souris. Avec cette deuxiéme souche de T. cruzi,nettement moins pathogéne
pour la souris, nous avons cbtenu des résultats comparables a ceux de la
premiére expérience. Aussi, nous ne ferons que reprendre briévement le travail
initial dans le but d'établir la cinétique de l'apparition des anticorps

précipitants et la caractérisation des composants antigéniqués correspondants.

- a) le Tableau X montre le nombre de systémes précipitants mis en

évidence dans les sérums de souris par 1'extrait soluble de T. cruzi .
Le nombre moyen de systémes précipitants se situe entre 7 et 8

du 80éme au 280éme jour ; mais pour deux souris, entre le 220&me
et le 2380eme jour, nous avons obse_rvé 11 précipitines sériques
(figure 40, B).

- b) La figure 39 montre le nombre moyen d'arcs de précipitation et la
parasitémie en fonction du temps d'infection :

. en période de parasitémie (entre le 15éme et le 30éme jour)},
le nonbre de syst@mes précipitants est presque nul (il y a quelgue-
fois présence de 1l'arc spécifique n°5 : figure 40, 3) ;

. en absence de parasitémie, pendant la phase chronique de la
maladie, le nombre d'arcs de précipitation,révélés par les sérums
des animaux infectds, augmente progressivement pour atteindre un

niveau trés éleva.

SOURIS T.cruzi Tul.

X . ~
T. cruu[] 2 ARG

B 3238
|
Figure 40 : Anticorps précipitants décelds chez -
des souris expérimentalement infectées depuis,
respectivement, 30 jours (A) et 238 jours (B).

«Q




Age des sérumsg Nombre ~ Immunoélectrophorése
de Nombre d arcs
sérums 0 [ 1 ]2]3 215 16 1718510 11JI
0 - 20 5 5
21 - 40 i 3 1|2
41 - B0 4 2 |2
61 - 80 l 3 2 |1
81 — 100 I 10 2 12 |2 |2 |2
101 = 119 l 5 3 1 |1
120 - 140 5 1 4
141 - 160 5 1 4
| 161 - 180 5 1 2 |2
181 - 200 2) 2
201 - 220 3 1 2
E 221 - 240 4 1 L !
| L 241 - 280 4 11 ] j
" 5

Tableau X .

Présence constante de l'arc "remarquable" n° 5,

Nombre de systémes précipitants mis en évidence en immuno—

par T. cruzi et répartis selon la durée de l'infection.

électrophorése par l'antigéne T, cruzi dans les sérums de souris infectées
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Les réactions humorales de la souris sont donc relativement impor-
 tantes au cours de l'infection expérimentale par T. cruzi. Le composant n°5
de T. cruzi, composant le plus reprdsentatif de 1l'espéce, détermine la

production des premiéres précipitines cbservées.

6.1.1.2. Diagnostic immunoélectrovhorétique de la maladie

de_Chagas
Nous avons disposé de 3 groupes de sérums de sujets atteints

de maladie de Chagas :

a) 27 sérums de malades confirmé@s sérologiquement (fixation du complément
vositive™) et cliniquement :
. 10 malades en phase aiqué
. 17 malades en rhase chronique
b) 16 sérums de malades 3 sérologie positive mais sans signes cliniques

c) 11 sérums de malades suspects d sérologie négative.

L'étude des anticorps précipitants, effectuée en immnodlectrophc—
r@se, fut réalisée en confrontant les divers sdrums humains (concentrés au
tiers) 3 l'extrait soluble de T. cruzi. lLes tableaux XI, XII, XIII et XIV
résument les résultats qu'il fut vossible d'obtenir et autorisent les cammen-—

‘taires suivants :

a) Sérums de malades confirmés sérologiquement et cliniquement (tableau XI :

en vhase aigué ; tableau XII : en phase chronique)

En phase aiqué et chronidque, on décéle 1l'existence d'une réaction
de précipitation vositive dans la totalité des cas (figure 41, A). En rhase
chronique, il est important de noter la présence vresque constante des anti-
corps produits par le comwosant n°5 de 1l'antigéne total. Ce composant est
également responsable des premiers anticorps décelés au cours de 1'immunisation
artificielle du lapin et la trypanosomiase expérimentale de la souris (figure |
41, B). En phase aiqu&, le nombre d'anticorps orécipitants est faible (1 & 3
arcs de précipitation) ; var contre, un augmentation.significaéave du taux
d'anticorps s'observe dans les sérums de malades en phase chronique (maximun

observé : 9 systémes précipitants).

* Les réactions de fixation du complément ont &té réalisdes et interprétées
par le laboratoire du Professeur PRATA ~ Bahia (Rrésil)

/




Tableau X ] Nombre de systémes précivitants mis en évidence par Iantigéne
T. CRUZI dans les sérums de malades confirmés, en phase aigue.

Sé"ur_ns 0o gé g\ [’Tm:‘r;o horése
humains Lg o |2 ng électroph .
T. cruzi, ®loto ool F C' || Nombre-] Arc
o d'larcs | n° &
8. P. 61 8 MM 10 ] + 1 -
J.A.5.0. 201 e Emim)as s + 2 +
M.N.S. 205 121 F M 139 ) ~+ 1 ?
AB.S, 234 laimm|17 il + 2 +
M.J. D, 248 4 | FiM118 ] + 1 -
JN.S . 258 ) MM | 36 ] + 3 4
N,P, 258 9 MI N | 84 1. - 2 +
J.C, 382 3 M M 7. + 3 +
H.C 389 Z MIM I 20 ] + 2 +
A.S.R. 391 |4 | mh.nl o3 + o >

Tableau X[ Nombre de systémes précipitants mis en évidence par Uantigéne
T. CRUZI dans les sérums de malades confirmés, en phase

chéronique.
Eg Imrmuno—~
Sérums . ((‘9 ;9 %U électrophorasd |
humains @ x| 8\3 Remar- !
T cruzi 5| ques, E o Nbre | Arc P X
. — dtarcs | n® 5 Abréviations employées dans les tableaux
NER 21 M1 N2 2,50 4 + Race: M = mulitre
J.S. 5{M|I M4 +3,72 4 + N = noir
H.M, M0 | F M1 +2.,41 [$) + B = blanc
JA, 7 1M M3 43,42 7 + Age: Ad = Adulte
G,.B., 19 FML ML 2 | CLH L F 438,74 7 + FC fixation du complément,
M. J.D, 64 FIM I +5,28 5 -+ C. H. : “congestive heart failure”.
D.P.S, 33 | M NI 2 MO, 43,863 3 + i M. O, megaoesophage.
M,L.,C.S, 10 =1 Nl 2 C.H,F 42,52 [&] + !
D.M.E, 34 | M| M| 2 C H, F 143,27 3 +
A,d, 48 1 Fi M 2 MO, 143,50 9 +
G.G.F, 23 i M2 M,O, |+3.16 1 2
R.B.S, 3671 _|lAdI M ? + 2 +
J.L.S., 3673 Adi M 2 + S +
£.8.J. 8701 Adl M 2 + - 4 2t
J.P, 37268 HAdI M ? + 2 +
AJ.A. 3736 {lAd| M 2 + 5 -+
1.J.G, 3743 Adl M ? + 1 -

Tableau X [[[Nombre de précipitines sériques décelés par Uantigéne T. é‘RUZI
dans les sérums de malades @ sérologie positive (F C'j mais sans
signes clmzques

. , Immuno-
Sérums électrophorase,
humains F C'l Nombre Arc
T. cruzi d'arcs n® 5
n° 1 + 1 +
n°® 2 + 0

n° 3 + 2 +
n° 4 + 0

n° 5 + 1 +
n° & + 1 +
n® 7 + 9 -
n® 8 + 0 .
n° 9 + 0

n® 10 + 1 +
n° 11 + 2 +
n°® 12 + 0

[+]

n 13 4+ 1 +

n° 14 + 2 +
n° 15 + Q_

n° 16 + 0
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T — T——
B T. cruzi[] 1ne§

e ccm—— I
2 =Antiserum [LAPIN) T. cruzi

Figure 41 : Systémes précipitants mis en
évidence en immunoélectrophordse (micro-
méthode) par un extrait hydrosoluble de

T. cruzi dans les sérums de sujets Chaga-
siques (A et B)

~ B) Mise en évidence du systéme précipi-
tant n°S par 1l'antigéne total T. cruzi ;
comparaison avec les premiers anticorps
décelés au cours de l'immnisation expéri-
mentale du lapin.

~

b) Sérums de malades d sérologie positive mais sans signes cliniques (Tableau XIIT}

Sur les 16 sérums étudiés, nous avons pu révéler des anticorps
précipitants dans la moitié des cas. La majorité des réactions positives s'expri-

me par un ou deux arcs de précipitation dont notamment le composant n°S.

¢) Sérums de malades suspects 3 sérologie négative (tableau XIV)

Dans les 11 sérums étudiés, nous avons décelé des précipitines en

nombre élevé pour 4 cas avec présence de l'arc remarquable n°5.




TableauX [\/Nombre de systémes précipitants mis en évidence par Vantigéne
T. CRUZI dans les sérums de malades suspects a sérologie néga-

tive (F. C’).
> O Immuno-
Sérums |02 (3 & électrophoraése,
humains a9 |3 o
T. cruzi. ®1e |0 v 3| F c'{ Nombre | Arc
_&)- d'arcs n® 5

C, 5IM 1 N 2 - 0O
B.P, 10 M 3 - 8 3
A A 3637 AdiM ] 2 [? chP ~ 5 +
N,S.R, 211 1 M17?2 - [6)
E.A N 271 M M2 - (0]
L.A.C 21F [B 172 - 6]
NI I 67IM 18 1?2 - 0
8.5 .E., 15 (M1 B 1? - o]
L ML, 33|F M2 -~ 4 +
A.C.0O, MIB 1?2 - 3 +
ME,M.B, 121F | M7 — O

Ce travail préliminaire (AFCHAIN et al., 1970),réalisé en immuno-
électrophorése, révéle pour la premiére fois, de manidre précise, l'existence
d'anticorps précipitants dans le sérum de sujets en phase.aigug de maladie
de Chagés et une augmentation significative du taux des anticorps dans les
sérums de malades en rphase chronigue.

- La présence pratiquement constante dans les sérums des anticorps
correspondant au composant antigénique n°5 de 1'antigene total et la haute
spécificité des réactions qu'il détermine, démontrent ainsi les. possibilités
nouvelles de 1'immno&€lectrophorése dans le diagnostic immunologique de la .
maladie de Chagas.

6.1.2. lLeishmaniose viscérale

Dans un premier temps, 1l'immnogénicité privilégiée des composants 4
et 24 de L. donovani a été étudiée chez le hamster expérimentalement infecté - .
et chez le chien naturellement contaming. Dans un deuxidme temps, consacré au
kala-azar humain (LE RAY et al., 1973b), nous avons approfondi les observations
de RANQUE et al. (196%9a et b) & 1'aide de 1l'antigéne homologue L. donovani.

/
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Tableau XV : Anticorps précipitants anti-
L.donovani observés dans la leishmaniose
viscérale canine parasitologiquement con-
firmée.

L .donovani

u

GHIEN L. dunuvaﬁ

Figure 43 : Analyse immunodlectrophorétique du
sérum d'un chien atteint de leishmaniose viscé-
rale confirmée

% Les sérums nous ont &té confids par le Professeur RIOUX (Montpellier) (1) eﬂ
le Professeur QUILICI (Marseille) (%x2). -




6.1.2.1. les anticorps précipitants chez le hamster expé-

rimentalement infecté et chez le chien naturel-

lement infecté

e e g — S o — v

corps précipitants lors de 1'infection expérimentale du hamster. Ils sont recon-

nus en premier lieu ainsi que 1l'illustre la figure 42,

— +
«=HAMSTERS (40j) L. donovani

140 o

[ —. — X ]

§Z(.d0 gy
N

[ — —

Figure 42 : Apparition précoce des anticorps
précipitants correspondant aux composantsn®4
et 24 chez le hamster expérimentalement :
infecté depuis 40 jours par L. donovani.

les chiens leishmaniés parasitologiquement confirmés (tableau XV).

Les sérums canins proviennent de chiens dépistés dans le foyer
méditerranéen frangais. L'analyse immunoé&lectrophorétique de 14 sérums canins
s'est révélée positive dans 12 cas et permet d'objectiver de 1 & 15 arcs
(figure 43 et tableau XV).

6.1.2.2. Diagnostic_immunoélectrophorétique du kala-azar

|
I

| .
Notre expérience porte sur 1l'examen de 18 cas humaigs. Quantitative-—

‘ment, la fréquence et 1'importance des anticorps précipitants €laborés au cours

de la leishmaniose viscérale humaine s'avérent exceptionnellement élevées en com-

paraison des autres affections parasitaires dues a des protozoaires et & des




helminthes (tableau XVI et figure 44) . Des anticorps précipitants ont été
révélés dans tous les cas parasitologiquement confirmés. Les composants 4 et

24 scnt reconnus avec une fréquence élevée : d propos de ces 18 observations,
l'arc 24 a été révélé dans tous les cas et l'arc 4 a été révélé i onze reprises
(tableau XVI). .

_E h cas ; Immunoél?ctrophorése ;
( UMAINS . Nbre d'arcs : arcs spécifiques )
( : : 4 24 )
( : : )
(  YL799 7 : 4 + )
E meos 17 o + ;
( Y1979 10 HEE + )
E YL1199 - + ;
(  YL1371 : 9 : - + )
E 1372 15 i + ;
( YL1432 11 T o+ + )
g YLIS10 | 12 Do+ + ;
( YIl716 : 5 : - + )
E YI477/73’ Po- + ;
( ITMA17.530 : 16 : o+ + )

§I‘I‘MA21.929: 16 oy + ; :
( TTMA22.203: 4 s+ + )
EI‘I‘MA23.421. 4 + + ;
( GG22.418: 6 T+ + )
E GG 22.420] 2 - + ;
( GG22,656; 1 : - + )
g GG23.519' 2 Do+ + ;
: : )

Tableau XVI : Anticorps précipitants anti-
L.donovani observés dans la leishmaniose
viscérale humaine parasitologiquement confir-
mée
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L. donovani D /4 A
T"‘M/

: o
Serum HUMAIN L. donovani

Figure 44 : Analyse immuno€lectrophorétique
d'un sérum de sujet atteint de kala-azar
confirmé.

Ainsi, la constance, 1'intensité et surtout la spécificité des
réactions d'immunovrécipitation permettent de recomander 1'analyse immu-
noélectrophorétique comme méthode privilégiée dans le diagnostic immunologique
du kala-azar. Les résultats obtenus permettent d'attribuer également aux
méthodes de précipitation en gel une efficacité certaiie dans 1'évaluation
de l'importance des réservoirs animaux et humains de L. donovani.

Lors des contrdles de populations, le recours a 1'immunoé&lectrophorése
est cependant entravé par des difficultés pratiques (technicité de la méthode
et colt en antigéne). La micro-double diffusion en gel corrige ces inconvénients ;
elle permet d'examiner sur une lame porte-objet trente deux sérums 3 1l'aide
d'un milligramme d'extrait antigénique lyophilisé. C'est ainsi qu'une &tude
en cours, avec le Docteur BEN RACHID de Tunis et portant sur 37 sérums de
leishmaniose viscérale infantile confim@s parasitologiquement, nous a permis
a l'aide de la micro-double diffusion en gel de poser un diagnostic immunologique
dans 91 % des cas (figure 45).

Cette technique, a condition de définir ses limites de spécificité,
parait pouvoir contribuer de maniére particulidrement efficace au diagnostic

du kala~azar.
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\ 0, < L.donovani
Ko oo avo oL,
1 = Sérums HUMAINS L. donovani- o

Figure 45 (x2) : Diagnostic immunologique de
la leishmaniose viscérale 3 1l'aide de la
micro-double diffusion en gel. la réaction
immunologique protéine-~C réactive du sérum
Humainnanti—P C.R. (Difco) révéle la présence
d'un état inflammatoire aigu.

6.1.3. Diagnostic immunoélectrophorétique de la maladie du

sommeil 3 T. b. adamhiense

Lla caractérisation chez T. gambiense d'antigénes spécifiques des

formes de culture et des formes sanguicoles nous a conduit 3 une étude com~

parative de la valeur diagnostique de ces deux stades é&volutifs. Les résultats,

menés en immunoélectrophoré@se avec les extraits hydrosolubles de trypomastigotes

de culture et de trypomastigotes sanguicoles, ont porté sur 69 sérums de

malades & T. gambiense parasitologiquement confirmés.

L'utilisation d'extraits de formes de culture ne permet de révéler
qu'un faible nombre de systémes précipitants (1 & 2) en position anodigque sur
le diagramme immunoélectrophorétique (figure 46 : 1—>: "arcs anodiques"),
de manidre inconstante. Par contre, l'emploi d'extraits de formes sanguicoles
permet de révéler en plus, de manidre quasi-systématique, 1'existence d'un
nombre limité de systémes précipitants (1 & 4), tous en position cathodique
(figure 46 : 2 ——;"arcs cathodiques") . |
Nous avons testé, & l'aide des antigénes dé culture et sanguicoles,

les 69 sérums de malades provenant de zones geographlques diffétentes. Ie
/

- tableau XVII résume les résultats obtenus, en classant les arcs de précipitation

Observés suivant leur localisation "anodique" ou "cathodique".
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Figure 46 : Analyse immunoélectrophorétique de
sérursde patients atteints de maladie du
scaneil & T. gambiense.

T.gC : Antigéne T. gambiense formes de

culture
T.gS : Antigéne T. gambiense formes
sanguicoles

A et OC : sérums des malades
1———>: "arcs anodiques”
2~——3: "arcs cathodiques"

Tableau XVII : Résultats comparatifs obtenus en
immuncélectrophorése portant sur 69 sérums de
malades & T. gambiense (parasitologiquement con-
firmés traités ou non traités)

1) 45 sérums provenant du Centre Médical de Kimpese, province dy Bas Zaire -

(Dr M. WERY)
- "arcs anodiques" avec T. gambiense Sanguicole
T. gambiense Culture

T. brucei Culture

- "arcs cathodiques" avec T. gambiense Sanguicole 42 +-—>93 %

20 + ——> 44 %
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2) 20 sérums provenant de Co6te d'Ivoire, Abidjan (Dr J. TONNEL) (AFCHAIN
et al., 1975b) '

- = "arcs anodiques” avec T. gambiense Culture

8 +——>40 %
T. gambiense Sanguicole

- "arcs cathodiques" avec T. gambiense Sanguicole 19 + —=————>95 %

3) Divers :
et Congo, confiés par les Professeurs BECQUET (Lille) et GENTILINI (Paris)

}2+

2 +

4 sérums provenant respectivement du Mali, Haute Volta, Cameroun

- "arcs anodiques" avec T. gambiense Culture

T. gambiense Sanguicole

~- "arcs cathodiques” avec T. gambiense Sanguicole

Tableau XVIII : Pourcentagesde positivité, en
immunoélectrophorése, avec deux antigénes de
T. gambiense et portant sur 69 malades parasi-
tologiquement confirmés.,

Nbre de Nbre d'arcs

‘Tocalisation immunodlectro-.
: % de

(
(
( Antigénes : A . : phoréticque des arcs : st
( _ . positifs . variant de . de précipitation . positivite
( : - :
( : : : :
( T. gambiense : : : Anodique H
( formes de : : : [] :
- \__}'\__/ :
E CULTURE 29 a3 R
{ ou T. brucei : : : :
{ CULIURE : : : :
( : : : :
{ : : : :
( T. gambiense : _ : Cathodique :
( formes : 63 : 134 : : 91 %
( SANGUICOLES : . f S :
( .

R i N . " W N e W)

Ces données nous aménent d envisager trois points particuliers :

- la différence observée entre les résultats obtenus ja 1'aide des antigénes
extraits des trypomastigotes sanguiccles et les rés/’ultats obtenus a 1l'aide
des trypomastigotes de culture ; /

- la localisation cathodique de la majorité des arcs de précipitation ;

- le nombre limité de ces systémes précipitants.
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Ia connaissance précise des antigenes spécifiques de stade évolutif et
surtout ler localisation, pouspermettent de penser que les anticorps précipi-
tants, élaboré@s au cours de la trypanosomiase humaine & T. gambiense, parais-

sent étre suscités en majorité par les composants antigéniques spécifiques

des formes sanguicoles. Dans la maladie du sommeil humaine, le nombre de
systémes précipitants est trés limité. Cependant, l'utilisation d'un extrait
antigénique provenant des trypomastigotes sanguicoles permet de les révéler
d'une maniére quasi-systématique.

~ Néanmoins, une question plus fondamentale restait 4 résoudre : par
quels types d'antigénes ces anticorps privilégiés sont-ils &laborés ? S'agit-il
de composants spécifiques du stade sanguicole ou des composants spécifiques
du sérotype ?

L'utilisation des deux extraits antigéniques LiTat-l1 et LiTat-2 n'a
pas donné des résultats identiques. Seul 1l'extrait provenant de la population
LiTat-1 a permis 1'obtention des résultats précédents ; 1l'utilisation de 1l'ex-
trait LiTat-2 a donné systématiquement des résultats plus discutables avec un
nombre d'arcs "cathodiques” toujours moins important et un mauvais équilibre‘
antigéne-anticorps.

L'absorption d'un sérum humain par la population sanguicole LiTat-2
(TgSP2) , quelle que soit la dose d'épuisement, nous a toujours révélé au moins

un camposant antigénique par rapport & la population LiTat-1 (TgSPl) (figure 47).

1=sérum humain T gambiense
I —15mg/mlT.95P2

@//O/@\o @\ /@ 3: 1 —20 |

ke 4= 11 =25 )

T.gSP_

Figure 47 : Absorption d'un sérum humain &

T. ganbiense par un extrait lyophilisé de

la population LiTat-2 (TgSP2) montrant sys-—
tématiquement un arc de précipitation par -
rapport a la population sanguicole LiTat-l

(TgSP1) .
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Inversement, l'absorption de ce méme sérum par un extrait lyophilisé
de la population LiTat-1 fait disparaftre la totalité des réactions de préci-~
pitation aussi bien vis-3-vis de l'extrait LiTat-1 que de l'extrait LiTat-2.

Dans nos conditions expérimentales, on peut penser qu'au moins un
de ces composants serait spécifique du type antigénique LiTat-1l. Ainsi, une
partie de la réponse humorale de 1'hdte, partie hautement significative car
assurant le diagnostic immunoélectrophorétique de cette parasitose, serait

- due aux antigénes variables spécifiques du sérotype.

6.2. REACTIONS CROISEES ENTRE T._CRUZI, T. B. GAMBIENSE, T. B. BRUCFI et
L._DONOVANT, OBSERVEES EN IM/UNOELECTROPHORESE ,DANS LES INFECTTONS
Afin d'assurer la spécificité des résultats diagnostiques en

immunoélectrophorése, ont été confrontés aux extraits antigéniques de T. cruzi,

L. donovani et T. gambiense par les techniques de précipitation en gel :

(a) des sérums provenant de cas humains et expérimentaux atteints de trypa-
nosomiase américaine, de trypanosomiase africaine et deleishmaniose
viscérale ; _ o

(b) des sérums de patients atteints de maladies parasitaires, bactériennes

ou virales.

(a) RBactions croisées cbservées en immunoélectrophordse dans les

infections déterminées par les Trypanosomatidae

ILe tableau XIX présente une synthése des réactions croisées minimales

observées,
I1 existe donc, pour l'ensemble de ces Trypanosomatidae, des réactions

croisées relativement importantes avec des sérums humains et expérimentaux .
Ainsi ces résultats nous recommandent la prudence lors d'une interprétation

diagnostique.
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Tableau XIX : Nombre maximum d'arcs de
précipitation mis en évidence en immu-
noélectrophorése, dans nos conditions
expérimentales, au moyen des antigénes
homologues et hétéroloques, dans les
trypanoscmiases américaine, africaine
et dans la leishmaniose viscérale.

Sérums:

—~ o~

: Trypanosomiase :  Trypanosomiase : Leishmaniose
américaine : africaine :  viscérale
: : Humaine a :

. Souris Homme Bovine | Chien Hormme

)

)
( )
(. )
( )
( )
( : :T.gambiense: )
(Antigénes : 3 _ )
{ : : : : : )
( T. cruzi : 11 12 2 : 0 : 4 6 )
( : : : : : )
( , : : : . : )

T. gambiense’ ) : i L%
E Culture | 2 . 2 . NE . El 2 4 ;
(. T T )
~T. gambiense: .
E Sanquicole 2 2 NE : 3 1 3 ;
( s i - )
T. brucei *

( ciltwe 3 3 4 3 4 > )
( T : i . : - )
( L. donovani : 1 : 1 : 0 : 0 : 16 7 )
( : “ )

NE = non effectué

% tous les arcs de précipitation se
trouvent en position "anodique" sur

les diagrammes immunoélectrophorétiques.

(b) bnt été utilisés des sérums de malades atteints de :
- parasitoses diverses (bilharziose, hydatidose, distomatose, filariose,
candidose, aspergillose, paludisme, amibiase, toxoplasmose) ;
- maladies bactériennes ou virales : syphilis, hépatite virale, tuberculose i
- maladies diverses : allergie pulmonaire, cirrhose alcoolique du foie, spléno-
mégalies d'origine incertaine, lupus érythémateux Qissérniné.
A l'aide de ces sérums, les techniques de Qrécipitation en gel
(micro-double diffusion et immnoé&lectrophorése), ﬂé—é—vis des, antigénes

- . . | iz .
T. cruzi, L. donovani et T. gambiense n'ont permis de déceler qu'exceptionnel-

lement un arc de précipitation comme le souligne le tableau suivant.




Nbre de cas

(- : : : ;
( ‘ : : : :
( s :  Sérums de malades Do : : +/au Nbre )
( Antigeénes . atteints de . Micro-DDG . IEP . de sérums )
( : ‘ : : : étudiés )
( : S : : )
( ' : : : : )
( T.cruzi et L.donovani : candidose : o) :§l, : 2/10 )
(_ : : _: : )
( : . : : . : )
. X gros foie . . .

E L.donovani . {cirrhose alcoolique) | o) © . 0 . 2/6 ;
( : ~ . T : : )
. . , : Lupus érythémateux =, . X :

é I.cruzi et T.gamblense: disséming (Ac anti-DNA)’ )@ 0 : 1/4 ;‘

X3

Tableau XX : Résultats des contrdles de spécificité
de la précipitation en gel lors du diagnostic
des Trypanosomatidés.

Inversement, sur des sérums trés riches en anticorps précipitants,prove-
nant de malades atteints de maladie du sommeil, de maladie de Chagas et de kala-azar,
nous avons effectué, en immunoé&lectroghorése, de trés nombreuses réactions vis-3d-vis

d'antigénes d'helminthes (S. mansoni, F. hepatica, D. viteae, E. granulosus, A. suum)

de champignons (C. albicans, A. fumigatus) et de protozoaires (E. histolytica,

T. gondii) ; nous n'avons jamais obtenu de réactions croisées.
Ainsi, d'éventuelles relations antigéniques de hasard avec des parasitoses
trés éloignées ou des maladies humaines diverses, ocbservées dans les conditions

expérimentales de 1'immunoélectrophor@se, n'intéressent les Trypanosomatidae que

de fagon négligeable et ne peuvent altérer les résultats concernant le diagnostic
immunoélectrophorétique de ces protozooses. Par contre, i 1'intérieur des Trypano-
somatidae, des réactions croisées importantes sont observées. Ceci nous a conduit

d étudier les réactions croisées entre les Trypanosomatidae 3 1l'aide de 1'immuno-

fluorescence indirecte, technique trés employée dans le diagnostic de ces parasitoses.

6.3. ETUDE DIAGNOSTIQUE COMPARATIVE PAR IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE

L'immunofluorescence indirecte par sa simplicité technique et 1'utilisation

d'antigéne figuré est a priori la méthode la plus facile a mettre en®oeuvre pour le

diagnostic des Trypanoscmatidae. Malheureusement, comme le souligne le tableau XXI,

cette technique d'une trés grande sensibilité, fait preuve d'un manque évident de

spécificité. En effet, l'utilisation d'antigénes figurés de T. cruzi, T. brucei et

L. donovani, opposés a des sérums de malades atteints de trypanosomiase africaine,




. des titres maximaux d'immunofluorescence :

T. brucei et L. donovani (le titre moyen

(%)

595 par rapport aux 20 cas positifs étudiés) ;
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américaine ou de leishmaniose viscérale, démontre des réactions croisées avec

- du 200éme pour les sérums humains Chagasiques vis-a-vis des antigénes figurés

, en réaction homologue, est de

du 400éme pour les sérums de malades atteints de kala-azar vis-a-vis des

antigénes figurés T. cruzi et T. brucei (le titre moyen, en réaction homologue,

est de 821 par rapport aux 10 cas positifs étudiés) ;

du 50&me pour les sérums de sujets atteints de maladie du sommeil 3 T. gam-—

biense vis-a-vis des antigénes figurés T. cruzi et L. donovani (le titre

moyen, en réaction homologue, est de 342 par rapport aux 20 cas positifs

étudiés) .

Tableau XXI : Répartition des réactions croisées

obtenues par immunofluorescence indirecte.
( Sérums  : . )

. . Maladie du ,

( humains : Maladie de sommeil 3 Kala—azar )
( \\\\\\\: Chagas * T. gambiense )
(Antigénes : ;= _ )
( : : )
( T. cruzi * : *% *% )
( CULTURE 5—92 : 50 400 )
(__ : )
( : ;
( T. brucei b3 : * ek
( SANGUICOLE : 200 : 342 400 )
( : : _ )
( : )
(L. donovani : %k v g% )
( CULTURE. : 200 : >0 221 )
( : : )

% Réactions homologues : moyennes des titres

d'immunof luorescence (G.M.R.T. =

"Geometric

mean range titer") var rapport au nombre de
cas positifs étudiés.
%% Réactions hétérologues : titres maximaux

d'immunofluorescence observés lors des

réactions

croisées,

v
1

|

* On appelle titre moyen, la moyenne géométrique des ﬁitres d'atticorps ou

G.M.R.T. (geometrical mean range titer) donnée par!la formule suivante :
G.M.R.T. = antilogZE f(logX) /N ol X représente les différents titres d'an-—

titres et N le nombre total de sérums étudiés.

. ticorps, f le nombre de sérums qui ont respectivement donné chacun de ces
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En régle générale, dans nos conditions expérimentales et & propos
des sérums humains étudiés, le titre maximal de réaction croisée est inférieur.
au titre moyen (G.M.R.T.) calculé pour la réaction hamologue. Ainsi, compte
tenu des importantes réactions croisées, le diagnostic immunologique des para-
sitoses par immunofluorescence n'est céncevable qu'a condition d'effectuer

systématiquement

- = les réactions vis-d-vis des antigénes figurés T. brucei et L. donovani

pour un sérum de malade provenant d'Afrique ;

—- les réactions vis-a-vis des antig@nes figurés T. cruzi et L. donovani

pour un sérum de malade provenant d'Amérique du Sud.

I1 est évident que ces résultats d'ordre diagnostic nous perméttent
de recommander 1°) une prudente interprétation des résultats sérologiques,
surtout lorsque les titres en sont peu élevés, et 2°) le recours 3 une autre
technique telle 1'immunoélectrophorése, peut-étre moins sensible mais d'une
remarquable spécificité par la visualisation des composants antigéniques

spécifiques.

6.4. SYNTHESE : UN DIAGNOSTIC IMMUNOELECTROPHORETIQUE SPECIFIQUE REPOSE SUR
LA MISE EN EVIDENCE DES COMPOSANTS SPECIFIQUES

ILes deux techniques d'immunofluorescence indirecte et d'immuncélec-—
trophorése se complétent vfutilement. En effet, l'emploi systématique de
l‘immunoéléctrophorése pour un laboratoire est cofteux en antigéne et requiert
une technicité spécialisée. Par contre, 1'immunofluorescence par sa simplicité

technique et l'emploi d'antigénes figurés obtenus facilement in vitro ou in vivo

est une remarquable méthode d'orientation. L'immuno&lectrophor@se permet par la
suite d'établir la spécificité des réactions par la caractérisation des compo—

-

sants spécifiques & savoir :

- le composant "spécifique" n°5 de T. cruzi

—- les composants 4 et 24 de L. donovani

~ les composants "cathodiques" visualisés avec 1l'extrait antigé;ique sanguicdle
de T. b. gambiense. '

Aussi, l'obtention de ces antigénes spécifiques a 1l'état purifié
devrait permettre l'accés a un diagnostic rigoureusement spécifique de ces

parasitoses. /
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CHAPITRE 7 : PURIFICATION DES ANTIGENES SPECIFIQUES DE T. CRUZI ET DE

T. B. BRUCEI. OBTENTION D'ANTISERUMS MONOSPECIFIQUES.

L'isolement d'antigénes Epécifiques apporte une contribution par-
ticulierement intéressante au diagnostic et peut-&tre aussi & la prévention
des protozooses. Aprés les travaux de TAILLIEZ (1970) sur 1l'isolement de 1'an-

tigéne spécifique de Fasciola hepatica, 1l'utilisation des procédés classiques

de purification physicochimique ne semblait pas promettre la généralisation

de telles méthodes. L'imperfection des résultats obtenus pour T. cruzi a

1l'aide de la chromatographie sur gel de Séphadex nous a incité & recourir 3 la
chromatographie d'affinité et plus précisément 3 1'immunoadsorption. Cette
technique a déja permis 1'isolement sélectif et rapide d'un antigéne spécifique
du liquide hydatique (Echinococcus granulosus) par BOUT et al. (1974).

La seule condition, pour l'utilisation de 1'immunocadsorption,
est lfobtention préalable d'un antisérum rigoureusement monospécifique dont les
anticorps doivent é&tre trés avides. En général, les sérums monospécifiques de
notre étude furent préparés par injection au lapin de la zone de gel qui
renferme 1l'arc de précipitation correspondant au composant spécifique.

L'utilisation des techniques d'immnoadsorption a permis 1'ob-
tention & 1'état pur du composant N°5 de T. cruzi et du composant V spécifique
du sérotype AnTat-1 de T. b. brucei.

7.1. PURIFICATION DU COMPOSANT SPECIFIQUE N°5 DE T. CRUZL

Les tentatives de purification biochimique par chromatographie
sur gel de Séphadex n'ont abouti qu'd un extrait "semi-purifié". Par contre, la
technique d'immunoadsorption a débouché sur sa purification et corrélativement

sur 1'obtention d'antisérums monospécifiques anti-composant 5.

7.1.1. Essais de nurification biochimique par chromatographie

sur gel de Séphadex. Obtention d'un extrai« "semi-purifié”

Dans une étape préliminaire, le fractionnement de T. cruzi a été
mené sur gel de Séphadex G200 superfin. La majorité des composants antigéniques
se retrouvant dans le méme pic d'élution, nous avons fractionné 1l'extrait total

sur gel de Séphadex G75 superfin et nous avons obtenu trois pics ; le pic I
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d'exclusion, contenant le composant N°5, a &té passé@ ensuite sur Séphadex

" G200 ‘superfin.

© Séparation de l'extrait total de T, gcruzi sur gel de Séphadex G200 _superfin

Deux essais avec respectivement 200 mg et 300 mg d'extrait soluble

- ont donné les résultats suivants (figure 48)

Il(zr

24 218

G200

1,5+

1<k
0,5+

15 " 3l ' 50 ' 10 50 T b g

Tubes
PIC I 1h PIC II 2b PICIIT
Figure 48 : Séparation de l'extrait total

de T. cruzi sur gel de Séphadex G200 ?
superfin.

La caractérisation dans les pics du composant N°5 et du nombre

total de composants antigéniques a été effectuée en immunoélectrophorése, en

opposant respectivement chaque pic a un HIS anti~T. cruzi (tableau XXII).
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Tableau XXII : Composition antigénique et
caractérisation du composant N°5 dans
chaque pic, par analyse immunocé€lectropho—
rétique, aprés séparation sur gel de
Séphadex G200.

PIC T : PIC IT : PIC IIT

o0 fomi o~

- Présence du composant N°5 : + : -+

! N el e sl s S N Nt

Nore de composants antigéniques : 7 : 16 : 0

Le pic d'exclusion (Pic I) contient peu de coamposants antigé-
niques d'un PM supérieur 4 200.000. La majeure partie des composants antigéniques,
dont l'antigéne 5,se situe dans la zone intermédiaire (PIC II). Il était denc
nécessaire d'avoir recours & un gel de Séphadex ayant un pouvoir de séparation

plus étendu.

© Séparation de l'extrait total de T, cruzi sur cgel de Séphadex G75 superfin

Cing essails avec respectivement 200 a 300 mg d'extrait soluble
ont donné les résultats suivants (figure 49) . '

La caractérisation du composant N°5 et le nombre total de compo—
sants antigéniques dans chaque pic, en immunoélectrophorése vis-a-vis d'un
HIS anti-T. cruzi sont transcrits dans le tableau XXIII.

Tableau XXIII: Antigénicité immunoélectropho-
rétique des pics et zones intermédiaires

(aprés séparation de T. cruzi sur
Séphadex G75).

( : : : : _

: )
( PICTI : b ~ : PIC II : 3a : PIC II1)
{ : : : :
( : : : : : ;
( Présence du composant N°5 I i T = S + : : - )
( : : : : : )
( : : : : 8 : )
( : 12 16 7 : 4 )
( . . . : )

Nbre de composants antigéniques : 11
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D.0. 2.96

G75

PICT 1h PICTT 32 PICTIT

Figure 49 : Séparation de 1l'extrait total
de T. cruzi sur gel de Séphadex G75 superfin.

I1 est important de souligner que cette séparation n'est pas
sélective. En effet, un méme composant antigénique se retrouve dans plusieurs
pics successifs @ une concentration plus ou moins élevée. Le composant 5 est
présent dans les deux premiers pics et dans les zones intermédiaires 1lb et 3a. .
Néanmoins, seul le pic I (pic d'exclusion pour les molécules d'an PM supériedr

a 75000) renferme le composant 5 en quantité importante.
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Afin de mieux séparer l'antigéne 5 des autres composants du pic I

obtenu sur G75, ce pic a été fractionné sur gel de Séphadex G200 superfin.

© Séparation du pic I (obtenu sur G75) d l'aide d'un gel de Séphadex

G200 superfin

Deux essais, a l'aide respectivement de 12 mg et de 15 mg prove-

“nant-du pic I obtenu sur G75, ont abouti aux résultats suivants (figure 50).

he
‘ b
10 20 30 40 50 N de

Tub
PR FT31 IR T e

Figure 50 : Séparation du pic I (obtenu par
passage de 1l'extrait de T. cruzi sur G75)
a l'aide d'un gel de Séphadex G200.

L'analyse immunoélectrophorétique de chaque pic et des zones
intermédiaires, & 1l'aide d'un HIS anti~T. cruzi, a permis la caractérisation

des différents camposants antigéniques.




Tableau XXIV : Réactivité immunoélectropho~

rétique des pics et zones intermédiaires
(aprés passage sur Séphadex G200 du

pic I provenant d'une séparation de T. cruzi

sur G75).

{ : : : )

( la : PicI : 1b : PIC IT )

( : : : )
( : : + : + )
( . Présence du composant N°5 : 0 : _ s _ )
( : )
{ : : : : )
( Nbre de composants antigéniques : 0 : 7 : 8 : 1 )
( . . . o . )

Les inmmunoé€lectrophorégrammes correspondants (figure 51) montrent
le chevauchement des mémes composants antigéniques dans le pic I et la zone

intermddiaire 1b.

arch
1b
. lal e -::5#39“’%ﬂééiyiﬁfé;:::igs\3%
- ’-—-"M -y
picTl \am5 PICI]

Flg e 51 : Immunoélectrophorégrammes,
vis-&-vis d'un HIS anti-T. T. cruzi (%), des
pics et zones intermédiaires obtenug apres
~filtration sur G200 du pic I séparé sur G75.

L'antigéne 5 ne se situant pas déns le pic d'exclusion, son PM doit
8tre compris entre 75000 et 200 000. '

Ainsi, la purification physicochimique, par chromatographie sur
gel de Séphadex, n'a permis 1'cbtention que d'une préparation antigénique
"semi-purifiée”, renfermant environ le tiers des compbsants antigéniques carac- .

térisés dans l'extrait de T. cruzi. / *

7.1.2. Purification immunochimique par chromatographie d'affinité

La purification du composant N°5 par immunoadsorption a été réali-

sée selon le protocole décrit par BOUT et al. (1974) pour l'obtention a l'état
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pur du oomposant spécificque du liquide hydatique (E. granulosus). Dans un

premier temps, un sérum monospécifique anti-composant 5 a été obtenu par
immunisation de lapins & 1'aide de la zone de gel renfermant le précipité
composant 5-anti-composant 5 visualisé sur immuno&lectrophorése bidimension-
nelle. Aprés épreuve d'immunoadsorption menée 3 1'aide de ce sérum monospéci-
fique et de 1l'extrait total de T. cruzi, les contréles immunologiques de pureté

de l'antigéne obtenu ont été effectués par immunisation de lapins.

7.1.2.1. Cbtention d'un sérum monospécifique

L'analyse immunoélectrophorétique bidimensionnelle d'un immun-
sérum anti-T. cruzi, riche en anticorps anti-composant 5 et renfermant peu
d'autres anticorps, opposé a un extrait total de T. cruzi, a permis la carac-
térisatidn du pic correspondant au camposant n°® 5 (figure 52, A).

Avec un tel immunsérﬁm, de nombreuses immunoélectrophorésesbidi-
mensionnelles (macro-technique) ont été réalisées. ILes lames ont étd lavées pen—
dant quatre jours en eau physiologique tamponnée. Ensuite, la zone du pic
correspondant au précipité composant 5-anti~composant 5 (zone pointillée sur
la figure 52, A) a été& injectée au lapin suivant la méthode d'immunisation
décrite par VAITUKAITIS et al..Six lapins ont été immunisés selon ce protccole
(2.4.2.) seul 1'un d'eux nous a donné, aprés 15 jours, un sérum monospécifique
anti-pic 5. Les contrdles de monospécificité ont été effectuds en macro-double

diffusion et en immunoélectrorhorése bidimensionnelle (figure 52, B).

7.1.2.2. Immunoadsorption et contrdles immunochimicues

de pureté de l'antigéne obtenu

A 1'aide de ce sérum monospécifique anti-pic 5 et de 1'extrait total
de T. cruzi, la technique d'immunoadsorption selon la méthode décrite par
AXEN et al. (1967) a permis 1'obtention d'éluats ayant une densité optique,
a 280 nm, compriseentre 0,1 et 0,2. Ces &luats ont &té concentrés par ultra-
filtration sur une cellule Amicon &quipde d'une membrane Diaflo UM~10.

les éluats, ainsi réduits a
1'immunisation (VAITUKAITIS et al., 1971) de lapins afin de contrbler la pureté

un volume de 1 ml, nous ont servi a

antigénique de la préparation. Toutes les épreuves de contrfle pratiquées
(macro-double diffusion, immunoélectrophorése : figure 52, C , et immunoélec-
trophorése bidimensionnelle : figure 52, C) ont démontré la parfaite monospé-
cificité des sérums récoltés au cours de 1l'immunisation de ces lapins.

‘/’
/
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Figure 52 : Purification du composant 5
de T. cruzi par immunoadsorption. -

A. Analyse immuno&lectrophorétique bidimensionnelle réalisée avec un extrait

j . antigénique total de T. cruzi et un immunsérum homologue. La zone pointil-
lée, ol se localise ‘le pic 5, correspond a la zone de gel injectée au lapin
pour obtenir un immunsérum anti-pic 5.

B. Contrbles de spdcificité, pardouble diffusionet immunoélectrophorése bidi-
mensionnelle, de 1'immunsérum anti-pic 5 opposé & un extrait antigénique
total de T. cruzi. L'immunsérum anti-pic 5 ne révéle que le systéme de
précipitation correspondant au composant 5.

C. Contrdles immunochimiques de pureté du composant 5 isolé par immunoadsorp-— .
tion.
__ L'immunoélectrophorése simple et 1'immunoélectrophorése bidimen-
sionnelle, réalisées avec 1l'extrait antigénique total de T. cruzi et un
HIS anti-€luat obtenu par immunisation de lapin avec le composant 5 isolé par
inmmunoadsorption, ne révélent qu'un seul systéme de précipitation. ILa mono-
spécificité de 1'immunsérum anti-&luat témoigne de 1l'obtention a 1l'état pur
du composant 5.




IS anti—T.orzi

o S 18 antiPicS.
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‘ Ainsi, cette méthode, d'une trés grande rapidité et d'une
relative simplicité, a permis 1l'obtention & 1'état pur du composant N°5

de T. cruzi et corrélativement de sérums monospécifiques correspondants.

7.2. PURIFICATION DU COMPOSANT V DE T. B. BRUCEI, SPECIFIQUE DU TYPE ANTI-
GENIQUE AnTat-1

7.2.1. Rappel des résultats immunoélectrophorétiques
cbtenus par LE RAY (1975)

Une situation pratiquement analogue & celle de T. b. gambiense
a été trouvée, précédemment d notre étude,chez T. b. brucei par LE RAY et al.
(1973a) , LE RAY (1975). Il existe pour T. b. brucei au moins quatre composants

spécifiques des formes de culture et un canposant spécifique des formes sangui-
coles. Ce dernier, soumis au phénoméne de variation antigénique, supporte la
-spécificité de chaque population antigénique clénée (figure 53, A). Ce compo~
sant variable (appelé V) se retrouve toujours en position cathodique sur les
diagrammes immunoélectrophorétiques. Trois populations antigéniques distinctes,
représentant respectivement les sérotypes AnTat-1, AnTat-2 et ETat-2 ont &té
analysées par LE RAY (1975).
Nous avons préféré étudier le composant variable V de T. b. brucei

plutdt que ceux de T. b. gambiense pour les raisons suivantes :

(1) le modéle AnTat-1 avait &té 1'cbjet d'une &tude immunodlectrophorétique
(IE RAY, 1975) et d'un sérotypage par trypanolyse et par immunofluorescence
(VAN MEIRVENNE et al., 1975a). De plus, le composant V d'AnTat-1 présente
une complexité immunochimicque moindre que celle de LiTat-1.

(ii) la souche EATRO 1125 de T. b. brucei comprenant le sérotype AnTat-1 n'est
pas infectante pour 1'homme, au contraire de la souche Eliane de T. b.

gambiense gue nous avons étudiée.

7.2.2. Purification immunochimique du composant V

i
|
i

f

Le composant antigénique V spécifique des formes Banguicoles du
-serotype AnTat-1 de T. b. brucei a été& purifié dlrectement par chromatographie
d'affinité (AFCHAIN et al., 1976).
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Des expériences préliminaires ont été menées avec un hyperimmun-—
~sérum anti-AnTat-1, absorbé par un extrait soluble lyophilisé d'AnTat-2 3 la
dosé de 45 mg par ml. Testé en immunoé&lectrophorése vis-a-vis d'extraits
d'AnTat-1 et d'AnTat-2, cet hyperimmmnsérum absorbé révéle seulement le compo-
sant variable V spécifique du sérotype AnTat-1l et ne donne aucune réaction croi-
sée avec AnTat2 (figure 53, A).:

Un immunoadsorbant a été préparé avec ce sérum absorbé suivant la
‘technique préconisée par AVRAMFAS et TERNYNCK (1969). L'éluat obtenu a servi
a l'immunisation d'un lapin selon la technique de VATTUKAITIS. Les anticorps
précipitants apparus au cours du premier mois d'immunisation se sont révélés
monospécifiques du composant V. Par la suite, sont apparus deux anticorps
hétérologues, montrant ainsi la présence d'antigénescomuns dans 1'éluat
de 1'immunoadsorbant. '

’ Le recours: 3 un hyperimmunsérum absorbé n'a donc pas permis
1l'obtention d'un cdnposant V pur. Ceci est probablement dd & une absorption
incampléte de 1'hyperimmunsérum par 1'extrait hétérologue AnTat-2; ce défaut
d'absorption n'ayant pas été décelé par les techniques de précipitation en
gel. Cet échec souligne la nécessitd, lors d'une purification antigénicue,
d'avoir recours 3 1'immunisation expériﬁentale de lapins avec l'extrait supposé
purifié.

I1 a donc été nécessaire d'avoir recours a une autre technique
pour l'obtention d'un sérum monospécifique anti-composant V.

Un sérum monospécifique a été obtenu par immunisation selon
VATTUKAITIS de lapins a l'aide de la zone du gel ol se situe le précipité
V-anti-V en immunoélectrophorése. La monospécificité a été contrdlée selon les
méthodes habituelles de magro-double diffusion et d'immuno&lectrophorése.

Avec cet hyperimmunsérum monospécifique (3 ml), 1'immunoadsorption,
conduite avec un extrait total d'AnTat-1 (50 mg), a abouti 3 la purification
du composant V. Une partie de 1'éluat concentré&, opposé 3 des hyperimmunsérums
anti-AnTat-1, anti-composant V et anti-AnTat-2, ne montre qu'un seul arc de
précipitation en macro-double diffusion (figure 53, B). De plus, l'imm'misationA
d'un lapin avec l'autre partie de 1'éluat concentré a permis d'cbtenir un
hyperimmunsérum ne révélant, en immunoélectrophorése, d 1'égard de l'extrait
d'AnTat-1 total que le seul camposant V (figure 53, C). Ainsi, cette méthode A
d'immmnoadsorption a permis 1'obtention 3 1'état pur du composant V, spécifique
du sérotype AnTat-1.




A.

Figure 53 : Purification immunochimique du
composant V de T. b. brucei, sérotype AnTat-1.

Immunoé&lectrophoréses montrant le composant majeur V, spécifique du
sérotype AnTat-1l, révélé par un hyperimmunsérum anti-AnTat-1 total
avant et aprés absorption par un extrajt hétérologue d'AnTat-2 .

Contrdle de pureté du composant V isolé par immunoadsorption. Le
composant V est révélé dans 1'éluat concentré opposé aux hyperim-
munsérums anti-composant V et anti-AnTat-1. La réaction est négative
vis-a-vis d'un hyperimmnsérum anti-AnTat-2.

Immuno&lectrophorése, réalisée avec l'extrait total d'AnTat-1 et

1 'hyperimmunsérum anti-composant V purifié par immunoadsorption. Le
critére de puret? du composant V isolé est démontré par la monospé-
cificité de 1'antisérum.

Immunoélectrophorése et immunoélectrophorése bidimensionnelle, réali-
sées entre l'extrait antigénique total d'AnTat-1 aprés carbamylation
et 1'hyperirmmunsérum anti-composant V. Le dédoublement et les trois
épaulements du composant V démontreraient son hétérogénéité physico-
chimique.
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L' immunoé&lectrophorése bidimensionnelle, menée dans les
conditions classiques avec un extrait total d'AnTat-1 et un s&rum monospé-
cifique anti~composant V, s'est révélée inefficace en raison de la trop faible
mobilité €électrophorétique du composant V. Aussi, un extrait soluble total
d'AnTat-1 a été carbamylé afin d'accentuer la migration anodique du composant V
lors des deux étapes électrophorétiques. Cette carbamylation a été effectuée
selon les conditions techniques décrites par BJERRUM et al. (1973). Dans ces
- conditions et dans la mesure ol une partie de l'extrait total d'AnTat-1 n'a pas
été. dénaturée lors de la carbamylation, 1'immunogélectrophorése simple et
1'immunoélectrophorése bidimensionnelle montrent que le composant V serait
constitué de deux sous-unités ayant un coefficient de migration légérement

différent, ce qui réveélerait son hétérogénéité physicochimicue (figure 53, D).
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CHAPTTRE 8 : IOCALISATION EN SURFACE DES ANTIGENES SPECIFIQUES DE T. B. BRUCETL

ET DE T. CRUZI. MICROSCOPIE OPTIQUE ET ELECTROGNIQUE.

Disposant de sérums monospécifiques anti-composant 5 de T. cruzi

et anti-composant V spécifique du sérotype AnTat-1 de T. b. brucei, la localisa-

tion des antigénes correspondants a été envisagée au niveau de la surface cellu-
laire des organismes considérés. L'emploi des techniques indirectes d'immuncfluc—
rescence et d'immunoperoxydase a l'aide de la microscopie optique et €lectronique
a permis une telle caractérisation.

les tentatives de détection intracellulaire d'antigénes par les
techniques d'immunoperoxydase combinées i la microscopie électronique n'ont
bénéficié que de progrés encore trop préliminaires pour &tre appliquées aux

Trypanosomatidae dans le cadre de ce travail. C'est pourquol nous nous somnes

attach? - uniquement 3 la localisation de surface des antigénes spécifiques,
en préfixant préalablement les organismes a l'aide d'une solution de glutaral-

déhyde (2,5 % en tampon cacodylate 0,1 M).

8.1. LOCALISATION DE L'ANTIGENE VARTABLE V de T. B. BRUCETL AU NIVEAU DU
MANTEAU DES FORMES SANGUICOLES. IMMUNCFLUORESCENCE ET IMMUNOPEROXYDASE
INDIRECTES

La spécificité des antigénes présents a la surface des trypanosomes

sanguicoles du. sérotype AnTat-1 de T. b. brucei, a été analysée a l'aide de

techniques immunologiques appliquées & la microscopie optique et 4 la microsco-
pie électronique (FRUIT et al., 1976).

Trois types d'antisérums ont &té-utilisés :

® des sérums de 6 jours d'infection, obtenus chez le lapin par inoculation
intraveineuse d'une suspension de 1 x lO6 trypanosomes AnTat-1 en tampon PSG,
selon la méthode de VAN MEIRVENNE et al. (1975a). A l?aide de ce sérum spécifique
du sérotype AnTat-1, les tests de trypanolyse et d’imﬁunofluoregcence effectués
selon les techniques de VAN MEIRVENNE et al. (1975a)fdéterminent des réactions
positives vis-a-vis du cléne AnTat-1 et des réactions négatives vis-a—vis
du cléne AnTat-2 (VAN MEIRVENNE, communication personnelle). Ce type d'anti-

sérum ne renferme pas d'anticorps précipitants.




- 111 -

© des hyperimmunsérums anti-formes sanguicoles hétérologues AnTat-2,

anti-formes de culture de T. b. brucei, anti-protéines d'héte (sérum de rat,

glbbules rouges intacts ou lysés de rat). Tous ces hyperimmunsérums ont été
préparéds par imunisation sous-scapulaire (chapitre 2.4.1.).

© des antisérums monospécifiques dirigés contre le composant V spécifique
du sérotype AnTat-1, préparés selon la méthode de VAITUKAITIS (chapitre 7.2.2.).

Avec 1l'aide des antis@rums monospécifiques anti-camposant V et
des. autres immunsérums homologues et hétérologues, la présence des antigénes
correspondants au niveau du manteau des trypomastigotes AnTat-1 a été étudiée
en immunofluorescence et en immunoperoxydase. Les observations microscopiques
ont été& comparées aux données immunoélectrophorétiques et a 1l'activité trypano-
cide des immunsérums utilisés. Les tests de trypanolyse ont &té effectués par
incubation des trypomastigotes vivants d'AnTat-1 dans des dilutions sériées
de sérum, & 37°C, en présence de complément frais de ccbaye, selon la technique
de VAN MEIRVENNE et al. (1973b, 1975a). Ces tests ont ét& réalisés par
VAN MEIRVENNE et MAGNUS (Institut de Médecine Tropicale, ANVERS).

Les résultats sont mentionnés et résumés dans le tableau XXV.
L'expérimentation a été menée a 1l'aide des différents groupes d'antisérums

vis-3-vis des trypomastigotes AnTat-1.

GROUPE T : Antisérums_monospécifiques anti-composant V du sérotype AnTat-1

et_immnsérum d'infection de 6_jours anti-AnTat-l
‘ Ces sérums :
- exercent une activité trypanocide jusqu'a la dilution de 1/25¢ame ;
— déterminent une réaction de surface positive en immunofluorascence (figure 54
A et B) ;
- entrainent une réaction de surface positive avec la peroxydase en microscopie
optique (figure 54 D et E) et un marquage du manteau avec la peroxydase en

microscopie &lectronique (figure 55, A).

GROUPE TII : Hyperimmunsérums anti-antigénes camuns du sérotype AnTat-2 et

anti-formes de_culture de T. b. brucei

Ces sérums ne donnent sur les trypomastigotes du‘;érotype AnTat-1 :
— aucune trypanolyse ; |
- aucune réaction positive en immunofluorescence (figure 54, C) ;
- aucun marquage & la peroxydase aussi bien en microscopie optique (figure 54, F)

qu'électronique (figure 55, B).
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Tableau XXV : Activité trypanolytique et réactivité de surface sur les trypomas-

tigotes du sérotype AnTat-1. Corrélation avec les données immuno-
€lectrophorétiques.




Figure 54 : Localisation en surface du
composant variable V de T. b. brucei.

' ) Immunofluorescence et inmunoperoxydase
indirectes avec observations en micros—
copie optique.

A et B. Réaction de surface positive, en immunoflucrescence, sur les trypo—-

mastigotes AnTat-1 mis en contact avec un antisérum homologue monospéci-
fique du variant (x 2.200) ; ’
C. Réaction négative, en immunofluorescence, sur les trypomastigotes AnTat-1
mis en contact avec les sérums hétérologques (anti-AnTat-2, -formes de
culture ou -antigénes d'hdte) (x 2.200) (coloration rougedtre dueau Bleu d'Evans)
D et E. Marquage positif avec la peroxydase au niveau de la surface des
trypomastigotes AnTat-1 mis en contact avec un antisérum homologue monospé-
cifique du variant (x 3.700) ;
F. Réaction négative & la peroxydase avec les antisérums hétérologues.







Figure 55 : Localisation en surface

du composant variable V de T. b. brucei .
Immunoperoxydase indirecte et microsco-—
pie électronique.

A. Marquage positif avec la peroxydase au niveau du manteau des formes try-

pomastigotes AnTat-1 & 1'aide d'un antisérum homologue monospécifique
du variant. x 64.000 (Encart : haute résolution montrant le marquage en
surface. x120.000).

Réaction d'immunoperoxydase négative sur les trypomastigotes AnTat-l avec
les sérums hétérologues (anti-~AnTat-2, -formes de culture, -antigénes
d'hdte) . x 52.000 (Encart : structure classique de la surface des formes
sanguicoles; x120.000).
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GROUPE III : Antisérums dirigds contre les antigénes d'hdte (rat) : sérum,

globules rouges intacts et lysés

Aucune activité lytique ne fut observée a 1l'aide de ces sérums ;

toutes les réactions de marquage & la fluorescéine cu a la peroxydase se sont

révélées négatives en microscovie optique et électronique.

GROUPE IV : Témoin

Des résultats négatifs sont obtenus avec le sérum normal de

lapin dans tous les tests mentionnés précédemment.

Ainsi les résultats, résumés sur le tableau XXV montrent claire-
ment que l'activité trypanocide et la réactivité positive de surface ne sont
Observées qu'avec les seuls antisérums spécifiques du sérotype AnTat—-1l. Le cons-
tituant majeur de la surface du manteau des trypanosomes sanguicoles se trouve
atre le composant variable V. Les antigénes de sérotype hétérologue, des formes
de culture, des constituants sériques ou érythrocytaires de 1'hdte (rat), n'ont
pu étre mis en évidence sur le manteau cellulaire des trypanoscmes sanguicoles

du sérotype AnTat-1.

8.2. LOCALISATION DU COMPCSANT N°5 DE T._CRUZI AU NIVEAU DE LA SURFACE DES
FORVMES DE CULTURE. IMMUNOFLUORESCENCE ET IMMUNOPEROXYDASE INDIRECTES

A 1l'aide d'hyperimmunsérums anti-composant 5 (monospécifiques),
anti-T. rangeli et anti-sérum de veau, les réactions d'immunofluorescence et
d'immunoperoxydase ont été effectuées sur les formes de culture &pimastigotes
de T. cruzi, préalablement préfixées dans une solution de glutaraldéhyde.

L'utilisation d'hyperimmunsérums anti-T. rangeli se justifie
pour la recherche d'antigénes autres que le composant 5 au niveau de la surface
des formes de culture de T. cruzi. Malheureusement, le recours 3 de tels hyper+
immunsérums limite 1'investigation aux seuls composants comuns entre T. cruzi
et T. rangeli 3 savoir les six dixiémes des composants totaux.

Les observations microscopiques, confrontées aux données immuno-
€lectrophorétiques, sont résumées dans le tableau XXVi et permettent les commen-

w
taires suivants : /
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Tableau XXVI : Corrélation entre les données Immunoélectrophorétiques et la réactivité de

surface sur les formes de culture de T. cruzi.




Figure 56 : Localisation du ccmposant
N°5 de T. cruzi au niveau de la surface
des formes de culture. Immunoperoxydase
indirecte et microscopie électronique.

A. Marquage positif avec la peroxydase au niveau de la surface cellulaire
et de la membrane flagellaire des formes de culture de T. cruzi a
l'aide d'un antisérum monospécifique anti-composant 5 (x 40.000).

B. Réaction d'inmunoperoxydase négative sur les formes de culture de
T. cruzi avec des hyperimmunsérums anti-T. rangeli et anti-sérum de veau

(x 36.000).
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% Antisérums monospécifiques anti-composant 5

Ces sérums :
- déterminent une réaction de surface positive en immunofluorescence
- entrainent une réaction de surface positive avec la peroxydase en microscopie
optique et un marquage de la membrané cellulaire avec la peroxydase en micros-
copie électronique (figure 56, A).

% Uyverinmunsérums anti-T. rancgell et anti-sérum de veau

Toutes les réactions de marquage 3 la fluorescéine ou a la pero-
xydase se sont révélées négatives en microscopie optique et &lectronique:

(figure 56, B).

Des résultats négatifs sont obtenus avec ce sérum de lapin dans

tous les tests mentiomnés précédemment.

Ainsi, les résultats,résumés sur le tableau XXVI, wontrent clai-
rement que le composant 5, spécifique de T. cruzi, a une localisation mermbra~
naire au niveau de la surface cellulaire et flagellaire. La présence d'antigénes

communs 3 T. cruzi et T. rangeli, ainsi que celle des constituants sériques de

veau du milieu de culture, n'a pu &tre démontréde au niveau de la surface des
formes de culture de T. cruzi. Ceci ne veut pas dire cue le constituant majeur
de la surface cellulaire se trouve &tre le composant 5 ; en effet, 1l'utilisation
d'un hyperimmunsérum anti-T. rangeli limite 1'investigation aux seuls compo-
sants communs (les six dixiémes des composants totaux) et préserve 1'intérét
que présente 1'étude des camposants spécifiques de T. cruzi autres que le
camposant 5.

ILa localisation du composant 5, au niveau de la surface cellulaire
et de la membrane du flagelle externe, renforce la notion d'immunogénicité

privilégiée de ce composant spécifique de T. cruzi.
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CHAPTITRE 9 : DISCUSSION

Avant de dégager la signification des données rassemblées au
cours de la présente &étude, nous voudrions en rappeler succinctement le
cadre et les limites.
| Nos résultats ne concernent que les antigénes solubles de
divers Trypanosomatidés, accessibles dl'analyse immunoélectrophorétique. Touté—
fois, les extraits antigéniques étudiés proviennent d'antigénes totaux (corps
cellulaires entiers) et non fractionnés. Ces extraits sont obtenus & partir

de populations maintenues in vitro ou in vivo en état de multiplication expo-

nentielle permanente. Nos extraits contiennent vraisemblablement des protéines
de structures membranaires car, a deux occasions au cours de la présente

&tude, nous avons &tabli une corrélation directe entre un composant soluble
détectable par immunoé&lectrophorése et des antigénes constitutifs de la menbrane
ou du manteau cellulaire.

I1 faut rappeler que chaque arc de précipitation objective non
pas une protéine, mais une famille de protéines, distinctes par leurs caracteéres
physicochimiques, pouvant exercer différentes activités enzymatiques et donc
différentes fonctions métaboliques.

En définitive, s'il est certain que 1'immunoélectrophorése
n'analyse qu'une partie des composants solubles d'un protozoaire vivant, nous
allons voir que cette méthode analytique donne néanmoins des résultats signifi-
catifs. La confrontation des données bibliographiques & nos résultats taxono-—
micques, & nos résultats diagnostiques et & 1'étude des spécificités antigéniques,
permet d'affirmer une correspondance étroite des caractéres généraux du parasite

considéré et des caractéres immunoélectrophorétiques.

9.1. APPORT DE I'ANALYSE IMMUNOELECTROPHORETIQUE A LA CONNATISSANCE DES
STRUCTURES ANTIGENIQUES DES TRYPANOSOMATTDAE HETEROXENES

i

|
9.1.1. Reproductibilité des résultats obtenus a

/

/
!

L'immuno&lectrophorése, par la spécificité des réactions antigéne-
anticorps qu'elle suscite, compense largement le manque apparent de sensibilité

qui lui est souvent attribuée.




e
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Si la méthodologie nous apparait sortir du cadre de cette
" discussion, la nature des immunsérums mérite d'é@tre envisagée. L'emploi
d'anticorps élaborés au cours de l'infection par le parasite vivant,
parfaitement justifié lorsque 1'étude imunologique des relations hote—
parasite est envisagée, ne fournit quiun systéme de référence tronqué
lorsqu'il est nécessaire de reconstituer la mosaique antigénique de ce
parasite ou lorsque l'on veut apprécier la spécificité ou analyser la pureté
~d'un-de ses constituants. L'utilisation d'hyperimmunsérums expérimentaux,
préparés le plus souvent d 1l'aide de lapins, immunisé@s au moyen d'un extrait
antigénique total (n'ayant subi qu'un minimum de dégradation au cours de
sa préparation) apparait au contraire comme un procédé analytique de choix
pour mener 3 la connaissance précise de la structure antigénique d'un parasite.
Elle constitue par ailleurs la seule voie rationnelle permettant la normalisation
qualitative des antigénes et leur purification ultérieure.
Ies résultats obtenus sont rigowreusement reproductibles dans

la mesure ol :

(i) les extraits antigéniques sont parfaitement normalisés par contrdle
immuncé lectrophoréticue ;
(i) les hyperimmunsérumé sont obténus par immunisaticn prolongée ;
(iii) les techniques de précipitation en gel sont correctement effectuées
avec un rapport antigéne-anticorps standardisé.

La plupart des comparaisons immunostructuralesde la présente
étude ont été effectudes paralldlement dans deux laboratoires distincts
(Lille et Anvers) travaillant d l'aide de leurs propres réactifs (antigénes
et hyrerimmunsérums) préparés selon les mémes méthodes. La parfaite corré-
lation des résultats obtenus dans les deux cas parait constituer une preuve

de 1l'efficacité réelle de l'analyse.

9.1.2. Notion de mosaique antigénique camplexe

Que 1'on s'adresse aux formes de culture ou aux formes sanguicoles
des trypanosomes et des leishmanies, l'analyse immunoélectrophorétique objective
une quarantaine de composants antigéniques. Ce chiffre montre 13 grande comple-
xité antigénique de ces protozoaires parasites, comparable & celle des proto-
zoaires libres (WILLAERT, 1975) , des champignons (BIGUET et al., 1965d), des
invertébrés et des vertébrés (CAPRON et al., 1968a ; CAPRON et AFCHAIN, 1970).
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Au sein du profil immunoélectrophorétique du parasite, il est
important de distinguer les antigénes hétérospécifiques (polysaccharides du _
type de la substance C, antigénes ubiquistes, antigénes partagés avec le milieu)
des antig@nes "propres d 1l'espice". Chez les helminthes parasites, ces derniers
sont aussi appelés "antig@nes spécifiquement parasitaires" ; la présence de
plusieurs antigénes de T. brucei chez des Flagellés libres (Euglena) (LE RAY,
1975) condamne cette expression. Désirant néanmoins réserver 1'appellation
"d'antigénes spécifiques" pour désigner les composants qu'un organisme posséde

seul en propre, nous les qualifierons désormais d'antigénes "propres a 1'espece".

9.1.2.1. Antigénes hétérospécifiques

Ces antig@nes sont représentés essentiellement : (i) par des
polysaccharides du type de la substance C, (ii) par des antigénes de nature
non identifiée mais retrouvés occasionnellenment chez des organismes non appa-—
rentds et qualifiés d'antigenes ubiquistes, (iii) par des antigénes partagés
avec le milieu : hdte vertébré ou milieu de culture.

Ces antig@nes hétérospécifiques représentent environ les deux

dixiémes de la structure antigénique de chaque flagellé étudié.

M Des polysaccharides du type de la substance C se rencontrent

fréquemment dans les extraits antigéniques fongiques et helminthiques (BIGUET
et al., 1965a ; CAPRON et al., 1965). Ils ont &té trouvés chez les quatre
Trypanosomatidae étudiés mais n'entrainent pas de réaction antigéne-anticorps
vraie (TILLET et FRANCIS, 1930 ; BALDO et FLETCHER, 1973). L'incubation systé-

matique des précipités en présence de citrate trisodique €limine les fausses

réactions dues a ces polysaccharides.

@ Les antigénes ubiquistes accessibles a 1'analyse immuno&lectro-

phorétique ont été recherchés en confrontant T. cruzi, T. brucei et L. donovani

d une série d'organismes étrangers au phylum tels que les helminthes et les
champignons. L'importance de ces parentés de hasard est pratiquement négligeable.
Des réactions croisées ne s'observent que dans cing cas, tous fongiques, et

ne s'expriment que par un seul arc souvent redissous en partie%par le citrate
trisodique (tableau III).
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Par contre, consécutivement aux travaux de RANQUE et al. (1972)
" et dé OELERICH (1973), se confirme la présence de parentés relativement impor-—

tantes (deux 3 quatre composants) entre L. donovani et les Mycobacteriaceae ;

et l'absence de cette parenté chez T. cruzi.
Les antig@nes de type FORSSMAN, signalés chez T. b. brucei
(HOUBA et ALLISON, 1966 ; HOUBA et al., 1969) et chez T. cruzi (ENOS et ELTON,

1950) , ne sont ordinairement pas détectés par les techniques de précipitation
en gel.

Exceptionnellement des réactions croisées, ne s'exprimant souvent
que par un seul arc en double diffusion, s'observent avec des sérums de malades
atteints de candidose, de cirrhose alcoclique du foie et de lupus érythémateux
disséminé. Ces relations antigéniques de hasard n'altérent pas les résultats
du diagnostic immunoélectrophoréticque des protozooses concernées. Par contre
elles pourraient &ventuellement fausser 1'interprétation d'un diagnostic immu-
nologique lors de 1'emploi de techniques sérologiques plus sensibles et moins
‘spécifiques ; c'est ainsi que OELERICH et al. (1974) ont montré, par les tech-
niques sérologiques de fixation du complément et d'hémagglutination passive, la
possibilité de rencontrer des réactions croisées faibles entre T. cruzi et
des sérums de malades atteints de ldpre ou de tuberculose, ou encore de Borré-

liocse 3 B. turicatae selon FELSENFELD et WOLF (1973).

© Les antigénes partagés avec le milieu : hbte vertébré et miliew

de culture

L'existence de communautés antigéniques entre les parasites et
leurs hotes est un fait bien établi en bactériologie (GOLDSTEIN, 1972 ; DE VAY
et al., 1972) et en parasitologie, notamment chez les helminthes (DAMIAN, 1954 ;
CAPRON et al., 1968a) . Les Trypanosomatidés ne font pas exception a cette régle :
les protéines de milieu de culture ou de 1'hSte vertébré constituent la majeure
partie des antigénes hétérospécifiques renconﬁfés au cours de notre étude.

L'analyse immunoélectrophorétique révéle la présence d'au moins
5 & 7 protéines sériques dans lesextraits des formes sanguicoles et des formes
de culture étudiés. Deux a trois de ces composants sont révélés par 1l'analyse
inmunoélectrophorétique des antigénes parasitaires éil‘aide d'hyperimmunsérums
anti-milieu ; les autres, par l'analyse immunoélectrqphorétiqué'des sérums de
‘lapiﬁ irmmunisés au moyen des extraits parasitaires.!

Un phénoméne analogue a été décrit dans le cas des formes sangui-
coles de T. vivax (KETTERIDGE, 1970, 1971, 1972), de T. b. rhodesiense (BIGALKE,
1966) et de T. lewisi (ENTNER, 1968 ; D'ALESANDRO, 1972), ainsi que chez les
formes de culture de T. theileri (SPLITTER et al., 1967). Certains de ces compo-
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sants ont &té identifiés a des immunoglobulines (ENTNER, 1968), d une sialo-
lecbprOtéine (KETTERIDGE, 1972) et a des composants érythrocytaires (BIGALKE,
1966) .

» Nous avons montré, ainsi que SPLITTER et al. 1967), LE RAY (1969)
et KETTERIDGE (1971), que cette présence d'antigénes de milieu, aux divers
stades évolutifs, n'est pas due a un défaut de lavage des corps parasitaires .
Néanmoins, une adsorption i la surface du parasite ainsi qu"une
éventuelle séquestration de ces protéines sériques au niveau de la poche
flagellaire pourraient rendre compte de ce mede de contamination.

Cependant, 1°) 1'étude en microscopie optique et &lectronidue,
menée 3 1l'aide d'anticorps anti-protéines sériques marqués indirectement, ne
détecte pas la présence d'antigénes hétérospécificques de milieu a la surface
des formes de culture de T. cruzi ni des formes sanguicoles de T. b. brucei.

LE RAY (1975) a montré récemment, pour T. b. brucei, 1'absence de corrélation

entre anticorps anti-hdte et 1l'activité lytique, ce qui confirme d'une autre

-

4fagon l'absence d'adsorption de surface. Toutes ces observations d propos de

T. b. brucei sont en contradiction avec celles de KETTERIDGE (1971, 1972) qui,

chez T. vivax, a montré indirectement, par des tests de trypanolyse, que des
globulines sériques de 1'hdte sont présentes d la surface du parasite. Tl
apparaltrait par consécuent que T. brucei différe 3 cet égard de T. vivax.
2°) la probabiiIEé d'une séquestrationAantigéniaﬁe

au niveau de la poche flagellaire est soulignée par les observations de STEINERT
et NOVIKOFF (1960), de BROWN et al. (1965),de BROOKER et PRESTON (1967), de
JADIN (1971) et de LANGRETH et BALSER (1975). En effet, tous ces auteurs ont
démontré la localisation temporaire des antigénes de milieu, a 1l'état apparem-
nment non dégradé dans la poche flagellaire et dans les phagosomes qui lui sont
associés.

Néanmoins, cette séquestration éventuelle ne peut faire exclure,
a priori, la synthése d'antigénes communs a l;héte ou au milieu par le trypa-
nosome lui-m@éme. Chez les helminthes parasites et particuliérement chez les V
schistosomes, les parentés avec 1'hdte définitif ne proviennent pas seulement
d'une simple adsorption tégumentaire, et diverses hyﬁothéses ont été envisagées
par DAMIAN (1964), CAPRON et al. (1968a) et SMITHERS et TERRY (1969) pour les.
expliquer (absorption digestive, pinocytose et synthése).
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9.1.2.2. les_antigénes "propres a_1l'espéce”

Par opposition aux antigénes hétérospécifiques, les antigénes
"oropres a 1'espéce" constituent environ les huit dixiémes du profil antigénique
des Trypanosomatidés étudiés.

L'absence d'une méthodologie appropriée.: avait, pendant longtemps,
laissé supposer que la complexité antigénique des Protozoaires était réduite
en comparaison de celle des Métazoaires. Des travaux récents, ayant eu recours
3 1'immunoélectrophorése (AFCHAIN et CAPRON, 1969, 1971 ; LE RAY, 1969, 1975 ;
DWYER, 1973 ; AFCIAIN et al., 1975a ; LE RAY, 1976a et b), ont montré que
la structure antigénique des trypanosomes et des leishmanies était au con-
traire d'une grande complexité. Que l'on s'adresse a des extraits solubles
provenant de formes de culture ou de formes sanquicoles, 25 & 35 composants
antigéniques propres a l'espice peuvent &tre mis en évidence, révelant ainsi
le profil immpnoéléctrophorétique caractéristique de chaque parasite étudié.

La notion du stade de développement choisi comme source d'antigéne
est A prendre en considération (FIFE, 1971) . Les conditions techniquesde 1l'analyse
immunoélectrophorétique nous ont imposé 1'étude des seuls stades de développe-
ment ot 1'obtention en masse des organiémes est rossible : chez les trypanoscmes

Stercoraria (T. cruzi, T. rangeli) et les leishmanies (L. dongvani), ce sont

les formes de culture ; par contre, chez les trypanosomes Salivaria, ce sont
également les formes de culture, auxquelles s'ajoutent les formes parasites
sanguicoles obtenuesen jrande quantité chez le rat.

~ Chez les trypanosomes Salivaria, remarquables par la fréquence de
leurs variations antigéniques, les antigénes des formes sanguicoles se divisent
en antigénes stables communs 3 toutes les populations et en antigénes variables.
Ces derniers, d'une inmunogénicité privilégiée, déterminent un type antigénique
ou sérotype & la ponulation sanguicole correspondante. Ainsi, les antigeénes des
formes sanguicoles voient leur spécificité principalement liée au type antigéni-
que. Par contre, les antigénes des formes de culture sont d'expression constante
tout au long de leur entretien. '

Chez les trypanosomes Stercoraria (T. cruzi) et les leishmanies

(oli les phénoménes de variation antigénique chez 1'héte deflnltlfn ont guere été
démontrés) , on remarque la méme constance des structures antlgenlques des formes
de culture (chapitres 3.2.1.4. et 3.2.4.3). Cette propriété apparait &tre un
caractére général des Trypanosomatidés (SEED, 1964 ; BRAY, 1969 ; LE RAY, 1975).
De plus, 1l'existence de différences métaboliques marquées, observées entre les

Salivaria et les Stercoraria au niveau de leurs formes sanguicoles, ne se
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retrouve pas au niveau des formes de l'insecte ou de culture. Cette stabilité

~ est en faveur de l'emploi des formes de culture dans les études immunotaxono-—
miques, car elle suggére une grande constance de l'expression antigfnique dans
cette condition particuliére d'entretien. Ces formes de culture sont considérées
,comme analogues & celles des stades évolutifs des Insectes hites intermédiaires.

En conclusion, la structure antigénicque des Trypanosomatidae

hétéroxénes voit son expression se modifier suivant que l'on s'adresse aux
formes de culture ou aux formes sanguicoles. C'est pourquoi, dans la discussion
qui suit, 1l'apport de la connaissance des structures antigéniques sera envisagé

séparément ,a propos des formes de culture et a propos des formes sanguicoles.

9.2. APPORT DE LA CONNAISSANCE DES ANTIGENES EXTRAITS DES FORMES DE CULTURE

9.2.1. Taxonomie et phylogénése'

Le domaine de la systématique botanique et zoologique avait
déja bénéficié d'informations nouvelles grdce a 1l'analyse immunoélectropho-
rétique (BOYDEN, 1964 ; HAWKES, 1968 ; BACKIIAUSZ, 1967 ; AVISE, 1974). I1a
comparaison de la structure antigénique de diverses espéces fongiques (BIGUET
et al., 1965d) et helminthiques (CAPRON et al., 1968a) et, parmi les ProtozoT.
aires, des amibes libres (WILLAERT, 1975) avait permis de caractériser des
catégories taxonomicues et de dégager leurs relations phylétiques.

La stabilité antigénique des Trypanosomatidés, cultivés in vitro,
apporte-elle des arguments nouveaux d'ordre taxoncmicque ?

Le groupe des Trypanoscmatidae hétéroxénes a fait 1l'cbjet d'une

classification solide par HOARE (1966, 1972), et de nombreuses spéculations phy-
logéniques (GRASSE, 1952 ; BAKER, 1963, 1965 ; WAILACE, 1966 ; HOARE, 1967 ;

WOO, 1970) basées sur la morphologie et la biologie. Ainsi un tel modéle était-il
particuliérement favorable i une évaluation des résultats immnoélectrophoréti-
ques. ILe degré d'apparentement antigénique a été exprimé@ par 1l'indice d'isologie
des composants solubles, indice é&gal au rapport du nombre des composants anti-
géniques observés en réaction hé&térologue au nombre des composants cbservés

en réaction homologue. f
|

/

i




A) Groupe - espéce :

~a) Au niveau intraspécifique, nos résultats établissent la constance
antigénique qualitative des formes de culture de différentes souches de
T. cruzi et de L. donovani, d'origines géographiques et parasitairesdiverses,
Cette constance n'exclut pas la possibilité de différences enzymatiques pouvant
expliquer les distinctions de virulence entre souches. Toutefois, si de telles
différences existent, elles ne sont pas appréhendées par 1l'analyse immunoélec—
" trophorétique, dans nos conditions expérimentales.
En contradiction avec nos résultats, NUSSENZWEIG et al. al. (1963),

NUSSENZWEIG et GOBLE (1966) et GONZALEZ-CAPPA et KAGAN (1969) ont réparti
des souches de T. cruzi en trois groupes distincts, selon l'existence de diffé-
rences antigéniques au niveau des formes de culture. Ces trois groupes sont
définis suivant le degré d'absorption des anticorps agglutinants et précipitants
des immunsérums homologues par les extraits antigéniques des différentes souches.
Néanmoins, la démonstration n'est pas évidente ; en effet, les auteurs utili-
sent des immunsérums pauvres,ne fournissant que quelques systémes de référence
fragmentaireset tronqués en réaction homologue ; de plus, 1'absorption d'un
immunsérum par un extrait homologue détermine encore une réaction de précipita-
tion vis-3-vis d'une souche hétérologue.

’ La possibilité de 1l'existence de telles différences antigéniques
entre souches de T. cruzi ne peut &tre exclue, mais demanderait confirmation

a l'aide d'un protocole expérimental analogue au ndtre.

b) Des cbservations préliminaires, faites en comparant les formes de

culture de T. b. brucei et T. b. gambiense, nous avaient révélé 1'existence

d'une spécificité immunologique entre ces deux sous—espéces, initialement inter-
prétée comme le témoin de la spéciation de ces deux parasites (LE RAY et al.,
1971) . En fait, la poursuite des travaux par LE RAY (1975) a montré que les
antigénes supportant cette spécificité ne sont pas constamment reconnus par
1'animal immunisé et qu'il pourrait dés lors s'agir, soit de différences
subspécifiques, soit de différences quantitatives. Il est &vident que ces deux
sous-espeéces (HOARE, 1966, 1972) morphologiquement semblables (RUDZINSKA et
VICKERMAN, 1969) mais biologiquement distinctes (HOARE, 1972) méritaient d'étre
analysées par des méthodes plus sensibles que 1'analyse immunoé lectrophorétique.
Certaines de ces méthodes ént apporté récemment des arguments biologiques,
biochimiques et immunologiques nouveaux. Elles reposent notamment sur la

sensibilité différentielle des parasites a l'action trypanocide du s&rum
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humain (ROBSON et al., 1972 ; HAWKING et al., 1973), sur 1l'analyse de leurs
‘ADN.(NEWIO-_\I et BURNETT, 1972 ; STEINERT et al., 1973) et sur la caractérisation
de leurs iscenzymes (BAGSTER et PARR, 1973 ; KILGOUR et GODFREY, 1973) ; elles
démontreraient que les trois sous-espices africaines seraient distinctes mais .
1'hétérogénéité des résultats ne permet pas encore de clore cet inlassable
débat.

B) Groupe—genre
a) Au sein de la section Stercoraria, des travaux tr@s préliminaires, en

immunoélectrophorése, avaient montré des relations &troites entre T. (S.) cruzi
et T. (S.) vegpertilionis (BICE et ZELEDON, 1971) au niveau de six composants

antigéniques.
' Nous avons camparé des espéces appartenant aux sous-genres Schizo-
trypanum (T. cruzi, T. dionisii) et Herpetosoma (T. rangeli) . Les parentés immu-

nochimiques entre ces trois espéces intéressent en fait les six dixiémes de leurs

 composants antigéniques. Le degré d'isologie observé entre ces trois Stercoraria
est comparable a celui des trypanosomes Salivaria. ‘

La parenté antigénique rend campte de 1'homogénédité des trypanosomes
Stercoraria, tandis que la différence de leurs spécificités antigdniques rend
bien compte de la diversité des espdces & ce niveau taxonomique peu &levé.

En raison de son ubiquité&, de sa virulence et de sa multiplication
intracellulaire chez 1'hdte vertébré, T. cruzi est souvent présentd comme un
membre aberrant de la section des Stercoraria (BAKER, 1965 ; LUMSDEN, 1974).

De méme, les tendances Salivaria de T. rangeli, lors de son développement chez
1'insecte vecteur, ont &té soulignées par HOARE (1969). Nos résultatsne permet-
tent pas d'attribuer 3 ces caract®res une signification phylétique, mais indi-
quent plutdt qu'il s'agit 13 de phénoménes de convergence. En effet, 1l'isologie

antigénique partielle observée entre T. cruzi, T. dionisii et T. rangeli et

confrontée a celle des trypanosomes Salivaria démontre simultanément 1'indivi-

dualité réelle de la section Stercoraria et son homogéndité.

b) A propos du genre Leishmania,les travaux de%BRAY et LAINSON (1966),
SCHNEIDER et HERTIG (1966) et CHAVES (1970) n'avaienili. qu'ébauché la démonstra-~ -
tion de parentés entre les leishmanies. De notre e@érience, limitée & 3 souches,
il résulte que le complexe L. donovani - L. tropica parait &tre constitué G'or-

ganismes antigéniquement tré@s voisins, chez lesquels il peut néammoins exister
des spécificités de 1l'ordre de 1 & 2 composants, irrégquliérement reconnus par
nos hyperimmunsérums. Cette situation reste délicate 3 interpréter. Elle est
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analogue & celle que nous avons décrite entre les trypanosomes Salivaria
T. b. brucei et T. b. gambiense. Nos résultats sont & rapprocher de ceux
de BRAY et IAINSON (1966) et de SCHNUR et ZUCKERMAN (SCHNUR et al., 1973 ;
ZUCKERMAN et al., 1973). Ces derniers auteurs ont observé, a l'aide de la

précipitation en gel, l'existence de sérotypes distincts au sein du com-
plexe donovani-tropica. )
Des 6 espices de leishmanies étudiges, ce sont les Leishmania

parasites de Reptiles africains qui sont antigéniquement les plus voisines
des leishmania humaines du bassin méditerranéen. Ceci vient a l'appui de
1'hypoth&se d'ADLER (1964) qui considérait L. adleri comne un jalon phylé-
tique important entre les Leishmania primitives et les leishmania de mammi-

féres. Nos cbservations permettent d'étendre ces conclusions & L. tarentolae.
Elles conseillent d'envisager une étude approfondie de 1l'infectivité de ce k
parasite pour les mammiféres.

L'étude des relations antigéniques des leishmanies tendrait a
démontrer qu'il s'est produit au sein du genre Leishmania une différencia-
tion moléculaire importante jointe 3 la conservation des structures morpho-
logiques, contrairement aux phénoménes qui ont affecté le genre Trypanosoma.
Les différences antigéniques peuvent étre aussi importantes au sein du genre

Leishmania qu'au sein du genre Trypanosoma.

c) T. cruzi et T. brucei partagent entre eux ainsi qu'avec L. donovani'

prés des quatre dixiémes de leurs structures immunochimiques. L'apparentement

de T. cruzi - T. brucei est qualitativement et quantitativement plus marqué

que leur apparentement respectif a L. donovani. Les parentés immunostructu-
rales entre trypanoscmes Stercoraria et Salivaria sont du méme ordre de
grandeur que les parentés existant entre le genre Trypanosoma et le genre
Leishmania. Ces résultats confirment dong les arguments morphologiques et
biologiques ayant conduit HOARE (1966) a distinguer, au sein du genre Trypa-
noscoma, la section des trypanosames Salivaria et celie des trypanoscmes
Stercoraria. /

Du point de vue phylogénétique, avant tout essai d'interprétation,
il sera nécessaire d'inclure, dans cette étude immunostructurale, un plus

-grand nombre de représentants des Trypanosomatidae hétéroxénes et de préciser

~leurs relations avec les Trypanoscmatidae monoxénes. Nos résultats actuels

suggérent toutefois une &volution parall@le des trois groupes Salivaria,
Stercoraria et Leishmania.
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En conclusion, il existe, au sein de la famille des Trypanosomatidae
hétéroxénes, une structure immunochimique fondamentale concernant environ les
trois dixismes des composants antigéniques strictement d'espéce et reflétant
la mosaique antigénique originelle. Il parait s'&tre produit sur ce fond commun
une diversification immunostructurale plus importante que ce que l'on attendait,
compte tenu de 1'homogénéité de l'organisation cellulaire de ce groupe. Ces
deux aspects, d'ailleurs complémentaires, permettent d'attribuer a 1l'analyse
immunoélectrophorétique un réle privilégié dans les études taxonomiques a
mener chez les Protozoaires. Un essai de reconstj.tution phylétique a partir des

données immunoélectrophorétiques est envisagé sur la figure 57.

9.2.2. Notion de persomalité antigénique

Les composants antigéniques non impliqués dans les réactions croisées
constituent en fait la personnalité antigénique de chaque parasite étudié, per-
" sonnalité dont le trait le plus saillant est représenté par un composant remar-
quable par son immunogénicit@. Ces notions de personnalité antigénique et de ‘
composant remarquable ont été initialement décrites chez les champignons para-
sites (BIGUET et al., 1965c) et chez les helminthes (CAPRON et al., 1968a ;
CAPRON, 1970). Nous avons également retrouvé au niveau des protozoaires, l'exis-
tence d'au moins un composant antigénique remarquable par son immunogénicité et
sa spécificité. Il s'agit du composant n°5 "spécifique" de T. cruzi, du moins
par rapport aux autres trypanosomes Stercoraria étudiés, et des composants 4 et
24 de L. donovani de spécificité subgénérique.

De l'ensemble des camposants antigéniques solubles de T. cruzi
objectivables par l'analyse immumnoélectrophorétique & l'aide d'hyperimmunsérums
homologues, seuls quatre dixiémes de ceux-ci sont spécifiques de T. cruzi.

Parmi ces camposants, le composant N°5 s'individualise par son immunogénicité
privilégiée observée 3 la fois en immunisation expdrimentale et lors des infec-
tions expérimentales ou naturelles. Deplus, ce composant, d'une trés grande
antigénicité, a la faculté de déterminer, en précipitation en gel, un arc d'une
trés grande intensité. Sa localisation sur les diagrammes immunodlectrophoréti-
ques et son .double épaulement, & partir du puits def dépdt de 1l'antigéne, sont .
des caractéristiques trés importantes de son identif;ication.

La notion de personnalité antigénique de L. donovani est encore mal
€lucidée. Les informations concernant les antig@nes somatiques solubles de
‘L. donovani ne permettent pas une distinction nette entre L. donovani et

L. tropica qui constituent un ensamble particulidrement hamogéne du point de
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vue antigénique. Les différences antigéniques mineures, qu'offrent ces deux
espéces, indiquent cependant leur divergence génétique. N'étant pas reconnues
avec constance par les animaux immunisés, ces différences n'apparaissent pas
suffisamment tranchées pour permettre de caractériser des antigénes spécifiques
de L. donovani. :

Ia caractérisation des antigénes d'excrétion - sécrétion par la
précipitation en gel a conduit SCHNUR et ZUCKERMAN a distinguer, dans les
populations du complexe L. donovani - L. tropica, plusieurs sérotypes dont

la distribution n'est pas en accord avec la classification clinigque actuelle

(SCHNUR et al., 1972, 1973 ; ZUCKERVMAN et al., 1973). Cependant, la valeur

qualitative et la signification taxonomique de ces sérotypes restent a établir.
Par contre, dans la famille des Trypanosamatidae, les Leishmania

se différencient nettement des autres espéces hétéroxénes du genre Trypanosoma .

Parmi les composants "spécifiques" des Ieishmania, deux composants (N°4 et 24)

sont remarquables par leur immunogénicité. Ils déterminent l'apparition précoce
d'anticorps précipitants lors de l'immunisation expérimentale. Leur immunogéni-
cité s'exprime de fagon comparable au cours de 1l'infection expérimentale du
" hamster, par 1'apparition privilégiée des précipitines correspondantes. Ils
sont reconnus en premier lieu dans le kala—-azar canin et humain avec une fré-
quence élevée. Ils paraissent spécifiques du genre Leishmania.

Outre leur aspect diagnostique, les composants 5 de T. cruzi, 4 et
24 de L. donovani ont un intérét systématique évident. Ils permettent, en effet,

de situer une espéce dans une catégorie taxonomique précise.

"9.2.3. Conséquences diagnostiques

Ia conﬁnai'ssance des antigénes' extraits des formes de culture
a facilité l'étude des relations héte-parasite. De maniére gén'érale', on
sait que 1'importance de la réponse humorale chez 1'hdte infecté est fonc-
tion directe des modalités héte-parasite et de la charge parasitaire.

Trés marquée dans la leishmaniose viscérale, la réponse humorale
de 1'hdte engendre 1'élaboration de taux élevés d'anticorps variés, etde nom-
breux anticorps précipitants. Ces derniers sont proportionnellement beaucoup
Plus élevés au cours de la leishmaniose viscérale qu'au cours des autres affec~
tions parasitaires dues & des protozoaires  (CAPRON et al., 1972) et a des _
helminthes (CAPRON et al., 1968b), sans doute parce que le systéme réticulo--
endothélial est plus directement impliqué.
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Dans la trypanosomiase américaine humaine, les sérums de malades
_en.p'haée chronique poss@dent aussi des anticorps précipitants en narbre rela-
tivement important ; ils sont beaucoup moins nombreux lors de la phase aigue.

Ainsi, 1l'intensité de la réponse humorale dans la leishmaniose vis-
cerale est nettement plus élevée que dans la maladie de Chagas. L'existence de
parentés antigéniques entre les Trypanosamatidae souligne la nécessité d'un 1.
immunodiagnostic différentiel dans les zones ol les leishmanioses coexistent

avec la maladie de Chagas ou les trypanosomiases africaines. Ces parentés
se traduisent par l'existence de plusieurs réactions croisées en diagnostic
sérologique (CHANG et NEGHERBON, 1947 ; VITETTA et GUTIMAN, 1967 ; CAMARGO
et REBONATO, 1969 ; GARCIA gi',_g_]__;:_, 196% ; OELERICH, 1969 ; NEAL et MILES,
1970 ; SEAH et MARSDEN, 1970). Ces réactions croisées, appréciées quanti-
tativement en immino€lectrophorése dans ce travail d 1l'aide de sérums
humains et expérimentaux (tableau XIX), nous conduisent a conseiller la
détermination rigoureuse du seuil de spécificité des réactions sérologiques
‘ classiques lors du diagnostic de ces protozooses par réaction de fixation
du complément, d'hémagglutination passive et d'immunofiucrescence indirecte.
Ia pratique conjointe d'au moins deux réactions techniquement éloignées
est a recommander. Les qualités analytiques et la précision de 1'immuno-
€lectrophorése conférent a cette derniére méthode un caracteére de spécifi-
cité rigoureuse dont 1'intérét est particuliérement évident dans tous les
cas ol les r@actions sérologiques sont positives a un taux peu significatif .
L' immunoélectrophorése a en outre 1'avantage qualitatif de permettre la
visualisation des systémes précipitants les plus représentatifs du parasite.
C'est ainsi que ladémonstration d'anticorps précipitants correspondant aux
composants antigéniques n°5 de T. cruzi et n°4 et 24, typiquesdes Leishmania,
permet de poser un diagnostic spécifique et donc d'individualiser un kala-
azar dans un foyer d'endémie Chagasienne.

9.2.4. Isolement du composant N°5 de T._cruzi, sa localisation |

au niveau de la surface des formes de culture

Avant d'aborder 1l'étude du rxSle innmnoloéique spécifique des anti-
geénes les plus représentatifs d'une espdce pa:casitaiife, il est nécessaire d'en-—.
~ treprendre leur purification immunochimique et leur /:"llocalisation cellulaire.
Les possibilités de purification qu'offrent les techniques de chromatographie,
d'électrophor@se, ou d'ultracentrifugation, n'ont permis 1l'obtention de frac-
‘tions immunologiquement pures que dans de tré@s rares cas (SAWADA et al., 1965 ;
KORACH et BENEX, 1966 ; TAILLIEZ, 1970) malgré de nombreux essais, concernant
essentiellement. des helminthes.
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Cette voie physicochimique a été appliquée 3 un extrait total de

- T. cruzi par chromatographie sur gel de Séphadex G-200 et G-75. Wous n'avons
obtenu qu'un extrait semi-purifié comportant environ le tiers des composants
antigéniques totaux dont un certain nombre supportait encore des parentés avec
les autres Trypanosamatidés. Le profil des pics de fractionnement et les acti-
vités antigéniques des différents pics sont analogues a ceux décrits par
GONZALEZ~CAPPA et KAGAN (1973).

L'imperfection des résultats obtenus lors de ces essais de purifi-
~ cation par voie physicochimique nous a incité d mettre en oceuvre la technique
d'ﬁmunoadsorption pour purifier le composant 5 de T. cruzi. Cette technique
permet théoriquement un isolement sélectif et rapide d'une fraction antigénique.
L'étape initiale de 1'immunocadsorption est 1l'obtention d'un sérum monospécifique.
Si dans la description de nos résultats cette méthodologie semblebanale, rapide
et sans problémes, il n'en est rien dans la réalité. L'obtention d'un immunsérum
mnbspécifique demande 1l'immnisation de tr@s nombreux lapins avec le précipité
"composant 5 - anti-ccmposant 5" obtemu en immunoélectrophorése bidimension-
nelle. Cette méthode, du moins pour T. cruzi, n'a pas permis 1l'obtention d'an-
tigéne purifié en quantité appréciable. Toutes les préparations ont servi au
contr8le de pureté de l'antigéne 5 par immunisation de lapins. Il est vrai que:
le but de cet isolement &tait de tracer une nouvelle voie d'orientation pour
les purifications futures. Celles que nous avons effectuées ont toujours été
pratiquées avec des quantités raisonnables d'extrait de T. cruzi (50 a 100 mg).
A plus grande échelle, il faut espérer optimaliser une telle méthodologie par |
1'emploi de quantités trés importantes d'antisérum monospécifique et surtout
d'extrait total. Néanmoins, malgré cette réserve quantitative sur le rendement,
les résultats qualitatifs montrent, pour la premiére fois chez un protozoaire,
les possibilités d'isolement 3 1l'état pur de fractions antigéniques.

La surface cellulaire et la membrane du flagelle externe des formes
de culture épimastigotes de T. cruzi sont férmées pour une part d'antigénes
correspondant au composant 5. Cette situation explique en partie 1'immunogénicité
privilégiée du composant 5 lors des infections expérimentales et humaines, car
les antigénes de surface, tout came les produits d'excrétion - sécrétion,
jouent un rdéle privilégié dans la réponse immunologique de 1'hdte au parasitisme.
Or les premiers anticorps précipitants, décelables lors des infections expéri—‘
mentales et humaines, sont bien ceux correspondant aﬁ. caunposant N°5.
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Les épreuves diagnostiques par agglutination, a4 l'aide des formes
“de culture de T. cruzi, seraient pour certains auteurs d'une grande spécificité
(VATTUONE et YANAVSKY, 1971 ; ALIAIN et KAGAN, 1974). Ces résultats s'explique-
raient par le rdle privilégié que doivent jouer les antigénes 5 dans une telle-
réaction.

Suite au fractionnement subcellulaire des formes de culture de
T. cruzi (SEGURA et al., 1975), nous avons montré que la fraction contenant

‘les'mambranes cellulaires et les flagelles réagissait d'une fagon privilégiée
avec les anticorps précipitants anti-composant 5 (SEGURA, communication. person-—
nelle, travail de collaboration en cours de réalisétion) . Ces résultats confir-
ment nos cbservations ultrastructurales en immunoperoxydase.

Des travaux préliminaires, obtenus par GONZALEZ-CAPPA et SEGURA .
(communication personnelle), montrent une éventuelle possibilité de vaccina-
tion expérimentale de la souris 3 l'aide de la fraction membranaire et flagel-
laire des formes de culture de T. cruzi. Aussi, 1'isolement et l'obtention &
1'état pur du composant 5 de T. cruzi, pourrait avoir d'importantes répercus-
sions sur 1'immunoprophylaxie de cette parasitose.

les tentatives d'immunisation contre T. cruzi réalisées - soit
par des antigénes hamologues : parasites vivants (souches avirulentes ou inac-
tivées), broyats (JOHNSON' et al., 1963), ou antigénes grossiérement purifiés
(KANEDA, 1973), - soit par des antigénes hétérologues de Trypanoscmatidae
monoxénes (SOUZA et ROITMAN, 1972), ont conduit a des résultats variables et
difficilement interprétables. Elles révélent la nécessité de procéder dans les
années a venir 1°) & une'purification des divers antigénes susceptibles d'in-

duire la protection, et 2°) a une analyse précise de leur fonction immunogéne

hunorale et cellulaire.

9.3. APPORT DE IA CONNATISSANCE DES ANTIGENES EXTRATTS DES FORMES SANGUICOLES
DES SALIVARIA

1e rdle fonctionnel des antigénes spécifiques de stade évolutif
n'a pu &tre abordé dans notre &tude qu'a propos des trypanosomes Salivaria
(T. b. gambiense et T. b. brucei). Les trypanosomes Stercoraria et les Leish-

mania présenteraient également des transformations cycliques de leur profil

antigénique ; mais peude renseignementsont &té acquis acet égard jusqu'a présent.
Chez L. donovani, lors de la transformation des formes micromastigotes en formes

promastigotes, des composants antigéniques spécifiques de ces deux stades ont
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été visualisés par précipitation en gel (SIMPSON, 1968 ; DWYER, 1973) . Pour

' T. cruzi, une étude récente (KLOETZEL et al., 1975) effectuée en immunofluo-—

rescence indirecte suggére l'existence de spécificités antigéniques liées aux

trois stades de développement.

9.3.1. Spacificités de stade &volutif et de type antigénique chez
T. b. gambiense. Répercussions diagnostiques

Chez les trypanosomes Salivaria, 1'étude des spécificités aritigéni—
ques a surtout été envisagée au niveau des antigénes de surface des formes
sanguicoles et 3 1'aide des méthodes d'agglutination et de lyse (LOURIE et
O'CONNOR, 1937 ; CUNNINGHAM et VICKERMAN, 1962 ; GRAY, 1962). A propos de
T. b. gambiense, les deux voies principales de recherche ont concerné la
variation antigénique (GRAY, 1972, 1975 ; SEED, 1972 ; CELERICH et MANMWEILER,
1972 ; TAKAYANAGI, 1970, 1973a) et l'obtention d'extrait antigénique a des
fins diagnostiques (DESMET et al., 1970 ; WANE, 1972). Dans les deux cas,

les résultats acquis a propos de T. b. brucei ont trop souvent ét& extrapolés

a T. b. gambiense.

. Qu'il s'agisse de l'étude de la variation antigénique dans un but
d'immunoprophylaxie ou de la mise au point de techniques d'immnodiagnostic,

la connaissance fordamentale de la structure antigénique a toujours été négli-
gée. Une approche rationnelle des structures antigéniques des deux stades &vo-
lutifs, nous a permis de préciser les composants antigéniques impliqués dans

la variation antigénique et d'aborder le diagnostic immunologique sur des con-
naissances précises et rigoureuses. Comme chez T. b. brucei (ILE RAY et al.,
1973a ; LE RAY, 1975), les &preuves d'absorption dé&montrent, qualitativement,
l'existence d'antigénes spécifiques de stade chez T. b. gambiense (AFCHAIN et

al., 1975a). Les formes de culture possédent en propre un minimum de quatre
composants anodiques d'immunogénicité médiocre. les formes sanguicoles se carac-
térisent par la présence de quatre composants spécifiques, de localisation catho-
dique, dont deux sont doués d'une immunogénicité majeure. En outre, la comparai-
son de populations cldnées sérologiquement distinctes permet de préciser que la
variabilité antigénique affecte spécifiquement les deux composants majeurs.
cathodiques. ’
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Une situation imminoélectrophorétique similaire mais moins camplexe
se retrouve chez T. b. brucei (ILE RAY et al., 1973a). Les variants antigéniques
de T. b. brucei se caractérisent par la présence d'un seul composant appelé V,
affecté par la variabilité antigénique.

Ces composants spécifiques du type antigénique de T. b. gambiense
témoignent en outre d'une hétérogénéité importante dans leurs motifs antigéni-
ques. En effet, le composant majeur, situé sous le puits de dépdt de l'antigeéne,
‘présente plusieurs éperons aux extrémités de l'arc de précipitation. Ces campo-
sants variables représentent donc en fait une famille complexe d'antigénes.

De ce travail descriptif, plusieurs caractéres généraux concernant

les antigénes variables peuvent &tre néanmoins dégagés. Le fait le plus signi-
ficatif est la constance de la localisation immuno&lectrophorétique des anti-
génes variables. Cette localisation cathodique est constante ; elle a été obser-
vée 3 propos des différents sérotypes de T. b. brucei (WEITZ, 1960 ; WILLIAMSCN
et BROWN, 1964 ; BIGALKE, 1966), de T. b. rhodesiense (OELERICH et MANNWEILER,
1970) , de T. b. gambiense (OELERICH et MANNWEILER, 1972 ; TAKAYANAGI et al.,
1973a), de T. evansi (LE RAY et KAGERUKA, cammnication personnelle) et de

T. equiperdum (MATTERN et al., 1975). Ceci sarmble irdiquer que les antigénes

variables des différents trypanosomes Salivaria possédent des caractéristiques

moléculaires communes ou tré&s proches.
Deux autres caractéristiques des antigénes variables concernent

leur hétérogénéité physicochimique et leur localisation & la surface du trypa—
nosome. Ces aspects seront envisagés et discutés & propos de T. b. brucei chez

lequel la purification immunochimique des antigénes variables s'est avérée riche

d'enseignements.

Enfin, un dernier caractdre des antigénes variables des trypanosomes
Salivaria est leur immunogénicité majeure que nous confirmongchez T. b. gam—
biense. Lors del'imwunisation expérimentale, il s'&labore une quantité excep-
tionnellement élevée d'anticorps précipitants correspordants ; lors de l'infec-
tion expérimentale, un phénomdne analogue est observé = par GRAY (1965a), SEED
et al. (1969), SEED (1972) et VAN MEIRVENNE et al. (1973b, 1975a et b). C'est
ainsi qu'au cours d'infections expérimentales de lapins, des anticorps lytiques
et des anticorps cbservables en réaction d'immunoflucrescence, spécifiques des
antigénes variables, apparaissent rapidement dés le 5éme jour (GRAY;. 1965 ; '
VAN MEIRVENNE, 1975a) ; les anticorps précipitants spécifiques du sérotype sont
décelables vers le 10é&me jour et fait trés important, se maintiennent trés

~

longtemps (IE RAY, 1975). De méme, LE RAY (1975) a montré toujours a propos
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de T. brucei,‘ qu'aprés l'arrédt d'une hyperimmunisation, les anticorps préci-
pitants anti-composant variable V se maintiennent pendant pré&s d'un an. Ceci
nous semble important pour la compréhension de la réponse immunologique de
1'h6te infecté et en particulier dans le cadre du diagnostic. Nous avons montré
que les antigénes extraits des formes de culture de T. b. gambiense ne permet-—

tent pas d'assurer le diagnostic immunoélectrophorétique de cette parasitose.
Par contre, l'emploi d'un antigéne extrait des formes sanguicoles de T. b.
gambiense permet de poser, de fagon quasi-systématique, lei diagnostic immuno-
électrophorétique de la maladie du someil. Les composants les plus représen-—
tatifs, assurant la spécificité de la réaction, sont tous situés en position
cathodique sur le diagramme immunoélectrophorétique. Ceci est un apport capital
pour le diagnostic de cette parasitose. Tout aussi importante a considérer est
1'immunogénicité fonctionnelle des antigénes responsables de la réponse humorale
chez 1'héte naturel. Nous avons observé qu'ali moins une partie de cette réponse

humorale était due aux antigénes variables de la population clénée correspon-—

"dant au sérotype LiTat-1l. L'emploi d'un extrait des formes sanguicoles du s@ro-

type LiTat-2 ne permet pas d'assurer le diagnostic avec un pourcentage élevé

de positivité. Cette différence de réactivité pourrait étre éventuellement due

a des variations qualitatives lors de la préparation des extraits antigéniques
solubles ; mais il est plus logique de penser que la réponse humorale de 1l'hote
vertébré est déclanchée, enmajeure partie, par les antigénes variables corres—
pordant aux types antigéniques lesplus dominants. En effet, nos observations chez
T. b. gambiense, ainsi que cellesdelE RAY a propos de T. b. brucei (1975),

montrent que 1'immmogénicité des antigénes variables n'a pas la méme intensité
pour tous les sérotypes. Les camposants variables du sérotype LiTat-~2 de
T. b. gambiense et du sérotype AnTat-2 de T. b. brucei possédent une immunogéni-

cité plus faible et ne suscitent pas réguliérement 1'élaboration d'anticorps
précipitants lors d'une hyperimmunisation. De plus, ils se distinguent des
types dominants par une infectivitd ré&duite pour 1l'animal. Des faits similaires
ont déja démontré précédemment qu'il existait une relation étroite entre le
type antigénique et la virulence (Mac NEILIAGE et HERBERT, 1968 ; GRAY, 1969 ;
SOLTYS et TIZARD, 1972 ; VAN MEIRVENNE et al., 1975b).

Ces différences d'immunogénicité entre les types antigéniques doi-.
vent étre importantes a considérer dans le cadre de /fla réponse humoralede

- 1'hote vertébré. Ces faits suggérent que le diagnosﬁic immunologique de la

maladie du sommeil & T. gambiense serait assuré, pour une partie, par les

‘anticorps correspondant aux types antigéniques dominants. La révélation quasi-
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éYétématique de ces anticorps poufrait étre due soit a leur persistance
pérxiént une période trés longue, soit & la réapparition périodique de
certains types antigéniques dominants lors de la succession des "vagues"
de parasitémie.

Néarmoins, la réponse humorale de 1'hSte vertébré est camplexe.
Elle est déterminée 3 la fois par des composants cathodiques stables communs
aux différentes populations sanguicoles et par des composénts variables
appartenant aux sérotypes dominants. Ceci limite considérablement les

possibilités diagnostiques dans la maladie du sommeil & T. b. gambiense.

Si 1'intérét de recourir aux formes sanguicoles semble &vident, il faut
se limiter 3 1l'emploi de certains types antigéniques dominants tel
LiTat-1.

9.3.2. la variation antigénique chez T. b. brucei. Isolement
et localisation du composant variable

Les techniques physicochimiques n'ont pas permis jusqu'd présent
1'obtention d'un antig@ne variable de trypanosome Salivaria, & 1'état puri-
fié. L'emploi de la chromatographie d'affinité utilisant 1'immunoadsorption,
couplée avec des contrdles analytiques en immuno€lectrophorése simple et
bidimensionnelle, nous a permis d'obtenir & 1'&tat pur le composant antigé-

nique V, spécifique du sérotype AnTat~1 de T. b. brucei, et corrélativement

1'antisérum monospécifique correspondant. Ceci est essentiel pour les futurs
progrés dans la connaissance analytique de la variation antigénique des
trypanosomes Salivaria.

" Dans cette &tude, les techniques de précipitation en gel aprés
carbamylation de l'extrait antigénique total ont montré que le composant
variable V serait formé d'au moins deux familles camplexes de proté&ines.
Cette hétérogénéité physicochimique ne peut. &tre dued une hétérogénéité de
la population cldnée de trypanosames. En effet, les sérotypages, effectuds
en immunoflucrescence et par le test de trypanolyse, ont montré que la popu-
lation cldnée, utilisée dans ce travail, est const;ituée de 100 % d'organismes
du type AnTat-1. Cependant, cette éventuelle hétéﬁogénéité physicochimique
pourrait résulter d'une dénaturation de 1'extraitj/ antigénique lors de la
carbamylation. "




» Néanmoins, cette observation est en accord avec les travaux
antérieurs ,WILLIAMSON et BROWN (1964) ont montré que les antigénes spéci-
fiques de variant comportaient deux groupes de protéines ayant un poids
moléculaire distinct , chacun de ces deux groupes étant formé par diffé-
rents composants antigéniques. De méme, ALLSOPP et NJOGU (1974) ont rapporté
que les antigé@nes variables de T. b. brucei, étudiés par électrophorése
annulaire en gel d'acrylamide et par chromatographie, peuvent étre séparés
en deux groupes. Mais dans ces deux études, les populations n'étaient pas

clonées et les auteurs n'avaient pas envisagé des épreuves d'absorption
croisée,

A condition qu'il ne s'agisse pas d'une dénaturation aprés carba-
mylation, les deux sous-unités physicochimiques du composant variable V,
montrent des pics parfaitement paralléles en immunoélectrophorése bidimen-
sionnelle. Cette configuration similaire nous autorise 3 penser que 1'hétéro-
généité physicochimique apparente pourrait résulter de la présence de diffé-
rents polyméres. Cette possible polymérisation pourrait peut-é&tre expliquer
les poids moléculaires variés et différents attribués aux antigénes variables
de 20 000 & 260 000 (WILLIAMSON et BROWN, 1964 ; 1LE PAGE, 1968 ; LANHAM et
TAYIOR, 1972 ; CROSS, 1973 ; TAKAYANAGI et al., 1973a).

' En analyse immunoélectrophorétique bidimensionnelle, chaque pic
présente trois épaulements successifs mais continus, suggérant une hétéro-
généité immunochimique. '

Ia purification des antigénes variables de T. b. brucei par la
chramatographie d'affinité est d'ailleurs la premiére €tape de l'analyse

moléculaire de ces antigénes.

Les observations en microscopie optique et &lectronique a l'aide
de marquages indirects & la fluorescéine et & la peroxydase, nous ont montré
que le composant variable V est le constituant majeur du manteau des formes

sanguicoles de T. b. brucei. Nos résultats ont été acquis a l'aide d'anti-

corps monospécifiques marqués indirectement,préparés avec une population
cldénée et sérotypée. Ceux-ci confirment et développent les arguments préli-
minaires de VICKERMAN et LUCKINS (1969) aussi bien_j que les déductions biochj.-.-
migues indirectes de CROSS (1973) et de NJOGU et al. (1974).

I1 est important de souligner le marqﬁage homogéne que nous avons
- Observé en microscopie' €lectronique. A cause de la préfixation a la glutaral-
déhyde, indispensable pour &viter une trypanolyse, il n'a été possible
d'explorer que les seuls antigénes de surface et de ce fait aucun marquage ne
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peut &tre cbservé dans le cytoplasme et la poche flagellaire. Une distribu-
" tion homogéne du composant variable V est observée tout autour de la surface
cellulaire et sur la membrane du flagelle externe. Ces ‘observations ne sont
pas en accord avec les résultats de TAKAYANAGI et al. (1973b), chez T. b.
gambiense, qui observent, avec des anticorps conjugués a la ferritine, une
localisation presque négligeable autour de la surface cellulaire et un mar-
quage particulidrement abondant sur la membrane du flagelle externe ; toute~
fois, la nature exacte des anticorps conjugués a la ferritine n'est pas
explicite et les contrdles analytiques immunologiques de monospécificité
n'ont pas été envisagés par ces auteurs.

Dans les limites de la technique et des antisérums utilisés
(anti-formes de culture de T. b. brucei, anti-formes sanguicoles d'un

autre variant : AnTat-2, anti-antigénes d'héte), 'seul le composant varia-
ble V a pu étre mis en évidence sur le manteau cellulaire d'AnTat-l. Or,

des expériences, concernant T. vivax (KE’ITERIDGE, 1972) , ont montré que des
anticorps anti-protéines d'héte étaient lytiqués pour les trypomastigotes
vivants. De nos résultats, il apparait que T. b. brucei différe, a cet égard,
de T. vivax. D'ailleurs, récemment LE RAY (1975) chez T. b. brucei, a montré
1'absence de corrélations entre anticorps anti-hSte et l'activité lytique ;
mais il sugg@re indirectement, par les tests de trypanolyse et leurs compa-

raisons avec les résultats immunoélectrophorétiques, la présence sur les

formes sanguicoles d'un antigéne commun aux différents sérotypes sanguicoles
et aux formes de culture. Nos observations, effectuées avec des antisérums
dirigés contre les formes sanguicoles du sérotype AnTat-2 et contre les for-
mes de culture, ne confirment pas cette suggestion. Les réactions négatives
que nous avons obtenues en immunoperoxydase, méthode d'une grande sensibi-
lité, en corrélation avec les tests de trypanolyse, apparaissent &tre une
bonne indication de la spécificité de nos résultats. Néanmoins, nous ne pou-
vons exclure 1'éventualité d'un certain masquage antigénique par 1'antigéne
variable, au niveau du manteau cellulaire des formes sanguicoles ; la pré-
fixation renforce 1' inaccessibilit&desanticorps pour les antigénes communs
ou réduit 1l'affinité antig@ne-anticorps. Méme si un tel phénoméne existe,

il n'en reste pas moins vrai cue 1'antigénicité majeure du manteau de la

surface cellulaire et de la membrane flagellaire de T. b. brucei est essen~ -

tiellement exprimée par les antigénes spécifiques /ae variant.

{




} L'obtention des antigénes variables a 1l'état pur permettra
peut~&tre d'analyser avec précision la réponse immunologique spécifique
induite chez 1l'hote vertébré ainsi que les mécanismes de destruction lors
de la trypanolyse. En effet, une immunité absclue a pu étre induite par des
antigénes parasitaires mais elle se révéle spécifique du type antigénique
(SEED, 1963), la réponse trypanocide de 1'hSte se trouvant rapidement esquivée
par le développement de populations antigéniquement distinctes. En fait, il
apparait qu'il reste beaucoup 3 faire, 3 la fois dans 1l'appréciation de la
fonction immunog@ne précise des antigénes identifiés mais également dans celle
de la part respective que jouent,dans::etteinnmnité, les mécanismes- humoraux

ou cellulaires ou leur éventuelle coopération.




CONCLUSGION

Le développement de la recherche en immunologie parasitaire,
au cours des dernidres années, et plus précisément, les travaux consacrés

aux Trypanosomatidae ont permis d'atteindre plusieurs objectifs.

Le premier est d'ordre théorique ; il démontre que les parasites
constituent, par leurscaract@res biologiques et par les modalités de la répon-
se immunitaire qu'ils induisent chez leur hdte, des modéles privilégiés de
recherche fondamentale en immunologie des maladies infectieuses, dont
1'intérét, par conséquent, déborde largement le cadre de la parasitologie.

Ces modéles parasitaires consituent un matériel de choix pour

1'étude de nambreux mécanismes J'mnunologiques :

a) L'acquisition d'antig@nes d'hdte, particuli®rement bien étudige chez les
schistosomes, mériterait d'étre analysée chez les trypanosomes et les
leishmanies aussi bien au niveau de 1'hote vertébré qu'a celui de 1'hbte
invertébré. ‘

b) L'intervention de mécanismes d'immunosuppression est actuellement suspec-
tée dans le paludisme et la trypanosomiase. Des phénoménes d'immunosuppres-
sion spécifique, liée 3 une dépression spécifique de la réponse T ont été
démontrés dans la leishmaniose cutanée diffuse ; des mécanismes immunosup—
presseurs différents, 1iés & des phénoménes de compétition antigénique
entrainant une diminution de la réponse immune des sujets atteints de
maladie du sommeil vis-a-vis d'antig@nes variés, ont été décrits. Ia pro-
duction par les parasites de substances non spécifiques,susceptibles de
bloquer les réactions immunitaires des malades,n'est actuellement pas
exclue dans les affections & flagellés sanguicoles.

c) la plupart des parasites libdrent chez leur hbte,soit des produits d'excré-
tion, soit des produits de sécrétion. Il s'ensuit que, dans de norbreuses
parasitoses, des antigénes parasitaires solubles ont été& décelés dans le
sérum et/ou dans les urines des hotes infectés.§ Ie r3le de ces antigénes
dans la survie du parasite apparait multiple : ;compétition antigénique, |

induction de tolérance, stimulation de cellules/ T suppressives, neutra-
lisation d'anticorps de haute affinité, formation de complexes circulants,
immunodéviation. Ces recherches peuvent doré&navant étre menées dans les

affections & Trypanosomatidae.

d) L'étude des mécanismes intimes de la variation antigénique chez les trypa-
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 nosames et les coccidies (Plasmodium et Babesia) déborde le cadre de la

parasitologie : la variabilité antigénique chez certains groupes de
protozoaires libres (Paramecium) serait le résultat d'une expression
génicque induite par le milieu ambiant et contr6lée par 1l'état du cyto-
plasme. La variation antigénique est certainement un facteur essentiel
de survie de l'organisme parasitaire, et la campréhension d'un tel méca-
nisme risque d'avoir d'importantes répercussions en-biologie cellulaire.

Le second objectif est d'ordre pratique. Il se rapporte a la
connaissance précise de l'antigénicité parasitaire. Cette derniére -a mené
1°) 3 la mise au point de méthodes immunoélectrophorétiques de diagnostic
précis et rigoureux en ce qui concerne les affections déterminées par
L.. donovani, T. cruzi et T. b. gambiense ; 2°) a la purification de cer-

tains antig@nes (composant 5 de T. cruzi, composant variable V de T. b.
brucei) dont 1'immnogénicité peut désormais &tre étudiée en relation
avec le développement chez 1'hdte des mécanismes eifecteurs humoraux ou
d mé&diation cellulaire récemment décrits.

L'utilisation de méthodes immunoenzymologiques modernes faisant
appel a des antigénes purifiés, telle la technique d'immunoadsorption d'en-
zymes conjuguées (E.L.I.S.A. : Enzyme Linked Immunosorbent Assay), ouvre
désormais la voie au diagnostic rigoureusement spécifique, quantitatif et
automatisé de la maladie de Chagas et peut-étre plus tard, gréce a des A
recherches complémentaires, au diagnostic de la maladie du sormeil et la
leishmaniose viscérale ; de la méme fagon que ce diagnostic est déja appli-
cable a certaines helminthiases (BOUT et al., 1975).

"~ Un dernier objectif pratique, toujours visé, est constitué par
la vaccination préventive contre les maladies infectieuses. Celle—ci existera
-t—elle bientdt contre les trypanosomiases et les leishmanioses ? Il faudra
sUrement encore attendre plusieurs décades,.mais les progrés récents réalisés
dans la connaissance des antigénes de ces flagellés permettent d'envisager,

avec un optimisme relatif, 1'isolement d'antig@nes protecteurs.
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RESWME

lLes caract@res antigéniques de quelques trypanosomes (T. cruzi,
T. rangeli, T. dionisii, T. gambiense, T. brucei) et leishmanies (L. donovani,

L. tropica, L. mexicana, L. enrietti, L. adleri, L. tarentolae) ont été préci-

sés au moyen d'une étude comparative mende par les techniques de pré&cipita-
tion en gel (double diffusion et immunoélectrophorése). ‘
La connaissance des antigénes,les plus représentatifs des Trypa-
nosomatidés parasites de 1'homme,dépendait de l'inventaire préalablé de leur
structure antigénique, de 1'étude des parentés intra- et interspécifiques
et des relations h6te-parasite. L'efficacité de l'analyse imrunoélectropho-
rétique, grice 3 l'emploi d'extraits antigéniques de bonne qualité et d'anti-
sérums hyperimmuns, a permis, avec l'aide des épreuves d'absorption croisée,
de souligner 1l'existence d'antigénes hautement spécifiques et treés immuno-

génes.

1. Structure antigénique

L'existence d'antigénes,1iés & la séquestration ou a 1l'adsorption
par le parasite de substances provenant de 1'hSte vertébré ou du milieu de
culture,conduit 4 la nécessité d'épreuves d'absorption avant toute &étude

rigoureuse des antigénes propres d l'espéce. Nos observations d&montrent :

a) 1'existence d'antigénes ubiquitaires (polysaccharides du type de la sub-
stance C, parentés entre les leishmanies et les mycobactéries atypiques),
dont la signification fonctionnelle reste imprécise. ;

b) la grande complexité des antigénes somatiques solubles, propres & l'espéce,
des trypanosomes et des leishmanies. Vingt-cing a trente compoéants anti-
géniques ont été identifiés chez chacun des parasites étudiés ; certains
de ces camposants, bien différents d'une espéce a 1l'autre, conférent a

chacune d'elles un profil immunochimique caractéristi que.
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2. Etudes intra- et interspécifiques, et relations héte-parasite

. L'analyse immuncélectrophorétique comparée des structures antigé-
niques des Trypanosomatidés hétéroxénes permet 1'étude précise des relations
interspécifiques, des variations intraspécifiques et des relations héte-pa-

rasite.

a) Les parentés antigéniques des trypanosomes Salivaria, des trypanosomes
- Stercoraria et des Leishmania s'établissent comme suit.
® Au niveau de la section Stercoraria, entre les sous-genres Schizo-
trypanum (T. cruzi, T. dionisii) et Herpetoscma (T. rangeli), les parentés
intéressent environ les six dixi@mes des composants totaux identifiés.
® Au sein du genre lLeishmania, s'individualisent trois groupes de

parentés pourvus,a notre avis, d'une valeur taxonamique et phylogénétique.
Le complexe Leishmania donovani-tropica comprend des protozoaires antigé-
niquement trds voisins ; il cffre plus de parentés antigéniques avec les
leishmania parasites de Reptiles africains (L. adleri, L. tarentolae)
(sept dixiZmes) qu'avec une leishmanie humaine d'Amérique latine (L. me-

xicana) (quatre dixiémes).
® Au niveau des sections Stercoraria ig;_gggg}) et Salivaria
(T. brucei) et au niveau des genres Leishmania (L. donovani) et Trypano-
soma (T. cruzi, T. brucei), les parentés antigéniques révélées concer—.
nent sensiblement les trois dixiémes de la structure antigénique .
b) Chez les trypanosomes Salivaria, ol le cycle évolutif individualise des
stades différents successifs, on peut identifier des antigénes spécifiques

de ces stades. Les épreuves d'absorption croisée confirment 1l'existence
chez T. b. gambiense de plusieurs composants antigénicues, - les uns,
spécifiques des formes de culture, considérées come équivalentes des
formes du tube digestif des glossines, -:les autres, spécifiques des for-
mes sanguicoles, parasites de 1l'hame. Parmi ces derniers, au moins deux
camposants sont spécifiques de chaque variant, représenté par une popula-

tion sanguicole cldnée et sérotypée; ils supportent la spécificité immuno-

chimique des antigénes variables.
c) Le fait essentiel de cette analyse des structures antigéniques réside dans
-la mise en é&vidence au sein de cette mosaique cbmplexe, d'antigénes trés

caractéristiques de 1l'espéce et trés immunogénes.
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L'immunogénicité de certains composants antigéniques, établie .

" primitivement 3 1'aide d'hyperimmunsérums expérimentaux, est confirmmée dans
un second temps par l'analyse de sérums d'infection humaine naturelle et de
sérums d'infection expérimentale d'animaux de laboratoire.

- Il s'agit : (i) du composant n°5 spécifique de T. cruzi par rap-
port aux autres Trypanosamatidés étudiés, (ii) des composants 4 et 24 de

L. donovani spécifiques du genre Leishmania, et (iii) des composants

. "cathodiques" spécifiques des formes sanguicoles de T. b. gambiense.

Les progrds, concernant la connaissance de la structure antigéni-
que globale des Trypanosomatidés et surtout celle des composants: reflé&tant
la personnalitd antigénique des espéces de cette famille de protozoaires,
ont permis de progresser dans 1'étude des relations hSte-parasite menée
lors des infections humaines et expérimentales. Un nombre important de
systémes précipitants est révélable chez les malades atteints de leishma-
niose viscérale ou de la maladie de Chagas. Par contre, ce nombre est

plus faible dans la trypanosomiase africaine a T. gambiense quelque soit

le type d'antig®ne utilisé. L'emploi d'antigéne extrait des formes sangui-
coles permet d'assurer le diagnostic immuncélectrophoréticue de cette
parasitose. |

En dépit de la variabilité de la réponse humorale observée dans
les infections déterminées par les Trypanosomatidés, la révélation des
anticorps précipitants par immunoé€lectrophoré&se occupe une place de choix
parmi les méthodes diagnostiques de laboratoire, en raison de la spécifi-

cité conférée a ces techniques par 1l'existence de composants immunogénes

et gpécifiques, déterminant la production des anticorps correspondants.

3. Purification et localisation subcellulaire

Enfin, la chromatographie d'affinité,utilisant des immunoadsor-
bants,permet la purification du composant n°5 spécifique de T. cruzi et du
composant variable V, spécifique des formes sanguicoles de T. b. brucei ;

ainsi que, corrélativement, 1l'obtention des antisérums monospécifiques cor-
|

respondants.,

|

i
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y La localisation subcellulaire de ces antigénes est désormais ren-
due possible a 1'aide des techniques d'immnofluorescenceet d'immunoperoxy-
dase utilisant la microscopie optique et &lectronique. D&ja ces techniques nous
ont permis : (i) de localiser des antigénes correspondant au composant n°g

3 la surface des formes de culture de T. cruzi,et (ii) de montrer la locali-

sation du composant variable V- de T. b. brucei au niveau du manteau de la

surface cellulaire et de la membrane du flagelle externe des formes sangui-
coles homoloques.

4. Conclusion

La connaissance de l'antigénicité des composants les plus repré-
sentatifs des Trypanosomatidés permettra une meilleure approche des problé-
mes diagnostiques et immunoprophylactiques,ainsi que 1l'étude des mécanismes

moléculaires de la variation antigénique.
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ADDENDUM

Depuis la rédaction de ce travail, il est important de signaler
la parution d'une excellente revue générale sur 1'immunologie des Leishmania
publiée par ZUCKERMAN, A. ("Parasitological review. Current status of the
immunology of blood and tissue Protozoa. I. Leishmania. Exp. Parasit.,

1975, 38, 370-400").

A propos de la trypanosomiase américaine a T. cruzi, un travail
de ALVES, M.J.M. et COLLI, W. ("Glycoproteins from Trypanosoma cruzi :
partial purification by gel chromatography. FEBS Letters, 52, 188-190") a
permis la purification partielle de trois glycoprotéines par chromatographie
sur gel (Bio—-Gel P. 150) en présence de 0,1 % de Dodecyl Sulfate de Sodium

(SDS) . Pour ces auteurs, l'observation d'une agglutination des formes &pi-
- mastigotes de culture, en présence de concanavaline A, est un argument en
faveur de 1l'éventuelle localisation d'une ou de plusieurs glycoprotéines

a la surface membranaire des formes de culture.

Or les constituants membranaires semblent jover un rSle impor-
tant dans 1'immnogénicité des formes de culture. En effet, nous avons montré
que le composant spécifique n° 5 se localise d la surface des formes épimas—
tigotes et SEGURA et al. ont démontré 1'importance de la fraction membranaire
et flagellaire dans la protection expérimentale de la souris (SEGURA, E.L.,
PAULONE, I., CERISOLA, J. et CONZALEZ-CAPPA, S.M. : Experimental Chagas'
disease : protective activity in relation with subcellular fractions of the

parasite. J. Parasitol., 1976, 62, 131-133). Aussi ces récentes experimentations

nous inciteront & envisager dans 1l'avenir l'éventuelle nature glycoprotéinique

du composant 5 de T. cruzi et sa coamparaison avec des antigénes partiellement

purifiés par d'autres auteurs. o '
Enfin & propos du composant variable de T. b. brucei, un travail

récent de CROSS a permis de confirmer sa localisation sur le manteau cellulaire
des formes trypomastigotes sanguicoles (CROSS, G.A.M.:Identification, puri-

fication and properties of clone-specific glycoprotéin antigens constituting .

the surface coat of Trypanosoma brucei. Parasit., 1?75, 71, 393-417).




Cet auteur a obtenu a 1'état pur le composant variable par des
techniques biochimiques classiques (chromatographie sur Séphadex G 25, DEAE—~
Cellulose puis isoélectrofocalisation) et a montré sa nature glycoprotéinique.
Il s'agirait d'une simple chaine polypeptidique ayant apparemment un poids
moléculaire de 65 000 et contenant environ 600 amino-acides et 20 résidus
monosaccharidiques. Ces derniers résultats sont en contradiction avec l'en-—
semble des travaux biochimiques précédents et avec nos déductions prudentes
sur 1'hétérogénéité immunochimique du camposant variable. Pour CROSS, 1'hété-
rogénéité, décrite précédemment, pourrait provenir d'une dénaturation protéo-
lytique lors de la préparation des extraits antigéniques. Néanmoins 1'auteur
reste prudent et souligne la nécéssité d'une confirmation au sujet de 1'homo—
généité biochimicue du camposant variable.

De ce travail strictement biochimique, comparé a notre purification
uniquement immunochimique, il ressort qu'il sera indispenssble dans 1l'avenir
d'associer des critéres biochimiques tels 1'électrophorése en gel de poly-
acrylamide ou l'iso&lectrofocalisation a des contrdles immunochimiques par

immunisation expérimentale & 1l'aide de 1l'extrait purifié.




