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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION 

La maladie de Chaqas à Trypanosoma cruzi, la leishmaniose 

viscërale (kala-azar) à Leishmania donovani et la maladie du somil à 

Trypanosoma brucei gambiense et à Trypanosma brucei rhcdesiense sont dues 

à des Trotozoaires parasites de la famille des Trylsanoçomtidae Doflein, 1901 

(Ordre des Kinetovlastida, classe des Zoomastigophorea) . Ces parasites obli- 
gatoires sont caractérisés par la présence d'un flagelle et d'un kinétoplaste 

et pz l'absence de sexualité. Ils font partie des Trypanosomatidae héteroxè- 

nes.: leur cycle évolutif s'accomplit successivement dans le tractus digestif 

d'un invertébré Arthropode piqueur puis chez un hôte vertébré p u r  les genres 
- 

Trypanosoma et Leishmania. La nomenclature infrafamiliale, unanimswnt accep- 

tée, est celle de WAiLAG (1966) et de HOARE (1966). Dans le genre Tryyunoço~?~, 

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

à transmission inoculative, représentés par T. brucei, et les Sypanoso~~~s 

Stercoraria, à transmission contaminative, représentés par T. cruzi (Tableau 1). 

Dans la section des trypanosomes Stercoraria, s o n t  distinguîs 

différents sous-genres : blegatrypanum : T. (PI.) theileri '; EIarptosm : 

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

nisii (tableau 1) . 
Dans la section des trypanosomes Salivaria, le çous-genre inté- 

ressant la prasitologie humaine est le sous-genre Trypanozoon : T. (T.) brucei, 

T. (T. ) evansi, T. (T. ) equiprdum. L'espèce T. (T. ) brucei comporte 2 sous- 

espèces : T. (T. ) b. brucei et T. (T. ) b. gambiense, cette dernière ccanprenant 

deux noscdènes : gambiense et rhcdesiense (tableau 1). 

En ce qui concerne le genre Leishania, la classification des - 
espèces parasites de l'hcannie repose essentiellement sur des critères cliniques. 

C'est ainsi que trois grands t p s  noscgéoqraphiques peuvent être retenus : 

(i) la leishmaniose cutanée de l'Ancien mnde ; 

(ii les leishmanioses cutanéo--muqueuses sud-anéricaines ; 

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

L. tropica, se caractérise cliniquement par une 16sion cutanée évoluant en 

une ulcération croûteuse. 

ïes auteurs distinguent : - une forme "humide" du Bouton d'Orient, 

princislement rurale, due à L. tropica major ; 

- une £0- "sèche", principalement 

urbaine, due à L. tropica minor. 

(ii) Les leishmanioses cutanéo-muqueuses sud-amgricaines ont Sté individualis&es 

en quatre types princi-ux : 

- l 'ulcère des Gommiers ("Ulcera de los chicleros"), dû à L. ~ x i c a n a  ; 

- l a  leishmaniose cutanée panaméenne, due à L. guyanensis ; 

- 1' "Espundia" ou leishmaniose cutanéornuqueuse, due à L. braziliensis ; 

- e t  l a  leishmaniose cutanée péruvienne ("Uta") - due à L. pruviana. 

(iii) La leishmniose viscérale, due à L. donovani, d6t-e une atteinte pro- 

Eonde'du s y s t h  réticule-histiocytaire. Il es t  classique de signaler plusieurs 

types épidémiologiques : l e  kala-azar indien, l a  leis'hmuiiose viscérale d'Asie 

Centrale, l a  forme sud-américaine, l e  kala-azar soudanais e t  l a  le i shmiose  

viscérale infantile localisée au bassin méditerranéen. 

Chez les Tryy>anosomatidae, l e  kinétoplaste, expansion mitochon- 

driale r e n f e m t  de l'ADN fibr i l la i re  (STEINERT, 1960 ; C m a  e t  WALïACE, 

1960 ; SIMPSON, 1972) ,  revêt une imprtance déterminante au p i n t  de vue bio- 

logique e t  sur l e  plan taxonomicpe. Morphologiquement, La position du kinéto- 

plaste e t  du flagelle par rapport à 1 'organisation générale de l a  cellule, 

a conduit HO= e t  ldALïACE (1966) à l a  constitution d'une série de types mrpho- 

logiques correspndant à un stade de d é v e l o p ~ e n t  du parasite. Les différents 

genres de l a  favil le des ~ o s o m ~ t i d a e  ont été établis par HOAEE (1967) sui- 

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

(figure 1). 

Le cycle évolutif des t rois  principaux ~rypanosamatidae parasites 

de l'honane es t  schématisé sur les figures 2 (T. cruzi) , 3 (T. gmbiense) e t  4 

(L. donovani) . 
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Figure 1 : Classification des différents genresdesTïypnoçomatidae d'après leurs stades 

de développmsnt (suivant HO=, 1967 ; redessiné) . 
k Sur le schéma original, HOARE et WALLACE (1966) avaient appelé cette forme sous le nom d'amastigote ; 

cependant, l'observation en microscopie électronique d'un flagelle (RUDZINSKA et al., 1964 ; CREEMERS 
et JADIN, 1967 ; JADIN, 1971 ; DVJYER et al., 1974) reco-e l'appllation de micramastigote préco- 
nisée .r e t  JADIN (1967) et JaDIN (1971). 



Figure 2. Cycle évolutif de la maladie de Chagas due à T. cruzi. A et C = évolution 
chez l'hme et le "réservoir de virus" (chien, chat, rongeurs, sarigues, tatous, 
chauve-souris) : 1) tryr>omastigotes métacycliques transnis avec les déjections de la 
punaise sur la peau ou les muqueuses. 2) phase de multiplication des amastiq-otes dans 
les fibres musculaires. 3) é~imastigotes. 4) try-masticjotes dans le sang périphé- 
rique. B = évolution dans le tube dic~estif d'une punaise (Triatom, Rhodnius). 
5) try-mastigotes a-ès ingestion. 6) ?hase de multi-lication des mstigotes et 
des enimastigotes. 7) try-nastigotes métacycliques dans les déjections de l'insecte 
vecteur. 



Figure 3. Cycle évolutif de la  mladie  du somei l  à T.b.gambiense. A = évolution 
chez l ' h o m  : tr(panastigotes dans l e  sang périphériciue -is invasion du syatèrw 
nerveux central. 1-2) ~ s t i g o t e s .  B = évolution chez l ' insecte  vecteur, l a  
mouche ts8-tsé (Glossina). 3) t ryno~astigotes après i n~es t ion .  4-5) phase de mlt 
plication des trypn-astiqotes et des epimstigotes dans l ' i n t e s t i n  (D) . 6) trypo- 
mstigotes  métacycliques dans les glandes salivaires (S) . Transmission à l ' h o m  
lors  de la  piqûre par inoculation de l a  salive. 



Fiqure 4. Cycle évolutif de la leishmaniose viscérale due à L. donovani. A et C = ' 

évolution chez l'hom et le "réservoir de virus" (chien mur la leishmaniose médi- 
terranéenne) : 1) pénétration d'une forne promastigote dans une cellule réticulo- 
endo-théliale. 2 à 4) évolution endocellulaire des formes anastigotes. 5) masti- 
gotes danslesang périphérique. B = évolution chez l'insecte vecteur (Phlébotorne) : 
6) amastiqotes après ingestion.7)Phasedemultiplication des promastigotes. 8) pro- 
mastiqotes blqés au niveau du proventricule de l'insecte. Transmission par piqûre 
(réqurqitation) . 



1 Ces parasites hétéroxènes présentent chez l 'hôte définitif une 

multiplication binaire p r f o i s  multiple, continue ou discontinue, e t  chez l 'hôte 

inteLmédiaire (Insecte hématophage) une évolution cyclique aboutissant à ~ u i  d e  

de transmission. 

La camparaison des cycles évolutifs chez l 'hôte définitif mt  en 

évidence des différences imprbntes  dans l a  localisation parasitaire e t  l e  mde 

de développenient. En effet ,  dans l a  leishmaniose viscérale, l 'hôte définitif e s t  

uniquement porteur de formes micrmastigotes à multiplication endocellulaire. Par  

contre, dans l a  trypnosomiase africaine à T. b. gambiense, l e s  fonnes trypmas- 

tigotes exocellulaires se rencontrent dans l e  sang e t  les liquides inters t i t ie ls .  

La trypanosomiase américaine à T. cruzi résulte chez l'hôte définitif à l a  fois 

d'une phase endocellulaire avec présence de f o m s  micromstigotes à multiplica- 

tion discontinue e t  d'une phase sancpicole présentant des f o m s  trypamastigotes. 

Chez l'hôte intem@diaire, l e  développnent cyclique e t  l e  mode 

de transmission sont différents pur ces t rois  p ras i t e s .  Chez les Stercoraria 

(Ti cruzi) , l a  multiplication des parasites a lieu en station pstér ieure e t  

l a  transmission s'effectue par contamination (fèces). Pour les  Salivaria (T. b. 

qambiense), l a  multiplication des parasites se déroule en station antérieure 

dans l e  tractus digestif puis les glardes salivaires, l a  trarrsmission s'effec- 

tuant .w inoculation (piqûre) . mant aux leishmanies , cette ~mltiplication des 

formes promastigotes es t  antérieure avec blccage au niveau du proventricule ; 

l a  transmission s'effectue lors de l a  piqûre régurgitation. 

1.3. HISTORIQLE DES ETUDES ~ O L C G I Q U E S  

Les antigènes des Trypnosomtidae hétéroxènes ont f a i t  l 'objet  

de multiples revues dont les  pr inciples  sont celles de : 

(i) GRAY (1965), OMS (1969), LUMSDEN (1970),  WEITZ (1970) e t  BRENER (1973) sur 

les structures antigéniques des trypanosomes ; 

(ii) GRAY (1969 e t  1970) sur l a  variation antiggnique des trvpanoscsries Salivaria ; 

(iii) NEAL e t  a l .  (1969) , DESOWZTZ (1970) , GOBLE (1970) , SOLTYS (1973) e t  WOO 

(1974) concernant l'imnunité dans l e s  trypanoscmiiases ; 

(iv) e t  enfin, de ADI;ER (1965), BRAY (1969) , W Ç O N  e t  SCHAW (1971) e t  

(1971) en ce qui concerne les l e i s h m i e s .  



Pourtant, notre connaissance de l'anticjénicite des Protozoaires 

e s t  restée longtemps limitée à l a  réalisation de techniques sérologiques diverses 

ou à l a  préparation d 'extra i ts  destinés à stimuler l a  résistance de l 'hôte. 

De multiples techniques ont é té  ut i l i sées  a f in  de préciser les 

caractères antigéniques généraux. 11 s 'ag i t  des techniques d'agglutination, 

de lyse ou de neutralisation, d'imnunofluorescence ou de fixation du c o m p l ~ t .  

pQis,ce sonten f a i t  surtout les  analyses antigêniques réalis6es en précipitation 

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

qui ont apporté l e s  informations les plus précises prmettant de conclure que 

l 'antigénici té des Trypanosomatidae hétéroxènes ressort en définitive de struc- 

tures multiples constituant des antigènes strictement d'espèce joints à des 

antigènes hétérophiles. 

Antigènes héterophiles 

Comme chez de nombreux parasites, il es t  ,pssible d ' ident i f ier  

chez les  tqpanosomatidés des antigènes provenant de "l i~nvironnemat" (hôte 

infecté, milieu de culture) ou des antigènes ubiquistes t r è s  l a r g a m t  répandus 

chez l e s  micro-organismes. 

Des travaux multiples ont révélé l 'existence d'antigènes p s s é -  

dant l es  &mes caractères antigéniques que ceux des protéines sériques, aussi 

bien chez l e s  formes sanguicoles des trypanosonies que chez les f o m s  de culture 

des trypanosomes e t  des leishmnies. 

Chez les  trypanosomes, des protéines sériques en provenance de 

l 'hôte vertébré ont été décri tes (Salivaria : T. b. rhcdesiense : BIGAUX, 1966 ; 

T. vivax : KEXTERIDGE, 1970, 1971, 1972 ; T. b. brucei : LE RAY, 1975 ; Sterco- 

raria : T. l e w i s i  : ENTNER, 1968 ; D'ALESANDRû, 1972) . 
Au niveau des formes de culture, des antigènes en provenance du 

milieu ont é t é  décelés chez les  Salivaria (T. b. brucei : LE W Y ,  1969) , l e s  

Stercoraria (T. the i le r i  : SPLI'ITER et a l . ,  1967 ; T. cruzi : AFCHAIN et CAPRm, 

1969) e t  les Leishmania (L. donovani : LE RAY e t  al., 1976a). D'autres auteurs, 

surtout à propos des leishmanies, ont préconisé l'emploi de milieux de culture 

non inaminogènes , c m e  le dialysat de JXAKAMURA (CROOK e t  a l .  , 1969 ; OEIERICH, 

1973) e t  le bouillon au sang de lapin (RANQUE e t  al.,: 1970) lorsque l ' a n d 1  

irfununisé e s t  le lapin. 



On suggère aussi l a  présence d'un antigène de type Forssman chez 

T. rhodesiense (HOUBA e t  ALLISON, 1966 ; HOUBA e t  al . ,  1969) e t  chez T. cruzi 

(ENOS et  ELTON, 1950). L'existence chez l e s  Leiskimania d'antigènes apparentés 

aux groupes sanguins ou à certains antigènes t i ssula i res  de l 'hôte  vertébré 

n ' a  guère é té  recherchée jusqu'à présent. A cet  égard, RUDZINSXA e t  a l .  (1964) 

a ins i  que tout récemment DVJYER e t  a l .  (1974) ont montré que les formes micromas- 

t igotes intvacellulaires étaient  pourvues d'une membrane limitante double dont 

l e  f eu i l l e t  externe es-t perdu lors de l a  transfomation en f o m  promastigote 

de culture ou du vecteur. La constitution irmnunochimicpe de ce f eu i l l e t  e t  l a  

participation de constituants de l 'hôte  à sa formation restent inconnues. 

Une troisième classe d'antigènes hétérophiles est constituée par 

les  antigènes ubiquistes. Cette classe camprend e s s e n t i e l l e n t  l es  antigènes 

cclmlns aux genres Leishmania e t  Ilymbacterium (RANQUE et  a l .  , 1972 ; OELERICH, 

1973 ; LE RAY e t  a l . ,  1476a). 

1.3.2. Antiqènes parasitaires 

Les antigènes jarasi taires proprement dits peuvent ê t r e  caracté- 

r i sés  à t r o i s  niveaux : les  antigènes d'excrétion-sécrétion, les antigènes de 

surface e t  l es  antigènes somatiques. 

- Les antigènes d'excrétion-sécréti.on, souvent appelés "exoantigènes" 

(~EITz, 1960) chez les TryTMnosormtidae, ont é té  retrouvés chez de t r è s  nombreuses 

e s e c e s  . 
Li3W mise en évidence présente un in té rê t  certain dans le diagnos- 

t i c  des affections déterminées pr les  Stercoraria. Ils ont é té  décri ts  daris l es  

cultures de T. cruzi (TARRANT e t  a l . ,  1965 ; F l ü N I Z ,  1967) e t  dans les infections 

expé r imta l e s  (T. cruzi : DE SIQUEIRA e t  a l . ,  1966 ; T. lewisi : TEILLE3 et 

W L E R ,  1957 ; YASUDA e t  DUSANIC, 1969 ; D'ALESANDFQ, 1972) .  

Chez l e s  Salivaria, l es  "exoantigènes" se rencontrent sous l a  

forme d'antigènes solubles présents dans les  infections expérimentales pax 

T. b. brucei (WEITZ, 1960, 1963), T. vivax e t  T. b. garobiense (GRAY, 1961), 

T. conqolense (DODIN et FRatWIN, 1962) , T. b . rhodesiense (SEED, 1963) e t  , 

T. evansi (GILL, 1965). L'analyse des multiples travaux consacrés à ce t  Ynportant 

probl* révèle ce-pendant de nombreux éléments contradictoires (ALLSûPP e t  al. ,  

1971) : d'une part  il n'existe aucurie évidence directe de l a  libération de ce 

type d'antigène in vivo (IJQJI3AM e t  TAMXIR, 1972) ; d'autre part, lorsqu' i ls  sont 

mis en évidence, l es  protocoles eqérimentaux ne p m t t e n t  pas d'exclure l'in- 



chimiques ou irrununologiques . 
Il e s t  généralement admis que les antigènes solubles des 

Sal i~aria~retrouvés à la  surface du parasite, sont impliqués dans l a  variation 

antiqénique e t  é g a l m e ~ t  dans 1 ' élaboration d ' une inmunité protectrice. 

En ce qui concerne les leishmanies, l'existence d'antigènes 

d'excretion-sécrétion i n  vi t ro  a été initialement suggérée par ADLER (ADLER, 

1964; 1965 ; ADLER e t  GTJNDERS, 1364) e t  s ' e s t  vue conEjxni5e 3 l 'aide de la  pré- 

cipitation en gel p r  SCHNUR -- e t  a l .  (1972) e t  ZUCKE@3AN e t  a l .  (1973). Ces anti- 

gènes exprimeraient des variations intraspécifiques c i t re  gpulations à un 

m&-r~d3 stade, e t  ils seraient ~ ~ c i f i q u e s  du sérotyps dans l e  complexe L. tropica- ; 

L. donovani (,%HNUiI e t  a l .  , 1972) . Néar~mins, la  valeur taxonomique de ces anti- 

gènes reste à établir .  l 
1 

- Les antiqènes de surface ont été prtic~zlièrement bien étudiés -------- --------------- 
chez les  formes sanc~uicoles des trypanosomes Salivaria par l e s  épreuves d'agglu- 

tination ou de lyse (T. b. brucei : lXXTRIE e t  O'CONNOR, 1937 ; GRAY, 1962 ; 

C U N N I N r W 4  e t  VICKERdIAN, 1962 ; VAN M E I R .  e t  a l . ,  1975a e t  b ; T. congolcnse : 

WILSON e t  CüPJNiNSHAP.1, 1972 ; T. vivax : CLARKSON e t  APW,  1969).  Il e s t  générale- 

ment admis que les antigènes de surface des Salivaria sont impliqüés dans l a  

variabilité antigénique. Les observations les plus sic~nificatives résultent de 

l a  mise en évidence d'un manteau ou manchon protéinique pfisent à l a  surface 

des trypmastigotes métacycliques e t  sanyuicoles, e t  son absrncc diez l e s  formes 1 
procycliques de culture ou du vecteur (VICKERb%V, 1969, 1972) .  Ceci suqyère l 

I 
que ce rrianteau, acquis dans les  glandes salivaires du vecteur lors de l a  t r~ms- ~ 
formation des épirnastigotes en t r - m s t i g o t e s  métacycliques, pourrait constituer 1 

l 

une structure d'adaptation du parasite à l a  vie sanguicole. Plusieurs auteurs 

(VICKERMAN e t  LUCI<ïljS, 1969 ; TAKAYANAGI e t  a l . ,  1973I1) ont suggéré une relation 

entre l e  type antirjénique du parasite(*) e t  les antigènes de surface. Nos travaux 

récents (FRUIT e t  a l . ,  1976) confirment ces résultats e t  démontrent que les 

antigènes spécifiques de t y p  antigznique, (donc impliqués dans l a  variation 

antigénique), sont effectivement présents au niveau du manteau des trypanoçomes 1 
I 

smquicoles. 1 

(*) 
]CE! t y p  antigénique ou s é r o t * ~  es t  déterminé par les antigènes impliqués 

dans l a  variation antigénique. 



Les antigènes de surface des Leishania ont été analysés princi- ~ 
1 

palement à 1' aide des méthodes d '  agglutination (CHANG e t  W,GIGRBCX"J, 1947 ; ADLER, 1 
1 

1 9 6 4 ) ,  e t  plus r é c m e n t  par des Études ultrastructurales après marquage à la  I 

ferri t ine (SAF'JAVONA e t  AVAKJAN, 1973). Leeir caractérisation chimique n'a guère 

été  abordée (GHOSH, 1963). Le recours aux lectines (DWYER, 1974) pulret d'envi- 

I sager, dans un avenir rapproché, une connaissance plus précise des structures 1 
de surface des Leishmania. 

- Les ------- antaènes ----------- somatiyues --- ont p u r  intérêt de ,=mettre d 'a~pré-  

cier l'importance des parentés e t  des spécifici-tés antigénique~ aux divers 

niveaux taxo~,umiques, e t  de préciser dans quelle mesure l a  structure antigé- 

nique parasitaire e s t  affectée par l a  différenciation cellulairedi~parasite 

i e t  par l a  variation antighique au cours de son cycle évolutif. ~ 

Les parentés antigéniques entre les trypanosomatidés détectSes 
4 

à llai.de des méthodes s5rologiques traditionnelles (réaction de fixation du cm- 

plément , hemagglutination passive, inanunof luorescence indirecte) sont cornues 

de longue date. Mais l'introduction des n-&hcdes de précipitation en gel a cons- 

t i tué un a p p r t  déterminant dans l a  connaissance de l a  structure e t  de l a  fonction 

des antigènes. 
l la précipitation en gel appliquée aux antigènes somatiques des / 

Try-mosomatidae a -wrmis d'accumuler une série d'informations concernant : - 1 
a) La structure antigénique des trypanosomes e t  des leishmanies : 

- T. b. brucei (SEED, 1964 ; 'LE RAY, 1969 ; 'LE RAY e t  a l . ,  1973a) 

- T. cruzi (SENECA e t  a l . ,  1966 ; OAFCI-IAIN e t  CAPRON, 1969, 1971 ; 

OBERGENDI e t  a l . ,  1970 ; OS= e t  a l . ,  1973) 

- T. thei ler i  (SPLI'ITER e t  a l . ,  1967) -- 
- L. tropica ('GARCIA, 1965) 

- L. mexicana (OCR~OK e t  a l . ,  1969) 

- L. donovani ( O ~ ~ I N ' I ü ~  e t  a l . ,  1972 ; ODWYER, 1973 ; O LE RFUl et  al., 

1976a e t  b) 

b) Lss relations entre souches : 

- de T. b. brucei ('LE RAY e t  al. ,  1971) 
1 

- de T. cruzi ('NUSSENZTEIG e t  al . ,  1963 ; NJSSENZPEIÜ e t  GOBLE, 1966 ; 

OGONZAZ;EZ-CAPPA e t  I(AGAN, 1969 ; O A F ~ ~ W I \ J  e t  a l . ,  1974) 

O ~ a v a u x  ayant eu recours à l'innninoélectrophorèse. 



c) Les a f f i n i t é s  

- ent re  taxons du genre Trypanosoma ( O B I G A L K E ,  1966 ; OOELERICH et  

MANNWE-, 1970 ; OBICE et  ZELEEIN, 1971 ; O L E  RAY et a l . ,  1971 ; 

'LE RAY, 1972 ; OCAPRQV e t  a l . ,  1973 ; OAFCEIAIN e t  a l . ,  1974) 

- ent re  taxons du genre Leishnania (BRAY e t  LAINSON, 1966 ; SCHNEIDER 

et  HERTIG, 1966 ; "CII9VES, 1970 ; OIE RAY e t  a l . ,  1976b) 

- e t  entre  genres de l'rypanosmatidae ( O R A N Ç U E  J. e t  a l . ,  1969 ; L,E SOUZA 

e t  -SA, 1972 ; O A F C H A I N  et al., 1973 ; OELERICH, 1973). 

d) Les r m i e r w n t s  antigéniques survenant au c o u r s  du cycle Cvolutif de : 

- T. b. brucei ('LE mY e t  a l . ,  1973a ; "LE RAY, 1975) 

- T. b. gambiense ("WCEIAIN e t  a l . ,  19754 

- T. l e v ~ i s i  (ETTIYIER e t  GONZAIES, 1966 ; EWITJFRI 1968) 

- et L. donovani (OSCIIPÇON, 1968 ; ODWYEX, 1973). 

e) Les caractères des antigènes spécifiques du sérotype des trypanosomes Saliva- 

r i a  (antigènes variables) .  A ce propos, il est p u t - ê t r e  bon de rappeler le 

mécanisme de survie des +nrnanosmes Salivaria face ,1 l a  réponse imnunitaire de i 
l ' h ô t e  parasité.  La variation antigénique se manifeste par le développernent suc- 

cess i f  de ppu la t ions  sérologiquement différentes  (FIiNWE, 19 05) . Chaque popula- 

t ion  induit  l 'élaboration d'articorws entraînant s a  lyse. C e t t e  réduction de l a  

p a s i t é m i e  d e  l ' hô te  est suivie de la mult.iplication d ' A  p p ~ l a t i o n  

nouvelle exprimant un s é r o t y p  d i f férent  (IJXADITI e t  MUTERYILCH, 1909 ; 

I EHRLICH, 1909). Les f a i t s  les plus s ign i f i ca t i f s  acquis à l ' a i d e  des techniques i 
sérologiques d 'agglutbat ion  et de cytolyse ou de neutral isat ion sont : 

- l e  nombre apparmnent i l l imi té  des types antigéniques susceptibles 

d ' ê t r e  exprimés par une souche donnée ( G W ,  1965a) ; 

- l a  va r i ab i l i t é  antigénique des populations résxl tant  d'un clônage 

(GRAY, 1965a ; hRC NEILLAGE e t  a l . ,  1969 ; VAN LPIEIRVEQXE e t  a l . ,  1975b) ; 

- l 'existence d'une re la t ion  ent re  le type antigénique e t  l a  virulence 

I du trypanosome NE1L;LAL;E e t  HERBERT, 1968) ; 

: - e t  l 'éventual i té  d'une séquerice des t y p s  antigéniques chez l ' hô te  l 
1 vertébré avec un retour à un type antigénique de base dans les glandes l 

sa l iva i res  de l ' hô te  invertgbré ( G W ,  1965b, 1969). 

"~ravaux ayant eu recours à l'imrmu?oélectrophorèse. 



Le mécanisme nioléculaire de l a  variation antigenique n ' e s t  p s  

connu. L'hypothèse d'une dérépression, sous l ' induction des anticorps de l 'hôte ,  

e s t  actuel lemnt l a  plus acceptée (INOKI -- e t  a l . ,  1956 ; BROWN e t  WIUIAMSON, 

1964 ; GRAY, 1965b ; VICKEWilAN, 1969) ; néanmoins, l 'éventual i t6 d'une mutation 

génique est tout  aussi  vraisemblable (CP$lTRElil;, 1958 ; 'NATKXqS, 1964 ; SEED e t  

GAM, 1966). 

C e s  antigènes variables, caractér isés  par l 'exis tence de  deux 

groupes d i s t inc t s  d'antigènes avec un coeff icient  de sédime?-trati.on de 1s e t  4S 

(BROWN e t  \ILLSIAMSON, 1962, 1964 ; InJILL-N e t  BROrNN, 1964) seraient  des gly- 

coprotéines (ALLSOPP e t  a l . ,  1971 ; NJCGU et mE"13RYES, 1972) jouant un r ô l e  

i m p r t a n t  dans l'imrminajénicité de l'organisme. Leur étude a été effectuée au 

niveau des antigènes sonatiques, à l ' a i d e  des technique de prscipi tat ion en gel ,  

1972 ; TAKAYANAGI e t  a l . ,  1970, O1973a ; LANHAM e t  TAYLOR, 1972 ; OIE, PAY --- et  a l . ,  

1973a ; "AFcI-!.AIN e t  a l . ,  1975a. 

Le nombre de travaux, effectués en imn~uncélectrophorèse, montre 

l ' i n t é r ê t  analytique o f f e r t  s r  c e t t e  technique. !/Ialheurei~sment, des lacunes 

fondamentales diles à un manque d'analyse globale de l a  structure antigénique, 

l'absence d'hyperimmunisation efficace e t  l e  n o n - r a u r s , q a s i . j 5 n é r a l r  aux 

épreuves d 'absorption croisée, empêchent, dans de nombreux travaux, un2 appre- 

ciat ion défini t ive de l a  sp5ci f ic i té  ou de l'içologie supportses p r  les comp- 

sants révélés. 

C e  manque de connaissances fondamentales nous a amené à envisager 

l ' é tude  imrmincélectrophorétique de l a  s tructure antigénique, des parentés e t  des 

s-cif ficités chez les Trynanosomtidae hétéroxène S. 

1 .4. L 'ANALYSE IMMüNOEIECTROPHORETI~U 

1.4.1.  DGfinition. valeur 

Les protéines sont les constituants les plus s i g n i f i c a t i f s  d ' u n .  

organisme vivant car  e l l e s  sont l 'expression relativement directe du gcnôme. 

O Travaux ayant eu recours à l ' ~ u n c é 1 e c t r o p h o r è s e .  



l 

1 L'analyse i.mnunoélectrophorétique, en -ettant l a  caractérisation irranuncchi- I 
l 

mique des constituants cellulaires solubles, e s t  l e  moyen par excellence d'appré- l 
hender objectivement l e s  parentés e t  les  spécificités de cet organisnic. I 

Les principes e t  les &alités techniques de l'analyse h u n o -  

electrophorétique ont été décrits par GRABAR e t  WILLIAMS (1953, 1955), d'après 

les travaux fondamentaux de OUDIN ( 1952) . % méthode a ensuite été simplifiée 

e t  adaptée à des lmeç pr te-objet  y SCT-FEIDEGGER (1955). 

L'application de l'analyse inin~~~noélec-trophorétiqce 9 des organis- 

mes entiers a é té  essentiellement réalisée par l'école l i l lo ise  de parasitologie 

de BIGET e t  CAPROS'. L '  analyse immuncélectrophoréticpe des cha.rnpicpons e t  des 

helmin-tl~es a permis d ' appr ter  une contribution fondamentale à l a  standardisa- ~ 
tion des extraits antigéniques (BIGUET e t  a l . ,  1965b), à une meilleure connais- , -- 
sance de l a  taxoncsnie e t  de l a  phylgénie (BIGilET e t  al. ,  1965d ; W I a ' J  

i 

e t  a l . ,  1968a, 1972). De plus, à l 'a ide de cet te  tec!mi.c;ue,apu être abor- 

dée l'étude des relations hôte-parasite (GWL90N e t  a l . ,  L968a, 1969) a ins i  

que l'application diapostique (BIGUET e t  a l .  , 1464 ; WW!T e t  al. , 1966 ; 1368b) . -- -- 
L ' analyse hunoé lec trophorétique prme t l a  visualisation cle 

substances solubles itrununogènes dans un extrait  cellulaire. Chaqye arc de pré- 

cipitation représente une famille de protéines dont certains s i tes  mtigéniyues 

sont cmnuns e t  d'autxes distincts. Ces c o ~ s s ~ t s  antigéniques sont définis 

selcn le17r vitesse de migration électrophorétique e t  leur coefficient de diffu- 

sion. Quant à l a  spécificité imunolcgique, e l l e  e s t  détemninée par l e s  s i tes  

antigéniques . 
Ainsi, 1'immunoélectrophorèse se présente comme une methode 

d ' investigation moléculaire de valeur génétique, au mgme t i t r e  que 1 ' analyse , 

des acides nucléiques e t  des içoenzymes. Contrairement aux méthccles sérologiques, 

e l le  prn-e t d lob j ectiver directement les  ccanpsan ts antigéniques impliqués dans 

l a  répnse antigène-anticorps. 

1.4.2. Ses limites 

Les méthodes d ' hunoprécipitation (double diffusion e t  inanuno- 1 
I 

électrophorèse) e t  d'électrophorèse, réalisées à partir  d 'extraits  solubles , / 
dans des solutions salines ou tampnnées, limitent l'investigation aux compsants 

solubles d'un organisme e t  préservent tout l ' in té rê t  qui s'attache aux méthodes 



d'agglutination, de lyse ou d'immunofluorescence. Néanmoins tout  au long de 

ce t t e  étude, l 'analyse des composants solubles apparait  s ignif icat ive de  l 'espèce 

considérée. De plus, dans l e  présent t r ava i l ,  miin6 à l ' a ide  d'hyperimmunsérum 

anti-composants solubles, seront effectuées des caractérisations d'antigènes de 

surface. La d is t inc t ion  entre  antiyènes samatiques solubles e t  antigènes insolu- 

bles  de surface n ' a  pas encore é té  bien délimitée. Il e s t  possible que l 'analyse 

des constituants solubles d'un organisme, par irrununoélectrophorèse, nous donne 

accès à certains antigènes de surface. En e f f e t ,  avant d ' ê t r e  insolubilisés,  ces  

antigènes doivent exis ter  dans l e  soma soit à l ' é t a t  soluble, s o i t  sous forme 

de précurseur. 

Toutefois, nous ne puvons prétwldre analyser lqens&le  des 

constituants antigéniques, même solubles, par l a  seule méthode de l'imtriunoélec- 

trophorèse. El le  ne révèle en génaral qu'une t rentaine de composants antigéniques 

a lo r s  que 1 ' analyse immunoélectrophorétique bidimensiornelle permet d ' en déceler 

une soixantaine. Néamins ,  cette dernière méthode e s t  d'une manipulation plus 

dé l ica te  e t  ses résu l t a t s  lo r s  de l 'é tude des spéci f ic i tés  e t  des parentés 

antigéniques sont exactement proportionnels à ceux de l'irrununoélectrophorèse 

S-hple.  En e f f e t ,  une étude récente sur divers champignons pathogènes (YARZABAL 

et a l . ,  1976) a montré l e  même r a p p r t  entre  l e s  ccmpsants cmuns e t  les corn- 

p s a n t s  spécifiques d'une e s g c e ,  quelle que soit l a  méthlode enviszigée. 

L ' analyse immunoélectrophorStique , essentiel.lemen t qual i ta t ive ,  

ne permet d ' é t a b l i r  que des différences alrsolues de s s c i f  i c i  té mti.g6nique ; 

néanmoins, l'imnunoélectrophorèse bidimensionnelle *met de pa l l i e r  cet incon- 

vénient. L'inununoélectrophorèse n ' e s t  en f a i t  qu'une néthaie i r o m u n ~ c ~ i q u e ,  e t  

dans le cas, par exmple, de l 'analyse de rejet de greffe,  elle n'apporte aucun 

rense igr iemt  irrununolgique. Par contre, dans de nombreuses p r a s i t o s e s ,  l 'exis-  

tence d'anticorps précipi tants  lo r s  des infections ex&rimentales e t  na ture l les  

a f a i t  de l'irtununoélectrophorèse une méthode inununologique. 

Dans une réponse humorale, les anticorps précipitants ne sont 

qu'une infime pa r t i e  de l a  réaction de l ' hô te  à l'immunisation ou à l ' in fec t ion .  

Notre connaissance de l1ant igénic i t5  reste a i n s i  l imitée aux seuls conpsants  

solubles susci tant  des anticorps précipitants l o r s  de l'immunisation d e  lapins 

ou d '  infections e r i m n t a l e s .  

Une seconde l imite  à notre analyse réside dans les conclitions 

expérimentales d ' b u n i s a t i o n .  En e f f e t  l o r s  d'immunisations de lapins, nous 

n'avons accès qu'aux seuls  anticorps précipi tants  suscites par l e s  antigènes 

reconnus c m e  "non s e l f "  par le lanin. 11 est pxrnis de p s e r  que cer ta ins  



antigènes non reconnus par l e  lapin, so i t  par un manque d'information de recon- 

naissance, so i t  en raison de dose d'antigène trop for te  ou beaucoup trop faible, 

puissent ê t r e  reconnus par d'a~1.tres systènes révélateurs t e l s  que 1.a chèvre, 

l e  mouton ou l e  cheval. Nous n'avons aucun argment p u r  nier  une t e l l e  hyp- 

thèse ; cepndant, si de t e l s  phénomènes existent, i ls ne peuvent ê t r e  que 

limités. 

Enfin, l a  plupart des inarunisations e@rimental-es s'effectuent 

en pkésence d'adjuvant de Freund coAnplet. Cet adjuvant apparait came 1 'un des 

meilleurs pur l a  révélation des anticorps précipitants. Néan~oins, la  notion 

complexe d'immunoqénicité d'un antigène e s t  fonction de sa nature thymdépen- 

dante ou nondépendante. C'est ainsi que l'emploi de nouveaux adjuvants ("Water- 

soluble-adjuvant") pourrait peut-être démasquer certains antigènes rion r5véla- 

bles dans notre système ex$rimental. 

Compte-tenu de ces limites inhérentes aux imprfections de l a  

technique mise en oeuvre, les résultats  obtenus dans ce t ravai l  ne prendront 

en compte que les  seuls antigènes solubles analysés e t  révélés par l1ir ;mo6lec- 

trophorèse grâce aux anticorps précipitcmts préparés chez le lapin à l ' a ide  

d'adjuvant de Freund com~let .  Néanmoins, ces résultats  nous apparaissent signi- 

f i ca t i f s  au vu des nombreuses corrélations observées entre l es  s é m s  

d ' h u n i s a t i o n  expérimentale e t  l e s  sérums d'infection naturelle. 



CHAPITRE 2 : TECHNIQUES 

La connaissance du caractère antigénique des Trypanosomatidés 

hétéroxènes parasites de l 'home dépend de l a  conduite rigoureuse des techni- 

ques de précipitation en ge l  (double diffusion, inrnuncélectrophorèse, immuno- 

électrophorèse bidiniensionnelle), t~chniques  necessitant au préalable : 

- une connaissance précise et dé ta i l l ée  de l 'his torique des souchesdespara- 

sites maintenus i n  v i t r o  e t  in vivo ; -- 
- l 'obtention des ~ a s i t e s  en masse ; 

- l a  préparation stands-disée des e x t r a i t s  antig6niqles ; 

- une immunisation correcte des lapins. 

La purification des antigènes çpêcifiques de ces t r p o s o m e s ,  

nécess i ta i t  l e  recours aux techniques biochimiques e t  inarnmochimiques. Quant 

à l a  localisation en surface de ces antigènes spécifiques, nous avons dû f a i r e  

a p p 1  aux méthodes d ' ~ u n o f l u o r e s c e n c e  e t  de marquage enzyrmlcgicpe aypliqu6 

3 l a  microscopie optique e t  électronique. 

Les souches u t i l i s é e s  proviennent en majeure p . r t iedescol lec t ions  

constituées à l ' I n s t i t u t  de Médecine Tropicale d'Anvers (I?MA) par le départe- 

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

2 1.1. Genre   no soma - - Section Stercoraria - 

R et  * 1. Trypanoscxna (Schizotrq??anum) cruzi  Tehuantepec, souche isolée en 

1938 par E .  BRUMKT à p a r t i r  de Triatoma sp. trouvss infectés  natu- 

rellement dans l a  région de T e h u a n t e ~ c ,  lvlexique (DAFGlW, 1941). 

Maintenue en cul ture i n  v i t r o  depuis 1 9 5 9 . a ~  Service de Parasito- 

logie de l ' I n s t i t u t  Pasteur de Paris ,  c e t t e  souche nous a é t é  

cammuniquée par 1'ITiW en 1967. 

2 Souche maintenue i n  v i t r o  

ikk Souche maintenue i n  vivo 



k 2. Trypânosom (S.) c ruz i  ITMAP 943 ;Souche i so lée  au jardin Zmlo- 

gique d'Anvers en  1973 à partir d'un s inge Aotw provenant du -. 
Brés i l .  

% 3. T r p n o s a ~ m  (S.) cruzi  E.C.H. ; Souche i so l ée  In v i t ro ,=  1973, par 

le Docteur E. SEGURA à partir d'un cas humain argentin.  

% If: 4. Trypan0sm.a (S.) c ruz i  Tulahuen ; Souche içol-ée e n  1945 à p a r t i r  

de Triatonla i n f e s t ~ n s  à Tulahuen, Chi l i  (Nord) ( G A 1 L I A . l  et, al .  , - 
1962). C e t t e  souche, t r è s  v i ru len te  p u r  la .muris,  nous a été 

adressée sur sour i s  pz le Professeur LAFlEKRE a 1967. 

2 5. Trypariosoma (S.) d i o n i s i i  P ; I so lée  en Angleterre à p a r t i r  de  
3 

chauve-souris P i p i s t r e l l u s  (BAKER, 1972) . 
% 6. Trypanosoma (S.) d i o n i s i i  I?MAI>-JMS ; Isolée en Eelgique à p a r t i r  

de chauve-souris P i ~ i s t r e l l u s ,  en 1958. 

k 7. - Tryp anosoma (Herp toso i~a)  range l i  RGB ; Souche i so l ee  .in. v i t r o  en -- 
1949, à Lmrtir d ' un chien par PIFANO , (HEII13IG-SZDmIPiER , 135 7) . 

2.1.2. Genre m-scxm - Section Sa l ivar ia  -- 

k et  .kk 8. Trypanosoma (Trypanozmn) brucei  brucei EATRD 1125 ; Isolée  en Gganda 

en 1966 à p a r t i r  d'une m t i l o p  Tragelaphus ; non pathogène p u r  
7 

l ' h m  (-pas de  parasit6mie suivant  l ' i n j e c t i o n  à un volontaire  hu- 

main -A.J. WILSON, i n  1itt.-). 

La souche entretenue i n  vivo est le point de départ  de  deux 

l ignées  antiyéniquement d i s t i n c t e s ,  clônées, sérotypées par épreuve 

de  trypanolyse, e t  maintenues par conqélâtion ou par subinoculation 

tous les 2 à 3 jours (LE RAY, 1975). Les sérotypes, exprimés par ces 

lignées,  représentent respectivernent les types an t igén ique~~dés ignés  

su ivan t l a  fioinenclature proposée par LUMSDEX e t  a l .  (1967) : 

- Mat-1 (Antwerjn Trypanozoon ant igenic  type-1) 

- et  AnTat-2 

R 9. TrVpanosomcr CT. ) brucei rhodesiense EATW3 906 ; Souche isolée d'un 

zébu (Bos indicus) et: infectante  p u r  l'horme (EATRû 1967) . 

k Souche maintenue i n  v i t r o  -- 
Souche maintenue i n  vivo --- 



i e t  % 10. - Trypanosom (T.) brucei gambiense ELIANE ; Souche isolée en 1952 

à Paris  par P.1. VAmL à p a r t i r  d'une patiente contaminée en Côte 

d ' Ivoire  ; maintenue i.n vivo e t  cultivée i n  v i t r o  dès 1953 par 

COLAS-BFILVIlR, e l l e  nous a é t é  comuniquée par 1' I'DIAP, en 1971, 

in v i t r o  e t  i n  vivo. 

Le s tüb i l a t  de reférence ( f o m s  sanquicoles) est le point de 

départ de deux liqnzes ant igéniquernt  disti-ncteç, isolSes au 

cours de 1 ' infection rriécanique d 'un lapin. Ces deux ppu la t ions  

ont  é t é  cl.5nées à p a r t i r  de rnicro-qouttes ne contenant qu'un seul 

orgai'1ime à l ' e x m r i  microscopique sous huile de paraffine, selon 

l a  technique de WALIER (1970) . Les deux populations ont été séro-ty- 

pées à l ' a i d e  des épreuves de try-panolyçe e t  d'irmunofluorescence 

indirecte spécifiques de variant  (VAN FIEIRVENNE e t  MASLUUS, corrunu- 

nication personnelle) selon les techniques de VIïN NEIRVENNE e t  a l .  

(1975a) . Ces deux ppula t ions ,  maintenues par co;~gélation dans 

l ' azote  l i q ~ i d e  ou par subinoculations tous l e s  2 jours su r  r a t ,  

représentent respectivement les types antigéniques LiTat-1 e t  

LiTat-2, désignés suivant la  nmenclature conventioraelle de 

IUMSDEN e t  a l . .  (1967) : (Li l le  Trypnozoon antigenic me), . - 
IR tableau II résume, dès l ' a r r ivée  de l a  çoucne à L i l l e  en 1971, 

l 'h is torique de ces deux lignées : LiTat-l (antigène T.g S Pl)  e t  

LiTat-2 (antigène T.g S P2) . 

2.1.3. Czm-e kislamania ( toutes  l e s  souches de ce genre pro- 

viennent de l 1 I T M A P ,  Anvers) 

Groupe des Leishmania humaines de l'Ancien mnde (complexe dono- 

vani-tropica) - 

k e t  &- 11. Leishmania donovani ITMAP K 263 ; Souche isolée en Belgique en 1967, 

à p a r t i r  d'un enfant marocain de 2 ans. L'inoculation du liquide de 

ponction s t emale  à des hamsters s ' e s t  révélée positive. 

R Souche maintenue in v i t r o  

* Souche maintenue i n  vivo 



Tableau II : Historique, dès son arrivée à Lille en 1971, de l a  souche 
T. gambiense ELIANE in vivo, ayant abouti après clônage à l ' i s o l a t ~ r i t  - --- 
des t ~ s  antigénique~ 1,iTa-t-1 e t  LiTat-2. 

Sigries conventionnels suivant L L ? ? D E N  e t  a l .  ( 1973) . 

Stabilat T. (T. ) b , qambiense ELIPItE in  vivo 
reçu de 1 ' L"~TL'AP (prof. J ~ z ~ )  en 1991 

I 

k !  
ra ts  - 9 passages (tous les  3 jours) 

I 
\k qouris - 3 pssages : 3, 3, 3 
id 

---3 souris -- 7 pssages : 2 ,  2 ,  2 ,  2 ,  2 ,  3 ,  3 
I 

a t s  - 2 ,passages : 2 ,  2 

I 
rats  - 3 pass2.geç : 2 ,  2 ,  2 

avec l e s  formes trypmas- 
tigotes sanguicoles obte- 

.li. 
antigfle T . g SP1 - -.-- - 

nues sur colorme de 
DTiAF-cellulose 

&apin - 1 passage : 32 

souris - 5 passages 
/tous l e s  2 jours> 

p - ---- 
(lônage 

"----3 ~ u r i s  - 5 passages : tous les 2 jours 

JI 
r a t s  - 2 passages : 2 ,  2 
I 

ihr r a t s  - 3 passages : 2,  2 ,  2 
Il 

* subincculation effectuée au 3èxie jour. 



h 12. LeisFmania donovani TU'JIS ; Souche i so l& en Tunisie d'un cas 

humain e t  entretenue par COLAS-BEWUR, reçue à 1 ' I W  en 1965. 

R 13. I~ishmania kropica fom riinor D ; Souche isol6e,  en 1957, par le 

Professeur VAi\TI3REUSEG;iEM d'un pat ient  revenantdllran. 

aGroupe des L e i s l m i a  humaines d'Amérique Latine 

R 14 .  A Leishmania mexicana mexicana IXNDON-L 11 ; Souche isolée aux 

I-Ionduras à p a r t i t  d 'un cas humain. 

a Leishmaniose animale 1 

2 15. Leishmania e n r i e t t i  ; Souche isolée au Brésil à par t i r  d 'un Cavia 

(Cobaye) ; entretenue à l ' i n s t i t u t  Pasteur de Paris ,  e l l e  a 6 té  

reçue à 1' 194AP sur cobaye en 1953. 

a G r o u p  des Leishmania de Reptiles af r ica ins  

k 16. Leishmania ad le r i  LX-L 123 ; Souche isolée au Kenya à p a r t i r  d'un 

lézard - tast ia  longicada revo i l i  par HEISCH en 1954. Injectée à 

des hamsters par ADLER, c e t t e  souche a étS réisolée de la  r a t e  d'un 

hamster en 1956. E l l e  a é té  cmuniquée  à 1 ' I?XUP -par l a  cryobanque 

de l a  London School of Tropical Pledicine and FIygiene . 
2 17. Leishmania tarentolae senegalensis G 10 ; Souche isolée par 

RANQüE au Séncgal à p a r t i r  d 'un Tarentola annularis en 1967 

(ILWQUE, 1973). 

2.2. OBTENTION DES P ~ S I T E S  

Le choix d'un milieu de culture i n  v i t r o  ou d'une méthode d'ob- 

tention des f lagel lés  i n  vivo e s t  d'une importance capi tale  p u r  des études 

immunologiques ayant rec3ur.s à 1'immunoélectrophorèse. En e f f e t ,  les techniques 

de précipitation en gel  ont l'inconvénient de consormer des cpantités importantes 

d ' e x t r a i t  antigénique soluble. C1es t .purquo i  l a  récol te  des organisnies a dû 

se réa l i se r  d'une façon massive. 

\ * Souche mintenue i n  v i t r o  



l L'obtention des formes isancjuicoles des trypanosomes Salivaria, 

1 longtmps d i f f i c i l e  car nécessitant l e  recours à la centrifugation di££& 

! rent ie l le  puis à des agents lysarlt ou agglutinant l e s  globules rouges de 

I l 'hôte ,  a f a i t  récament l ' ob je t  d'une solution d'une efficacité ramcquable 

l par l'anpl.oi de la chromtographie d'adsorption sur résine échangeuse d'anions : 

i Si l ' e f f icac i té  de ce t te  méthode e s t  actuellement iricontestable, 

l e  choix d'un milieu de culture in  vi t ro ,  favorable à l ' e n s a b l e  des Trypanoso- 

matidae -- hétéroxènes, e s t  plus délicat .  Nous ne passerons pas en revue l'ensemble 

de ces mil-ieux, qui sont- de t ro i s  sortes : diphasiques, mnophasiques e t  cultu- 

res  sur cellules ; TAYLOR et  BAKER (1968) en ont f a i t  une evcellente analyse. 

Notre choix s ' e s t  porté sur l e  milieu G.L.S.3. in i t i a lemnt  decri t  

p r  JADIN e t  PIE- (1960) ,  légèrement d i f i é  par JADIN e t  LE FAY (1969) 

p u r  l a  culture de l'ensemble des T-ipanoscxnatidés. C e  ni~lieu présente : 

- l'avantage d'une récolte simple des organismes par centrifugation (milieu rrono- 

phasique liquide~sLms élémnts cellulaires t e l  que des globules rouges) ; 

- l'inconvénient d ' ê t r e  rendu t r è s  immnogène p r  l a  présence de s é , ~  de veau ; 

cependant, l es  réactions immunologiques intéressant les  contminants sériques 

sont aisénient supprimées à l ' a ide  des épreuves d'absorption. Par a i l leurs ,  ces 

inconvénients sont nettenient conipzmsés par une rerrmq~able multiplication en 

masse de l'ensemble des Trypanosomtidés dans ce type de rnilieu. 

2.2.1. Culture -ip vi-itor 

@La cultuie des trypanosanes nécessite, c o r n  pour l e s  cultures 

de t i ssus ,  l 'anploi d'une verrerie parfait-nt lavée, rincee à l 'eau d i s t i l l é e  

puis s tér i l i sée .  

k milieu de culture G . L. S. H . (glucose, lactalbumine hydrolysée, 

sérum, hémglobine) demande l a  préparation préalable de l'hémglobine provenant 

d 'un ex t ra i t  globulaire de boeuf (Bacto Beef Blood, Difco) . Cette solution à 

. 3 pour cent en eau b id i s t i l l ée ,  p r t é e  à l ' ébul l i t ion 1/4 d'heure, e s t  centri- 

fugée à basse vitesse (1500 t p  @ant 10 minutes), f i l t r é e  sur papier f i l t r e  

ordinaire, autoclavée puis stockée à 4OC. 



Le milieu de  cul ture  se  campose : 

a)  de l a  solution de I'ianks : 

Eau b i d i s t i l l é e  750 ml 

8100 9 
Na2HP04.12H O 0,15 g 

NaCl 2 

KC1 0140 g m2P04 of06 9 

CaCl2.2II20 Of25 (3 NaHC03 0,98 g 

?4gS04. 7H20 0120 9 glucose 1 , O O  g 

b) additionnée de  

lac ta lbmine  (hydrolysat) 3,oo 9 

sérum de veau 100 rd 

hémoglobine (solution stock) 150 m l  

Pénic i l l ine  G 200.000unités 

Streptoiriycine (Sulfate) 100 .O00 rg 

Le p1-1 e s t  a jus té  à 7,4 avec NaOH ou HC1 0 , l  N.  I a f i l twa t ion  s té-  

r i l i s a n t e  s 'effectue scus 'pression, sur mimbrnries d ' acs ta te  de cc l lu los î  (%- 

t o r ius  ou M i l l i p r e )  à l ' a i d e  d'une s é r i e  de  f i l t r e s  de p r o s i t é  d6croissante 

3,O - 1,2 - 0,45 - 0,22 microns avec p r é f i l t r e s  in te rca la i res  en f i b r e s  de 

verre.  

Le milieu s t é r i l e  p ut se conserver pendant 6 nois  à 4 ' ~ .  

@L'ent re t ien  des souches en routine e s t  r é a l i s é  en veinotubes 

(B.D. ) contenant 3 ml de milieu de cul ture .  Les subcultures ont l i e u  régulière- 

ment 1 ou 2 £ois par semaine selon l e s  souches. En vue d'une cul ture  massive, 

il est souhaitable d 'exa l te r  l a  souche en veinotube en l a  repiquant tous  les 

deux jours. 

@Les cul tures  massives, en flacons de  1000 m l  contenant 200 ml 

de milieu de cu l t ixe ,  daandent  d'abord l ' en t r e t i en  régul ie r  de la souche, 

exal tée préalablement eri veinotubes, dans des flacons d e  250 ml. contenant 40 m l  

de milieu. L'ensemencement des  flacons contenant. 40 ml de milieu s ' e f fec tue  

à prtir de quelques veinotubes ; ce lu i  des  flacons contenant 200 ml de  milieu 

s e  f a i san t  avec les 40 m l  de c e t t e  culture t r è s  r iche e t  exaltée.  



Quand l a  culture missive at te int  son développement irauimal, il 

e s t  alors possible d'ensemencer directement 4 flacons de 200 ml à l 'aide d'un 

seul. 

A ~ r è s  une période variable de culture à 28°C ( 4  à 8 jours selon 

les  es+ces), l a  récolte permet l'obtention d'une quailtité importante de flagel- 

lés. Le rendement varie selon les  espèces, mais il e s t  en myenm de l'ordre 

de 1 granne de c o q s  cellulaires entiers ( p i d s  humide) p r  l i t r e  de milieu. 

~ 'ar ibloi  de sérum de veau foetal prmet une meilleure constance de multiplica- 

tion d'où des rendements accrus mais n 'es t  pas indispensable à l a  culture mas- 

sive des Trypanosomtidae. 

Du point de mie m ~ h o l q i q u e  e t  biolqique, les  fomes de 

culture sont l ' éq~iva lcnt  de celles de l'hôte inte~médiaire, à savoir : 

- trypanosomes Stercoraria : les formes épimastigotes e t  les £ornes micrcmas- 

tigotes ; 

- trypmosanes Salivaria : les fomes tryprnasti~jotes non salivaires de l 'hôte 

in temaia i re  Glossina ; 

- kj-Shnania : l e s  formes promastigotes. 
-r 

2.2.2.  Formes sancyuicoles 

L'obtention des formes sanguicoles procède'par élution sur- 

colonne de DM-cellulose ( W I A M ,  1968 ; UQJHAM e t  G O F R E Y ,  1970 ; d i f i - c a -  

tions techniques apprtées p r  VAN MEIRVFNNE e t  a l . ,  1973a). 

QPrj-ncipe. _---- _ La charge superficielledescellules parasitaires pré- 

sente une électronégativité inférieure à celle des éléments sanguins de l 'hôte 

aux pH 6 à 9. En présence d'une solution tampon de 1-14 e t  de force ionique 

adéquats, un gel de DEAE-cellulose chargé psitivement retient tous l e s  élé- 

ments sanguins figurés de l 'hôte alors que l a  solution d'exclusion entraîne 

les  trypanosomes. 

@Méthode. ------- L'etude des formes sanguicoles de T. gabiense e t  

T. brucei a été effectuée à partir  de populations clônées, de t y p  antigénique 

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



Le sang parasité a é t é  prélevé F r  p n c t i o n  cardiaque sur an t i coagu la t  (hépa- 

r ine)  puis injecté  par voie intrapériimnéale à de noweaux r a t s .  Une dizaine 

de r a t s  massivement parasi tés  sorit anesthésiés, par injection de 1 m l  d'un 

mélange de Nembutal e t  d'héparine ( 2  volumes de Nembutal pur 3 voltmes d'hé;-- 

r i n e ) ,  puis sont exsanquinés par p , l ~ , c t i o n ~ a r d i a q ~ e .  Les sangs de ces dix r a t s  

sont rasseniC,lés e t  leur volume est mélangé à cinq volumes d'une suspc-nsion 

équilibrée de ge l  de DFm-cellulose ( t y ~ e  DE-52, Whahran Chroniedia) (xcdifica- 

t ion  'apportée par VAN I~EIRVENNE e t  a l .  , 19 7 3 4  . L e  mélange est placé dans une 

colonne en verre (@ 10 cm, hauteur 15 cm, mmie d'un f i l t r e  en verre f r i t é  de 

porosité nO1, c'est-à-dire 90 à 150 microns) préalabl.awnt rerrpli par 200 m l  

de gel  neuf. 

Le mélange e s t  é lué à temp6raturc ambiante par une solution tam- 

p imée  glucosée de pH 8,O e t  de f . i .  0,22 (solution P S I  IXtYHAM, 1368). 

Le rendment var ie  selon l a  parasitémie des r a t s ,  mais il e s t  

en myenne de l 'ordre de 70 r q  de corps ce l lu la i res  en t i e r s  (poids-himide) par 

r a t .  

2.3 , PREPARA'TION DES EXT'RAITS F;WIGIZNIQWS 

La préparation des ex t ra i t s  aritigénicpes hydrosolihles sous 

forme lycphilisée demande, au préalable, l a  récol te  des organisms e t  leur  

lavage a f i n  d 'éliminer les c o n t d n a n t s  sériques provenant du milieu de cul-ture 

ou de l 'hôte .  

2.3.1. Récolte des organismes niultipliés i n  v i t r o  e t  j.n vivo 

Que ce soit l o r s  de l a  récol te  des formes de culture ou ce l l e  

des f o m s  sanguicoles, le milieu de cul ture ou l a  solution d'exclusion de l a  

colonne de DEAE-cellulose e s t  homgénéisé puis centrifugé dans des po t s  de 

1000 m l  à 2.800tpnn (20009) pendant 15 minutes. Nous éliminons a lors  le surna- 

geant par aspiration sous vide ; les culots ,  réunis dans un seul  pt de cen- 

t r i fugat ion,  sont lavés dans 200 m l  de l a  solution sa l ine  glucosée de  Banks 

(HANKS et -CE, 1949) pour les fornies de cul ture ou dans la solution tampon 

PSG p u r  les formes sanguicoles. Il est a i n s i  effectué 2 lavages pour les f o m s  

sanguicoles e t  4 pour les formes de culture,  par centrifugation à 2000 f! p d a n t  

15 minutes. Pour réduire l a  lyse spntanée  des f lagel lés ,  les solutions de lavage 

sont réfr igérées à   OC. 



Les formes sanguicoles ou de culture, débarrassées a ins i  des 

protéines sériques du milieu ou de l 'hôte,  sont additionnées d'une solution 

de NaCl à 1 ° /  ( Ig/l i  t re  d1H20 d is t i l l ée )  , à raison de 10 m l  de cet te  solution 

p u r  1 gramne ( p i d s  humide) de flagellés. Cette suspension est ensuite congelée 

à -70°C puis stockée à -20°C. 

2.3.2. Préparation d -- ' ex t ra i ts  antigéniques .- hydrosol~ibles 

L'extraction antigénique concerne au nUnimum 6 gramies (en p i d s  

humide) de flagellés. Les suspensions d ' orgrnimes en NaC1 17" sont décongelées 

puis placées dans un m r t i e r  en porcelaine de contenance d'environ 2 l i t r e s .  

Le mélange, congelé à -20°C dans l e  mortier, e s t  ensuite broy5 rmuellem'nt 

au pilon jusqu'à liquéfaction presque totale.  Il e s t  ainsi procédé à 4 broyages 

au mortier glace. Après l e  dernier broyage, l a  solution e s t  ccntrifcgée à 

26 CO0 g, pendant une heure à 4°C. Le surnageant e s t  clialysS 20 iieüres environ - 
contre de 1 'eau d i s t i l l é e  (100 volumes d'eau d i s t i l l é e  p u r  WL vol~ime de l a  

solution à dialyser) .  L'extrai t  cîntiqénique hydrosoluble e s t  lyophilisé dans 

des flacons type plasna de 500 m l  à large ouverture. Le lyophilisat e s t  ensuite 

répart i  à raison de 20 3 30 mg dans des pc t i t s  flacons tllpe pGni.cilline. C e s  

derniers sont placés dans un y x t i  t 1-yophilisateur (Usif roid, niicrosiiblimaieur 

type MSD) . L e  vide l e  plus poussé possible e s t  obtenu puis cassé par de l 'azotc U, 

puis l e s  flacons sont bouchés automatiquement dans l 'enceinte même du lyophili- 

sateur. 

1 Q conservation à -20°C d 'extra i ts  antigzniqxes sous atmsphère 

d'azote ne nous a pas prmis d'observer d 'al térat ion de leur qualité antiggnique 

après deux années de conservation ; par contre ces mSmes extra i ts  conservés 

sous a i r  en flacons bouchés à l a  temflrature du laboratoire s 'a l tèrent  rapidment 

en 3 à 4 mois. 

2.4. PFEPARATIONS DES TIWSERUMS 

A parti.r d ' ex t ra i t s  antigéniques hydrosolubles ou d 'extra i ts  

totaux, nous avons préparé t ro i s  sortes d'irmnunsérums à l 'a ide de deux techni- 
1 

ques d ' h u n i s a t i o n  : i 

- l a  technique classicpi., par voie sous-scapulaire pour l 'obtention d'hyperjmnun- 

sérums ( H I S )  l e s  plus riches possibles en anticorps précipitants e t  des imn~un- 

sérums de "cinétique" af in  d'observer l 'apparition des an t icoqs  précipitants 

déteminés par l e s  cx~npsants antigéniques les plus irmnuncgènes ; 



- l a  technique dlinjecti.ons intradermiques décrite p r  VAITUI(AIT1S e t  a l .  (1971) 

permettant d 'u t i l iser  des doses min-imes d ' antigène . 

Toutes les imut-~isations expérimntales s'effectuent chez des 

lapins adultes ordinaires pesant un minimum de 3 Kg. Ie prélèvement de sang se 

réalise à l a  veine marginale de l 'o re i l le  du lapin par un d i s p s i t i f  de saignée 

sous vide. 

2.4.1.  Flethode ---- classique par voie sous-scapulaire 

CI Pour une hyperim~unisation, cette nGt-hode consiste à injecter 

chaque semaine 2 mg d'zntigène dissous dans 0,5 m l  d'eau pkiysiolgique e t  inor- 

p r é  dans un volume égal d'adjuvant de Freund complet (Difco) . Le mélange, 

bien émulsionné, e s t  injecté p r  voie trans-musculairs dans l'espace sous--SC&- 

pul-aire. LRs injectioris antigéniques restant liehc?omadaires, les  lapins sont 

régulièrement saignés tous les 15 jours dès l a  %nie semaine d'irm~misation. 

L'obtention des hyjrhunsérums es t  réalisse en rrioyeme entre l e  32me e t  l e  

4Cme mois  d '  hun i sa t ion  . 
o Dans l e  cas d'une hnunisation "cinétique", 0,5 m l  d'une suspn- 

sion d'organims broyés ou de jus cellillairc? après l e  4êrl-c broyaye au mortier 

glace, es t  injecté, chaque semaine, sans adjuvant de Freund dans l'espace sous- 

scapulaire. Les prélèvunents sanguins s'effectuent tc.~s les 8 jours dès l a  

première sanaine d'hunisation. 

2.4.2.  Méthode ,de VTllTUKAïTIS e t  a l .  

L ' intérêt  de cette mÉ thcde e s t  de p e m t t r e  d lob tenir rapidement, 

dans un délai d'un m i s  e t  demi, des hunsérumç à l'aide d'une seule dose 

inmunisante en quantité minime (1 à 2 ny d'extrait  antiggnique). Cette méthods 

es t  de choix p u r  l e  contrôle de pureté des antigènes purifiés par inanunoadsorp- 

tion e t  p u r  l'obtention de sérums mnosp5cifiques à partir d'un arc dGcoup6 

dans l a  gélose. Pa r  contre, e l le  n 'es t  pas à conseiller p u r  l'obtention d'hyper- 

hunsérums dans un but de cmpraisons inanunostructurales car l a  carte antigé- 

nique, révélée par ces immunsén~ms, ne concerneMau p1us"qu'environ l a  m i t i é  

des composants révélés par les  hyperirmrmnsérms. 

Les lapins sont rasés sur l e  dos e t  l e s  flancs l a  veille de l ' in -  

jection imnunisante. Le mélange d'irrsrmnisation est  préparé extaqmranémmt 

de l a  manière suivante : 



2 mg d'antigène lyophilisé ou leur équivalent en purcentage 

d ' azote 

+ 1 ml. d'eau pliysiol-jique 

+ 2 m l  d'adjuvant de Freund i-ncomplet (Difco) 

+ 5 mg de Mycobacteriurn biitiyricum (Difco) 

L'ensemble du mèlange, après émulsion, es t  administré en 40 

injebtioris intradenniques de 0,05 ml dans l a  zone rasse du dos du lapin. 

Simultanémetrt, 1 m l  de vaccin coquelucheux adsorbe (Perthydral, 

Insti tut  Pasteur) est  injecté par voie intramusculaire dans l a  cuisse du lapin. 

IRS lapins sont saignés tous les  8 jours. Dès l'obtention du 

sérum Ciésiré, ils sont exsariy~inés af in d 'obtenir 1.e vaxirmnn d'ail tisérurn p u r  

les techniques irmunochimicpes d ' imn~~oa~sorpt ion e t  les  con trôl-es de s g c i f  i c i  té 

en itmuncé lectrophorè se bidimei~sionnelle . 
Cette même m é t h d e  d'immunisation a 6Cé ut.l.lisée pur injecter 

des arcs de précipi.tation antigène-anticorps obtenus en nlacm-Lmun~lectropho- 

rèse ou en inmunoélec tro?horèse bidimensionnelle ; 1 'arc décmuyk dans l a  gélose, 

additiisnrié de 1 m l  d'eau physiologique, e s t  broyé au .mrtier, puis e s t  mglangé 

à 2 ml. d'adjuvant cle Freund inccmplet e t  de 5 I X ~  de bTvcobacteriuni butyricurn. 
..-A - 

Le délai d'obtention des irnnimsén~.ns cçt  de 3 à 6 semaines. Si 

l a  réponse anticorpale e s t  négative ou trop faible, uii r a p p l  par voie çous-sca- 

pulaire e s t  effectué après un délai de 6 semaines. 

La technique inmunologique de base de notre travail e s t  l'analyse 

hunoElectrophorcétique . ïes  imrnunoélectrophorèses (1. E .P. ) ont 6té pratiquées : 

- en micraméthde p u r  toutes les  épreuves d'orientation, par souci d'économie 

des extraits  antiggniques e t  des j.mnunsérumç ; 

- en macrméth~e  pour les épreuves définitives de démonstration, en raison de 

l a  commodité de lecture e t  surtout du plus grand puvoir rGso1uti.f. 

La majeure partie des résultats obtenus en imunoélectrophorèse 

n'ont pu être  interprétés qu'avec l'apport de l a  double diffusion en gel 

(D.D.G.) en raison de sa plus grande sensibilité, ainsi qu'avec l'apport des 

épreuves d'absorption croisée réalisées esi milieu liquide. 



La caractérisation, l'obtention e t  l a  localisation des anti- 

gènes sp5cifiques ont été réalisées à l 'a ide des techniwes de l'imrmincélec- 

trophorèse bidin~nsionnelle , 1. ' knunof luorescence indirecrte ( U- . I . ) e t  les  1 
techniques de mrquage enzymlogique à la  peroxydase. 

Lss techniques de précipitation en gel (doublc diffusion d'ûuch- i 
teriony : D.D. G. , ÿimur.oélectrophorèse : 1 .E. P. , im~l.ur.i&lectro~horèse bidimen- 1 
sionnelle) sont des rrRthcdes fines e t  élégantes d'analyse des compsants anti- l 

géniques d'une solution. ' 
L ' h u n & l e c  trophorèse , mise au p i n t  p u r  1 ' étude des protéines 

sériques par GR= e t  WlLLIA\'IS (1953), d f i é e  en microm6t_hcde pu r  di-s iarra3s 

prte-ob jet  par ÇCEEIDE,GEK (1955) , fiit adaptée, par l e  laboratoire de Parasi- 

tologie de Lill-e, à 1 'étude des antigenes parasitaires dans un but analytique 

e t  diagnostique. 

Lss analyses irrimunoClectrophorétiques des antigënes parasitaires, 

d'abord réalisées en gélose, ont bgnéficié d'une plus graride sensibilité qualita- 

tive grâce à l'emploi des gels d'agarose. 

Le gel d'acyarose se ?repare e~te.m~corm&esit en dissolvant 1 gr 

d 'agarose ( Indubiose-A37 . Industrie Biolgique Française, (&mievilliers) dans 

100 m l  d'une solution tarnpnnée de véronal sodé à pH 5,2  : Cl60 g de veronal 

sodé (barbital sodique) dissous dans 4 l i t ces  d'H,O désionisée + 220 ml d'HU I 

IN + Eau désionisge qsp 10 l i t r e g .  

Le mélange es t  porté à 85O~ - 90°c dans wi bain-marie pendant 

20 rnn, en hamogénéisan.t de temps en temps. Ensuite, l e  gel d'agarose es t  coulé 

Sur des lames de verre dégraissées,de dimension bien définie -pour chaque type 

de précipitation . 

@ PrinciLne. Nous utilisons l a  technirpe d'OUC?3EFUUl'Jy (1958) suivant 

les rnodif ications préconisées par ABIZLEV (19 60) . Elle a corne p r inc ip  , l a  

diffusion de l'antigène e t  de l'antisérum, l 'un vers l 'autre,  dans l e  gel d'aga- 

rose. Au point d 'équivalence (d 'équilibre) antigène-anticorps , chaque compsant 

antigénique, se ccmplexant avec l'anticorps précipitant correspondant, va provo- 

quer l a  formation d'un précipité blanchâtre présentant l ' a s p c t  d'une ligne 

pl.us ou miris incurvée (figure 5) . 



Anii a 

Anti b 

Figure --. 5 : Diacjra~~re d'après WILLIAiPlS e t  Ci-TASE 
(1971) j-1.lustrant l a  fonnatiori de deux arcs de 
précipitation en double diffusion en gel, mztiiode 
d1CU0mRTX)NY. LI. di.ffi:sion des a1itig2nes e s t  re- 
présentée des points, ce l le  des anticorps par 
des lignes. 

e 2  ~ I ~ ~ ~ o c I e .  Nous indiquqns ci-ùessous les  diagra:rcws 2 l 'ccilelle -- 
rrù_llimStricp des diff6rentes soxteç de l e s  uti l isées pour la double dif- 

fusion en gel. 

- Analyse de plusieurs extra i ts  antigénique~ à l ' a ide  d 'un  r G m  irtunun- 

sérum. 



- Analyse d'un e x t r a i t  antigénique à l ' a i d e  de plusieurs  iminunserums. 

+ P.licron:Qthode - - - - - - -  (pour déterminer la  dose d'épuisement à u t i l i s e r  l o r s  d'une 

absor;?tion croisGe) . 

k Tableau r écap i tu l a t i f  des données m6thodolqiques de la  double dif fu-  

s ion  en gel .  

( Volume : Volume Dimensions ' Poids 
:dlagarose ( 1%) : d ' jmnunsérum : d 'a.ntigSr,e ) ( * t h d e  : des 1-s . 

( . coulée sur :non concentré: u t i l i s é e s  e tvo lume ) 
( . les lames : par p u i t s  :du p i t s  de d+@t) 



0 Pri . ic iv.  Un conpsLmt antigénique se caractér ise par sa m b i l i t s  

Slect-rophorétique (proprié t é  6lectrochimique) d ' une par t  e t  par s a  s@cif  i c i t é  

imnuriochjïnique (proprié té  ç tructu-ale) d ' su i r e  part. 

L'~unoé7Lectrophorèse f a i t  appel par d é f i i ~ i t i o n  à ces deux pro- 

pr ié tés  n e t t m t  d is t inc tes  à savoir dans im premier temps, une électropho- 

rèse de l ' e x t r a i t  cmtigG~~iq-ueà analyser e t  dans un dei~~,ui&ric t~mps ,  une double 

diffusion antigène-anticorps (f iqure 6 ) .  Dans leur trait&, en 1964 ,  C W  

e t  MRTIN dz la i l l en t  WC précision le p r i n c i p  e t  l e s  diffarentes  applica- 

t ions dc 1 ' malyse inni~inoélec trophorétique. 

Fisure 6 : Diagrmm schénlatique du principe -- 
de l ' inmunoélec trophorGse . 

A - L'ext ra i t  antigGriique à analyser, d é p s é  dans 
le pui ts  de dé@t (;') , est soumis à un champ 6lec- 
t r ique ; ceci a p u r  ré3ultat  de séparer les c m  
posants, suivant leurs  charges, le long de l ' axe  
de migration. 
B - L'hunsérum e s t  d é p s é  dans une fente p . ra l lè le  
à l ' axe  de migration (L) . En ditfusant- dans le gzl, 
les anticorps e t  l e s  antigènes rCagissent en forniant 
des arcs de précipitation spécifiques (C) . 



Il es t  inp r t an t  de souligner d5s maintenant qu'un arc de pré- 

cipitati  on représente, dans 1 # extrait  antigénique, nori pas un antigène mais 

bien une famille de protéines ayant des s i tes  hi inologiq~es identiques ou 

partiellement identi.ques . 

L'analyse d'un extirait antigenicpe peut se réaliser : 

- soit: en macrorr6thcde en raison de sa plus grande rSsolution e t  de l a  

commodité lors de l a  lecture ; 

- soi t  en micro1n6~.ode pour des raisons d'économie a~x;si bien d' antigène 

que d 'hmsérum. 

R Nous indiquons ci-dessous les d i a g r m s  à cchelle milli&trique 

des di££ érentes sortes de lanes utilisées - p u r  1 ' analyse immuno6le.c trophoré-. 

tique. 
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- La déminéralisation s'effectue, à l a  temp5ratuire du labratûire ,  en dépsant 

sur l e  gel un niorceail de papier "Whatman N o l "  de m&w format. 

- Après complète déshydratation, ces bis d6mi:iéralisées sont colozées dans 

un bain de Noir Amido 10B (425 m l  d'une solution mclaire d'acide acétique ; 

425 m l  d'une solution d'acétate cie sdiurr. à 0 , l  M I  2 gr de Noir Amido 10 B, 

Pkrck ; eau dis t i l lée  qsp 1000 m l ) .  J n  d6coloration du qel s'effectue dans 

une solution à 2 p u r  cent d'acide c~c6tiyue pur. 

r inciw . Ce pr inc ip  dc? 1 'analyse i~munoélectropiiorétiyue bidi- 0 Km-_--_ 
n~ensionnel-le fut  établi par RESSIER (1960) . Lrl tcchnicpe fut  modifiée en  1965 

par LnURELL e t  dévelopr@t-. en tant que méthocle quantitative par Cï..ANCE e t  

FmEPhV (1968). 

Cette technique p u t  être considérée c o r n  LI can~binaison de i 'elec- 

trophorèse s ~ o p l e  en gel cl ' acjaroçe e t  de 1 ' é I.ectroimnu1oi3iffir:;ic)i~ se lm LAUELL,  

1966 (iïnuncélectrophorèse quantitative en gel cl ' aga-osc: tmntcnan t de 1 ' anti- 

s C m )  . 

F ' x e  7 : Princ ip  de 1 ' analyse ir;u?~~inoé lec trophoré t ique - - 
bid imnsionnalle . 

Elle sleffecl-Lie en deux ten~ps : 
- a) une première électrophorèse du in6langc pl-otéique à 
analyser a lieu dans un gel d '~garose en fom~e d e  brmde 
allongse ( R I .  

Oépi? de l 'antigène 



- b) la  bande B es t  serrée entre deux plaques 
d'agarose P e t  P' dans lesq~el les  a été inccr- 
p r é  au préalable un ~mtis6rum convenable en 
nulieu tzrfi,yririnG. L ' ençenil3Le des t rois  bandes 
jointives est  plac6 d ~ n s  ur- champ 6leetrique, 
dans un sens per_uep,dicuIaire au praij_er. 

Fi.  
Jsolution d 'agarose ( 1,3%) contenant un anti- 

sérum en tampn pH 8,2 e t  1 0 ,03  suivônt - 
-REBEYRCYITE e t  a l .  (1970).  

Au cours de la  deuxièm électrophorèse (figure 7,b), 
il se f o m  une précipitation quantitative dans l e  gel 
d'agarose contenant l'antisérurn. En effet ,  l'antigène 
en cours de miqation rencontre les  immunqlobulines à 
fonction anticorps qui restent en place dans l'ayarose 
car elles se trouvent 5 leur point isoélectrique en rai- 
son du tampr, e t  du pH. L'union des fractions de l 'anti-  
gène e t  des an t i co r~s ,  union provisoirement non précipi- 
tante car redissoute par l'excès dtcmtigène, se déplace 
jusqu'à une zone d'équilibre où se f o m  alors un pic 
de précipitation . 



Nous avons ut i l isé  cette technique en raison de sa supCriorit6 

I analytique par r a p p r t  à 1'immunoélectrophorèse simple. L'aspect quantitatif 

I de cette technique n'a pas été envisagé dans ce travail,  mais il est  irriprtaiit 

l de signaler qulAXELSEN e t  BCCK (1972) ont défini les  p r i n c i ~ s  d'identifica- 

tion des irnnunpréci~ités, dont on ignore l a  compsition, en uti l isant des . . 
antigènes purs (technique "Tandem" de KROWC,, 1969) ou des antisérums spEcifi7 

ques (technique en gel interrn6diaire de SVENûSEN e t  AXELSEN, 1972) .  

0 Méi-hode. Beauco~lp d'auteurs uti l isent l e  ta r ipn  classique de l'immu- 

noélectrophorèse simple (tmru>n véronal sodé pH 8 , 2 )  . Avec ce tampon, l e s  cons- 

l tituants t rès  cathodiques sont médiocrenent séparés. Aussi, nous avais adopté 

i les  modifications apprtées P r  N3BEYk7OTITE e t  a l .  (1970) : à savoir un tampon 

I différent qui met en évidence la  totali té des compsants cathcdiques. 

Tampon de REBEYRWTE e t  a l . ,  pH 8,2 I 1 0,03 : - 
5,5 diéthylqalonylurée acide 1,3 g/l  

5,5 diéthylmalonylur6e sodée 7,7 g/ l  

eau désionisge qsp 1000 m l  

La solution d'agarose es t  à l a  concentration de 1 p u r  cent en 

tanp.n  EBEYRCYI'r'E p u r  l a  première dimension. L 'an t i sém es t  incorporé 

à une solution d 'aqarose ( 1,3 g -pur 100 n i l )  en tampn REBEYRCTLTE maintenue 

à 4 9 ' ~  au bain-marie. 

a Nous indiquons ci-dessous les  diagrames à l 'échelle millimé- 

trique des différents types de lames uti l isées p u r  l'analyse irroriunoélectro- 

phorétique bidimensionnelle.(Le volume d'agarose à 1,3 %, additionné d'anti- 

sérum es t  porté sur les diagrames millimétriques). 



C m e  pur la m i c r d t b d e ,  la  rracromGt2iode peut Gtre réalisee 

en plaçant l a  bande de l a  lère dimension au bord inférieur de la lame ; 

l e  volme de la  solution d 'agarose (1,3 %) additionnée d'antisénun est alors 

de 15 ml. 

i Tableau récapitulatif des données m5thcdologiques de 1'im-m- 

noé lec trophorèse bidimensionnel l e  . 

( : Poids : Volume :migration (voltage/dur6.e) 1 
( :DhnsiOn:dlmtigène: dfantisé- : 1 
( Méthcde :des lmes:,t du: dans . - 1 ère : 2 ènie 1 
( :utilisées: puits de ix fl dIag-se: dimension : dimension 1 
( : d è p t  (1 ,3%)  : 
I 

1 
\ 

i --------- '--------'---------:------------:-----*------.---------- ' 
5cm 1,5mg : 1.15rnldans: 2hbmes I 15heurea 1 

( micro . x : dans :2 ,35mldesol i  sous SOUS 1 
( 5 cm 1 5 ~ 1  : d'agarose : 12,5V : 

3 v  1 ! ---------: -- ------ ----------: -------------: \ 
I 1 

j 10 cm 5.1~3 : 5 mldans 5 heures : 15 heures ) ' macro x 
( 

dans : 1 0 m l d e s o l . :  SOUS sous ) 

( 
1 0 m  . 5 0 ~ 1  : d'agarose : 25 V 12,5V ) 

1 



Içologie inmunochimique de 3. cruzi  e t  de  
T. ranqel i ,  analysée à l ' a i d e  d'un H I S  

a n t i 3 .  c m z i  préalablement abs~rbé par le 
milieu de cul ture .  

A) Fiqure 8 : Analyse insnunoélectmphorétique 
d i r e c t e  

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



S Les lavages et  l a  déminéralisation s'effectuent selon les 

mêmes principes e t  dans l e s  m ê ~ s  conditions que l'irmiunoélectrophorèse 

simple. 

La coloration au noir Arnido entraînant souvent un fond très 

foncé, nous avons préféré colorer l e s  lames au bleu de Coomassie R : 

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

- 180 m l  d'éthanol 96 % 

- 40 ml d'acide acétique pur 

- 180 m l  d'eau désionisée 

La'démloration du fond s 'effectue dans l e  solvant. 

2.5.2. Wreuve d'absorntion croisée 

L'analyse immunoélectrophorétique compairative de deux organismes 

hétérologues à l ' a ide  de l'hy_nerirrsciunsérum ( H E )  horrolgue d'une des deux 

espèces, met en évidence les parent% antigéniques de ces deux organims .  

Mais il e s t  nécessaire, p u r  apprécier définitivemerit l ' indice d'isolcgie 

des ampsan t s  solubles de ces deux espèces e t  les spécificitGs antigéniques 

de l'espèce vis-à-vis de l'orgcuiisme hétérologue, de prociider à l'absorption 

de 1 ' H I S  de 1 'es#ce considérée L i r  1 'extrait antigériiyue de 1 'org~i imie  

h é t é r o l q ~ e  . 
Le recours à l'épreuve d'absorptior, croisse assure de ne p s  

prendre en considération des différences antijSniques quantitatives entre les  

espèces étudiées, niais de révéler uniquement leurs ~ S c i f i c i t é s  qualitatives. 

Néanmoins, l'absorption croisée doi t  ê t r e  amduite avec rigueur, c'est-à-dire 

de manière progressive et contr6lée. Comne exemple, nous prendrons l e s  parentés 

antigéniques entre T. (S.) cruzi e t  T. (H.) rangeli, observees à l ' a ide  d'un 

HIS a n t i q .  cruzi. 

A) L'irmnincélectrophorèse directe, nenée à l 'a ide d'un H I S  anti-T. cruzi 

(absorbé par du sérum de veau : SV, les contaminants sériques du milieu de 

culture entraînant des anticorps précipitants anti-sérum de veau) rgvèle 

chez l'organisme hgtérologue (T. rangeli) un certain ncanbre de compsants 

(18) p r t a g é s  avec T. cruzi (figure 8 : 2 -> ) .  La réaction homologue 

(T. cruzi/HIS anti-T. cruzi)met en gvidence 30 composants antigéniques 

(figure 8 : 1,-> ) .  



C) Figure 10 : Contrôle de l'absorption croisée 
en mcro-double diffusion (schéma grossisse- 
ment x 2) * 

D) Figure 11 : a s e  en évidence, en imnun&lectro- 
phorèse, des spécificités de la souche hmiologue 
par r app r t  à la  souche hétérologue. 

- 

- 

I 

I 

i 

Conclusion 

Indice d'isolcgie imnunochimique des camposants solubles 

Ccmplénentarité entre les  spécificitss (11 arcs) e t  les  parentés (18 arcs) par 

rapmrt au nombre total  de compsants en réaction hanologue '(30 arcs) donc : 

- 
i = Parentés - -- l8 , O ,6 des conposants totaux objectivés. 

nbre total  30 

t 

rr 



B) L'HIS (anti-T. cruzi-SV) est sounis à une absorption progressive par des - 
doses croissantes d ' e x t r a i t  soluble lyophil isé  de l 'orgmisme hétérologue 

T. rangeli .  L ' é p u i s e m t  des reactions croisées  e s t  cor~txôlé ,in micro-double 

diffusion (figure 9 ) .  Le point d 'é~uisetnent e s t  a t t e i n t  en D 3 .-> : t 
(HIS-anti-T. cruzi-SV) -50 mg de T. r a n g 3 .  Mais il est cap i t a l  de poursuivre 

l ' ,zsorption au delà  du ~ i n t  de  1 '5puiuen~nt  apparent daris le but de v g r i f i e r  

la  p r s i s t a n c e  des réactions homlogucs. Il est en e f f e t  frécpent que l'or-ga- 

nism; hétérologue renferme des antigènes communs en quantité beaucoup plus 

f a ib l e  que l'organisme homolque. Il y a a l o r s  épuisement appxen t  des  réac- 

t i ons  croisées p u r  une dose donnée de l ' e x t r a i t  hé'sèrologue. S i  les orgcmis- 

rnes comparés ont des s-iyuctures an t igh iques  s imilaires ,  l a  p x r s u i t e  G e  

l 'absorption par des d ~ s e s  süpSrieures entraîne l'épuisement de la réact ion 

homlogue e t  démontre l ' i d e n t i t é  qual i ta t ive  des organimes cmparés.  Far 

contre, l o r squ ' i l  ex i s t e  des s ~ c i f i c i t é s  qual i ta t ives  (exemple en t re  T. c ruz i  --- 
et  T. rangel i ) ,  l a  réaction homologue se m i n t i e n t .  Systématip11a-nt pur  les 

caractér isat ions des spSci f ic i tés ,  nous avons u t i l i s é ,  c m  dose d'absorption, 

une quant i té  d ' e x t r a i t  soluble lyophilisé de  10 rrq/rnl s u g r i e u r e  à c e l l e  néces- 

saire à 1 'obtention du p i n t  d 'équivalence de  1 'Bpuisanent en micro-double d i f -  

fusion (exanple : D + 10 mg de  T. r%igeli/ml) . 

C) L'absorption de 1'HIS (D + 10 q) e s t  contrôlée ensui te  en macro-double 

diffusion,  méthode p h s  sensible que l'immunoélectrophorèse e t  que la inicro- 

double diffusion (f igure 10) . 

D) Finalement, l e s  spéc i f i c i t6 s  ubjectiv6es F r  1'HIS absorbé sont iden t i f i6es  1 
en hunoélec t rophorèse  (f igure 11 : 4 -T, , montrant 11 arcs de précipi-  

t a t ion )  . 
S i  l e  r é s u l t a t  des spéc i f i c i t é s  ( 4  -> : 11) est c o m p l k n t a i r e  

d e  ce lu i  de l'irrununoélectrophorèse d i rec te  ( 2  --j : 18, f igure  8) F r  

r a p p r t  au nombre t o t a l  des compsants objectivés en réact ion horriologue 

1 - : 30, f igure  8) , il est a l o r s  pssiÈr>le de  fournir un indice d ' i s o -  

l q i e  irmnuiodiimique des canpsan t s  solubles analys6s en t r e  les deux organismes 

étudiés.  



Indice d ' i s o l q i e  des corrwç-uits solubles entre L auzj.  e t  T . 2 - g  ................................................... 

La complémentarit6 entre les parentés e t  les spêcificités permttent 

I , d'établir  l e  r a p p r t  suivant : 

. Nbre de composants antigéniques communs - 1 = --- --- - - - 
Nbre de compsants anti.géniques totaux 

la - 0,6 
3 O 

2.5.3. ~ o f l ~ ~ o r e s c e n c e  indirecte (IF.1.) 

Nous avons pratiqué l a  technique d '~unof1wreçcence indirecte à 

des fins diagnostiques avec l e  sérum des malades, grâce à des Stalerrients de 

p r a s i t e  sur lame. ïa m&ne technique, mis effechlee en tube après fLuution 

des parasites à l a  glutarald5hydef e s t  uti l isée p u r  localiser les antigènes 

les plus s ~ c i f i q u e s  de l a  surface inembranaire des trypmosaws. 

@ Principe général de l ' I F  

Le p r i n c i ~  de l a  méthode est  de visualiser 1.a liaison spécifique 

antigène-anticorps en mixquant les  anticorps à l 'aide d'un fluorochrorw, 

substance fluorescente en lmière  ultra-violette. 

C'est CONS e t  a l .  (1942) qui imaginèrent les applications pratiques 

de 1'immofluorescence par utzilisation de l'isothiocymate de fluorescéine 

fixé aux anticorps F r  diazotation. La réaction directe de C03NS consiste à 

coupler l'antigène avec les  imnunoglobulines à fonction anticorps, niarquées 

au préalable à 1 ' isothiocyana& de f l~orescéine . ~ l l e  e s t  d 'me &ès grande s@- 

c i f i c i t é  mais a l e  double inconvénient d 'être peu sensible (voir figur-e 12) e t  

de nécessiter un marquage de chaque sérum utilTsé. 

Par contre, la métbde indirecte d i te  "à deux couches" est plus 

sensible en raison de l a  dis,wsition en éventail des canple~es antigène-anti- 

corns (figure 1 2 )  selon NAIRN (1969) . Elle u t i l i se  des immunqlobulilles "mar- 

quées" anti-immunoglobulines de l ' e s e c e  animale ayant servi à l'immunisation 

ou à 1 ' in£ ection . Ces imniunglobulines "marquées " , vendues dans Ie manerce , 
sont en général de bonne qualité. 



@ P r i n c i p  de l a  méthode indirecte (figure 13) 

Mise au pint par IrnL;LER e t  COONS (1954) , ce t t e  mZthode indirecte  

consiste : 

1°) à mettre en contact 1 'an-kigène (figuré) e t  l 'antisérum contenant ou non 

des anticorps spécifiques. S i  des anticorps spécifiques sont  présents, i ls 

vont se  f ixe r  sur les sites antigéniques. Le lavage élimine 1-es irmiunoglo- 

bulines sériques non fixées e t  respecte les co~nplexes formés.; 

2O) à m e t t r e  en évidence l e  complexe antigène-anticorps grâce à un conju~p6 

O fluorescent anti-immunoglobulines de l 'antisérum u t i l i s é  dans le ler temps. 

@ Méthcde 

AntigSnes u t i l i s é s  : 

avec T.b .brucei p u r  
l a  maladie du sammeil 

Ty- de l a  réaction 

Fixation : - 

Conjugué " m a r q u é  " 

Technique diacjnostique - 

Ag f igurd : - [formes de culture 1 
de T. cru& e t  
L. donovani déposées 
sur 1-me porte-objet 
(méthode des gouttes) 

-- f r o t t i s  sur  lame mr- 
te-objet  de sany de aL souris parasitees 

I Séchage 2 heures à 37OC l 
sur lame 

l Méthode des ------- _ _ _  
c~outtes 'sur f r o t t i s  ------ : - - - - - - - - - - 
Pas de f ixat ion : F o m  1 5 % 
Réhydratation :dansPBSpH 7,2 
au Bleu d'Evans :pendant 5 mn 
1/10000 dans PBS:2 lavages en PBS 

Dilution sér iée  
20 mn à l a  temgrature ambiante 
2 lavages en PBS 

Conjugué fluorescent anti-globu- 
l ines  humaines ( I n s t i t u t  Pasteur) 
Dilution 1/100Sm d m s  Bleu 
d'Evans au 1/10000 
20 mn à 37OC 
2 lavages en PES 

Localisation de surEace - 
d 'Antigène 

r 
Ag figure : - formes de cul- 

ture de T . cruzi  
- formes s'angui- 

sur colorne de 
DW-cellulose 
pour 7'. brucei 

en tube 

Glutaraldchyde à 2,5 % dans 
tampon cacodylate 0 , l  M 
(10 mn à   OC) 
2 lavages en PBS p H  7,2 
par centrifugation à 2000 g - 
Dilution l/lOème 
30 mn à l a  température 

ambiante 
2 lavages en PBS par centr i-  
fugation à 2000 g - 
Sérum de mouton anti-Ig de 
lapin k ( I n s t i t u t  Pasteur) 
au 1/50ènie + Bleu d'Evans 
1/10000 
45 mn à 37OC 
2 lavages en PBS par cen- 
t r i fugat ion à 2000 g - 

1 l Lecture : microscope k i t z  avec f i l t r e  I3G 1.2. 

-- -- - - 1 
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I F Directe 1.E Indirecte 

FIGUE 13 - Principe de 1 ' ~ o f l u o r e s c e n c e  indirecte 
(d'après AIB~ISE-THOI.IAs, 1969) et du m a r -  
quage enzymlcqique inàirect à la peroxydase. 

-7 
,1 + _à 

antigène ~rnmunserum 
anti-globulines / il uqrqscenl \ ou m a r q u c  a l a  p e r u x y d a s e  

F W 7  L \ +  - 
-.-J .a'- 

antig6ne sérum non pas de complexe conjugue \ pas de complexe 

spécifique anti-globulines revéla:~uc fluorescent 
ou marque  a l a  p e r o x y d a s e  

Reaction 
Nc5gativc a 



2.5.4. Technique indirecte  de marquage enzyn-ologique à l a  Wro- 

xydase e t  ses  applications en microscopie optique e t  

électronique 

I 

En raison du manque d e  s g c i f i c i t é  e t  de sensibili t l i ,  en microscopie 

électronique, des techniques u t i l i s a n t  des anticorps mrqués à l a  f e r r i t i n e  

(BFElXN e t  a l . ,  1972), nous avons opté p u r  des techniques de marquage enzy- 

mlogique à l a  proxydase. 

@ P r i n c i p .  ï.a méthode indirecte est identique dans son principe e t  

dans sa réal isat ion à ce l l e  de l 'imunofluorescence indirecte  (f igure 13) ; 

en e f f e t ,  il s u f f i t  d ' u t i l i s e r  au l i e u  e t  place d ' immunsém mrqués au £ h o -  

rochrme, des hunsérums marqués à l a  peroxydase e t  d ' o g r e r  dans des  condi- 

t ions  méthodologiques sensiblement s imilaires  à c e l l e  de l'Ynniunofluorcscence. 

C ' e s t  en 1966 que NAFAINE et  PIERCE a ins i  cp'AVRALMEAS e t  U R E L  

i n t r d u i s e n t  le marquage enzymatique. 

L a  technique e s t  basée sur  le principe que i ' ac t iv iéé  catalytique 

de l'enzyme associée à l 'ant icorps peut ê t r e  révélée par une réaction cyto- 

chimique spécifique de l 'enzyw employée. 

L a  réaction cytochimiqle abouti t  à un produit insoluble coloré 

et  dense aux électrons dans l e s  milieux physiologiques. Ce t y p  de mrqueur 

trouve son ut i l i sa t ion  aussi bien en microscopie optique qu'en microscopie 

électronique. 

Pour l a  microscopie électronique, on d o i t  u t i l i s e r  une enzyme 

capable de provoquer;. après action sur son substrat,  l a  formation d'une subs- 

tance dense aux électrons. C ' e s t  le cas de l a  peroxydase du r a i f o r t  qui a 

déjà trouvé de larges applications aussi  bien en microscopie photoniqde qu'élec- 

tronique. 

Un grand nombre d'agents de couplage d'enzynes à des anticorps 

ont é t 5  déc r i t s  e t  essayés ; actuel lemnt  la  glutaraldéhyde sanble donner l e s  

r é su l t a t s  les plus sa t i s fa isants .  Nous ne décrirons pas l a  rnéthcde d e  couplage 

de l a  peroxydase, ayant u t i l i s é  un ?roduit commercial marqué (sérum de  muton 

anti-immuncglobulines de lapin marqué à l a  pzcoxydase selon les mi la l i t é s  , 

1 

dêcr i tes  par AVRA,'EASI 1969, I n s t i t u t  Pasteur, Par is ) .  



- Antigènes u t i l i s é s  : , formes de  cul ture de T. cruzi  après lavage en solu- 

t ion  de Hanks 

; formes sanguicoles de T. brucei obtenues six colonne 

de DEAE-cellulose après lavage en PSG 

- de l a  réaction : en tube ; lavages (2) p r  centrifugation (5 mn à 2000 g) - 
- Préfixation : glutaraldéhyde 2,5 % en tampon c a c d y l a t e  0 , l  M (10 mn 

à 4OC) 

2 lavages en PBS pH 7,2 

- Antisérum : sérum de lapin d i lué  au l/lOème 

30 m à l a  tenpérature ambiante 

2 lavages en PBS 

- conjugué "riwrqué" : sérum de niouton antigl-obuline de lapin "marqué" à l a  

proxydase ( I n s t i t u t  Pasteur) 

d i lu t ion  au l/lOème, 45 rnn à 37OC 

2 lavacres a-~ PBS 

- Révélation 

. 5 _mg de diaminobenzidine dans 

10 r n l  de tampon Tris 0 , l  M 

pH 7,4 + 1 goutte (0,05 ml )  

ambiante 

. 2 lavages en FBS 

tampon caccdylate 0 , l  M pH 7,2, 16 h à 4°C 

. Lavage en tampon c a c d y l a t e  0 , l  MI 

30 mn à 4°C 

. Révélation peroxydase par diarruriobenzidine 

(5mg/lOml de Tamjn Tris 0,05 M, pH 7,4 + 
0,003 % H O ) ,  30 rnn à l a  température . 2 2  
ambiante 

. Iavage en tampon tris, 0,05 MI 30 mn 

. Fixation.:  0s04 2 % PXI tampon cacdy la te , !  

2 h à 4OC 

. Déshydratation (dans gradient d'acétone) 

. Inclusion dans l 'Araldi te  (coupes sur 

Porter Blum MT1 couteau diamant, rnontage 

sur  ill les nues Coloration au 
Reynolds (30 secondes) ; 143 : Hitachi EIU 12 



L'obtention d'antigènes spécifiques des Trypanosomatidae étudiés 

dans ce t ravai l  a nécessité l a  mise en oeuvre de techniques de purifications. 

Après de multiples tentatives à l ' a ide  des technicpes biochimiques classiques 

de chromatographie sur gel de Séphadex, naus nous sames orienté, en raison 

de leurs longues manipulations e t  surtout de l ' i q e r f e c t i o n  des résul ta ts  

obtenus, vers des &thodes immunochimiques d'imnunoadsorption. 

2.6.1. Chromatographie sur gel de Séphadex 

@ P r i n c i p .  La séparation des constituants solubles d'un mélange 

peut ê t re  réalisée en ut i l i sant  leurs différences de ';oids mléculai rs  e t  

en procédant par f i l t ra t ion  sur gel.  Ce gel e s t  généralement préparé à l ' a ide  

de Séphadex, dextran mcdifié, obtenu par réticulation e t  formant un réseau 

tr.idinensionne1 de chaînes de plysaccharides. 

Le Séphadex se présente sous forme de t r è s  pe t i t s  grains sphériques 

( p r l e s ) ,  de t a i l l e  calibrée, t r è s  hydrophiles. Les grains, placés en suspensi~n 

dans une solution tampnnée, gorrflent considérablement, formant a ins i  un gel 

dont l a  matrice e s t  plus ou moins preuse .  b s  dimensions des p r e s  sont inver- 

sement proportionnelles au degré de réticulation e t  mr re spndmt  à un p i d s  

mléculaire déteminé. Ie gel e s t  disposé dans une colonne, 13 melange à frac- 

tionner e s t  versé sur ce gel  e t  e s t  élué à l ' a ide  d'une solution tamponnée- 

Les mlécules d ' - a  mélange à analyser, qui ont une  dimension su@- 

rieure au diamètre des pores, c'est-à-dire qui se trouvent au-dessus de  l a  

limite d'exclusion, ne puvent pas diffuser à travers les p r e s  e t  parcourent 

donc l a  colonne avec le liquide circulant autour des grains ; el les  sont éluées 

l e s  premières. Par contre, l es  molécules dont l a  t a i l l e  e t  la configuration per- 

mettent l a  diffusion à travers l es  p r e s  du gel sont ralenties pndant leur 

passage sur l a  colonne e t  sont éluées aprèslesniolécules de p i d s  moléculaire 

plus élevé. Les substances quittent donc l a  colonne dans un ordre décroissant 

de p i d s  mléculaire. 

e ~ é t h o d e .  Pour l e  f r a c t i o n n a n t  de l ' ex t r a i t  hydrosoluble t o t a l  de 

T. cruzi, nous avons u t i l i s é  du Séphadex G75 superfin e t  G200 superfin domant 

successivement des dcanaines de fractionnenent de -@ides et  d.e protéines glo- 

bulaires d'un poids moléculaire conpris entre 3.000 e t  70.000 p u r  le G75 e t  

5.000 à 800.000pour le G200. 



La f i l t ra t ion  mléculaire a é té  réalisée en tampon Tris-HC1 0, l  M - 
NaCl I l ,  pH 8, sur colonne réfrigérée de 60 cm de hauteur e t  de 3 cm de diamètre 

(volume : 465 ml). Le f i l t r a t  a é té  recuei l l i  sur tubes à raiçon de 5 ml par 

tube avec un débit de 60 m l  à l'heure. L'appareil u t i l i s é  e s t  un collecteur 

de fraction L.K.B. 7000 ULTRORAC avec un enregistreur L.K.B. 6520 e t  une 

cellule Uvicord II. 

Cette méthodolcgie, préconisée par CAMPBELL e t  'GJELIKY (1967), r e p s e  

sur l a  propriété des anticorps, préalablement insolubilisés par fixation sur un 

s u p p r t  figuré, de réagir avec leur antigène homologue p u r  a ins i  i soler  sélec- 

tivement celui-ci (figure 14)  . 
L ' imnunoadsorption demande l a  préparation prèalable de 1 ' hunoad-  

sorbant (IADS) à savoir l e  couplage des anticorps à un gel (protocole d'AT7RWEAS 

et  TERNYNCK, 1969) ou au Sépharose 4B (protocole d 'AXEN e t  a l . ,  1967) . 0-1 

u t i l i s e  l e s  IADS so i t  en colonne (protocole d 'AXEN e t  a l . )  , s o i t  par centrifu- 

gation (protocole d1A\?iiLP4EAS e t  TEBNYNCK) . Les IADS présentent tous une struc- 

ture  t r è s  poreiise, qui exige des lavages abondants et. de longue durée. 

I 2.6 -2 .1 .  ~ r o t k o l e  propsé par AW?I et  a l  . (1967) --------- -- ---- ..................... 

L'IADS e s t  réal isé  en couplant un immunsém monospécifique ou 

ses imnun~globulines(~) à du gel de Sépharose 4 8  (Phannacia) active préala- 

blement au bromure de cyanogène, en tampon bicarbonate de N a  0 , l  M-PiaC1 0,5 M. 

A 3,5 m l  de gel  e s t  couplé l 'équivalent de 15 q d'irmnunoglobu- 

l ines.  IR couplage s'opère par agitation perzdaht deux heures à température 

du laboratoire. Son efficacité e s t  contrôlée px observation de l a  diminution 

de l a  densité optique du surnageant à 280 m. Le sérum ou les globulines non 

fixés sont éliminés par plusieurs lavages successifs avec l e  tampon bicarbonate. 

ïes groupes ac t i f s  restant sont bloqués par de 1' éthanolamine . 

1 M I  pH 8,2, pndant deux heures. ï.e produit f ina l  e s t  ensuite lavé en t ro i s  

I cycles de deux temps par du t-n acétate 0 , l  M - NaCl MI pH 4, e t  du tampon ~ borate 0 , l  M-NaC1 M I  @-1 8. Un dernier lavage est réal isé  en solution de NaCl 

l 0,5 M. 

1 - 
(2) Les immunqli>bulines totales d'un sérum sont obtenues par relargage en i sulfate d ' m n i u n ~  à 33 % selon le protocole proposé par LVOWOTLJY (1969). 
-- - ---- - -- 
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e L ' hnoadsorpt ion  

L'extrait soluble total  des organismes étudiés est  déposé sur l a  

colonne de verre (volurru3 15 m l )  contenant ~'XADS, reliée à un collecteur de 

fractions. 

Après passage de l 'extrai t  soluble à un faible débit (20 -eu- 

r e ) ,  1'IADS es t  lavé avec une solution de NaCl 0,s M jusqu'à ce qüe l a  densi- 

t é  optique du liquiiie de lavage so i t  nulle. L'antigène à purifier, fixé aux 

ariticorps mnosp5cifiques e s t  alors élué par dissociation à pH acide en £ai- 

sant percoler sur l a  colonne 1'IAûS par une solution tamponnée glycine - HC1 

0,2 M - NaCl 0,5 M, pH 2,8. L'éluat es t  ensuite neutralisé avec une soiution 

de K2HW4,  1 M I  dialysé contre du tanpn PBS, une nuit à  OC, puis concentr8. 

par passage sur cellule ultrafi l trante Amicon munie d'une mmbrane Diaflo 

UM-10 . 

Le principe es t  identique à celui de l a  technique d'AXEN e t  a l .  . 
L'hunoadsorption est réalis&dmsun bécher e t  les lavages sont effectués 

par centrif~igation. 

L ' inmunoadsorbant ( m S )  

Dix m l  d'antisérum monospécifique total ,  dialysé au préalable 

contre de l'eau physiologique pH 7,4, sont additionnés de 1 ml de tampon 

acétate 2 M pH 5 e t  de 3 rd  de glutaraldéhyde 2,5 % en tx~pon acétate 0,2 M 

pH 5. Il se f o m  alors un gel dans un délai de 10 à 30 m. Après un contact 

de 3 h, l e  gel e s t  h q é n é i s é  au p t t e r  puis lavé plusieurs fois en t a r n  

phosphate 0,l M pH 7,4 jusqu'à ce que l a  densité optique du surnageant de 

centrifugation so i t  inférieure à 0,100. 

Le polymère est additionné de tampon IIICl-glycine 0,2 M p H  2,8 

pendant 15 mn à l a  température de l a  pièce, centrifugé, puis neutralisé 

avec du tampon K2HP0 1M. Après centrifugation, 1'IADS e s t  lavé en krnpon 4 
PBS jusqu'à l'obtention d'une D.O. inférieure à 0,050. 

8 L ' htunoadsorption 

L'IADS, centrifugé avant l 'u t i l isat ion,  es t  mélangé à 11eXt3-ait 

soluble to ta l  à purifier. Le mélange es t  incubé pendant 60 m à l a  température 

de l a  pièce. 



Après centrifugation, le pol@re e s t  lavé plusieurs f o i s  en 

tampn PBS, jusqu'à ce que l a  D.O. du surnageant soit inférieure à 0,050. 

L'antigène est élué de llanti.corps en deux étapes : d'abord avec 

du tampon ref ro id i  HCl-glycine pH 2,8 pendant 15 mn à 4 ' ~  sous agi tat ion m- 

gnétique. L'éluat est r e c u e i l l i  P r  centrifugation. L'opération e s t  répétée 

avec du tampon ref ro id i  HC1-glycine pH 2,2. Les sisrnageants obtenus sont  

i n m é d i a t e n t  neutral isés  avec une solution de K,FPO4, 1 M. mis ils sont 
2 

dialysés contre du PBS, une n u i t  à 4 ' ~ .  L'éluat dialysé e s t  concentré par pas- 

sage sur ce l lu le  u l t r a f i l t r a n t e  h i c o n  munie d'une m d r a n e  Diaflo UM-10. 

Après usage 1 ' m S  est lave en tampon glycine HC1 @ 2,8, neutra- 



CHAPITRE 3 : STRUCTURES ANTIGENIQUES DES EXTRAITS HYDR0ÇOI;UB;LES DES 

T R Y P F N O S O @  E - E T E R O m S  PARASITES DE L'HCNYE : 

T. CRUZI, T. RRNGELI, T. B. GAMBIENSE, L. C O E J O ~ I .  - 

La détermination des parentés e t  des spécificites antigéniques 

entre différentes espèces demande, au préalable, une connaissance précise 

des structures antigéniques. Seule l'analyse imrnunoélectrophorétique, métimde 

analytique de choix, permet l a  caractérisation des compsants antigéniques à 

l ' a ide  de sérumç hprimmuns préparés chez l e  lapin. Une étude déta i l lée  de 

l a  structure antigénique d'un orgrnisrne, nous a -=mis de distinguer les 

antigènes hétérospécifiques, communs à de nonbreuses espèces zmlogiquement 

éloignées, des antigènes appartenant strictement à l'espèce. 

k s  antigènes hétérospécifiques, appelés aussi ubiquistes, n'ont 

guère été étudiés chez l e s  Protozoaires. Par  les  réactions croisées non s g c i -  

fiques qu ' i l s  determinent, ces antigènes peuvent fausser l es  resultats  des 

campraisons irrariunotaxonomiques e t  des résultats  diagnostiquss. 

Sans préjuger de leur origine, les  antigènes hétérospécifiques, 

communs à de nmbreuses espèces, puvent ê t r e  classés en t r o i s  catégories : 

(a) des polysaccharides analogues à l a  substance C ; 

(b) des antigènes ubiquistes puvant entraîner des p r e n t é s  de hasard 

avec d'autres organismes t r è s  éloignés zmlcgiquement ; 

(c) enfin, des antigènes partagés avec l e  milieu de culture des trypano- 

soms ou l 'hôte  vertébré du parasite. 

Aussi, nous avons tenté d'en apprécier l a  fréquence e t  l'imper-. ' 

tance dans l e s  extra i ts  antigéniques de T. cruzi, L. donovani, T. bnicei e t  

T. gambiense à l ' a ide  des rGthcdes de précipitation en gel. 



3.1.1. Lcs polysaccharides du type de l a  substance C 

Les extra i ts  antig6niques de champignons e t  d'helrrknthes contien- 

nent fréquemnent des antigènes analogces aux polysaccharides du type de la 

substance C (LQNGBOrrOM e t  PEPYS, 1964 ; BIGUET e t  a l .  , 1965a) . Décrite ini- 

tialement au niveau de la capsule de pnemocoques (TILLE?T e t  FWWCIS, 1930), 

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

séri@e qui n 'es t  pas une irrununoglobuline et dont l a  production es t  p r t i c u l i è -  

rerrient marquée chez les  vertébrés au cours des é ta t s  inflammatoires. 

Des polysaccharides du type de l a  substance C ont  été quelquefois 

rencontrés dans les  extra i ts  de Trypanoçomtidae étudiés mais de manière irré-  

gulière e t  en quantité réduite, p r i n c i p a l e n t  chez l e s  formes de culture âgées 

(figure 15, A ) .  La formation des precipités aspécifiques dûs à ces substances 
++ requiert l a  présence d'ions Ca ; ils sont éliminés des réactions de précipi- 

tation en gel par incubation pndant 3 heures dans une solution de c i t r a t e  

triscdique à 5 g r m s  p. 100 à l a  température du laboratoire (figure 15, B), 

l e  c i t r a t e  de Ca qui se  f o m  n'étant pas ionisé en solution. 

T .  bruce i  donovani 

1 après c i t r a te  t r isodique à 5 % 

Figure 15 : Présence de piysaccharides du type 
de l a  substance C dans des extra i ts  antiqéniques 
de Trypanosomatidae (T. brucei e t  L,. donovani) 
- A : La protéine C-rjactive d'un sérum humain 

(PCR) , révélée par un immunsérum anti-PCR 
(Difco), précipite la substance C présente 
dans les  extra i ts  de T. brucei e t  L. donovani 

- B : L'incubation du gel dans une solution de ci- 
+ ~ a t e  t r i s d i q u e  à 5 % dissout l e  floculat,  
sans a l té re r  l e  précipité imnunologique 
PCR-anti-PCR. 



Ainsi, l a  présence de polysaccharides du type de  l a  substance C 

dans les e x t r a i t s  de Trypanosomtidés nécessite, l o r s  des études ccmpratives 

e t  diagnostiques, une incubation préalable des immunoélectrophorégrammes dans 

un bain de c i t r a t e  trisodique ; ceci  permet d'éliminer de fausses réactions 

I positives. 

3.1.2. Parentés de hasard (antigènes ubiquistes) 

Des antigènes de tm FOESMAN, signalés chez T. brucei (HOUBA 

et ALLISON, 1966 ; HOUBA e t  a l . ,  1969) e t  chez T. c ruz i  (ENOS et ELTON, 1950) 

a i n s i  que l e s  déterminants des grou_F;es sanguins ne sont pas revélés classique- 

ment par les techniques de précipitation en gel  ; par contre, celles-ci 

visualisent certaines parentés de hasard lo r s  de l a  confrontation de T. brucei, 

T. cruzi  e t  L. donovani à une sé r i e  d'organismes étrangers au phylum (champi- 
l 

gnons, helminthes, Mycobacteriaceae) . 

3.1.2.1. Helminthes - Chamoignons 
---------------L- ---- 

La confrontation inmunoélectrophorétique des HIS anti-T. cniz i ,  

9. - brucei, -L. donovani e t  de 24 espèces de champi-gnons e t  d'helminthes 

(tableau III) ne m e t  en évidence de réactions croisées qu'à de rares occa- 

sions. Ces  réactions ne s'expriment généralemnt p e  p r  seu l  arc de pré- 

c ip i ta t ion ,  d ' a i l l eu r s  atténu5 F r  l e  c i t r a t e  t r i s d i q u e .  

C e s  r é su l t a t s  r-nontre&le caractère exceptionnel des réactions 

croisées entre  Trypanosoniatidés e t  les champignons e t  helminthes. C e s  réac- 

t ions  n'expriment p s  nécessairement des parentés antigéniques vraies. Eh 

e f f e t ,  une incubation prolongée (16h) des lames dans une solution de citrate 

trisodique resolubil ise  partiellement l a  plupart des précipités,  loca l i sés  

d ' a i l l e u r s  dans l a  région du pui ts  de dépôt de l ' e x t r a i t  antigénique. 

D'autre par t ,  ces réactions pewent être dues à un contact 

inmunogène naturel ,  indépndant de llinanmisation expérirentale et prgexistant 

à celle-ci. D e s  observations de LE RAY (1975) montrent que certains lapins 

présentent un nombre réduit  de précipitines anti--bactériennes e t  anti-proto- . 

maires .  C e c i  souligne 1-a nécessité, non seulanent d'une saignée de contrôle 

avant toute irrnnunisation, mais de plus, d 'avoir recours à l 'absorption des 

anticorps correspondants à l ' a i d e  des e x t r a i t s  anticjéniques intéressés p u r  

obtenir une démnstration catégoriwe des parentés antigéniques. 





T A B L E A U  m 

R é a c t i o n s  i m m u n o é l e c t r o p h o r é t i q u e s  c r o i s é e s  e n t r e  T r y p a n o s o m a t i d a e  -- 
e t  q u a r a n t e - d e u x  o r g a n i s m e s  n o n  a p p a r e n t é s ,  r é v é l é e s  à l ' a i d e  

d ' h y p e r i r n m u n s é r u m s  a n t i - f o r m e s  d e  c u l t u r e .  

T .  b r u c e i  T .  c r u z i  L .  donovani  

CHAMP IGNOMS 

Microsporum c a n i s  
T r i c h o p h y t o n  s c h o e n l e i n i  
T .  v i o l a c e u m  
T. rubrum 
Epiderrnophyton f loccosum 
Candida a l b i c a n s  
C. r o b u s t a  
RhodotoruZa SP. 
H i s t o p l a s m a  c a p s u l a t u m  
H .  d u b o i s i i  
B l a s t o m y c e s  d e r m a t i t i d i s  
B .  b r a s i l i e n s i s  
Mucor mucedo 
A s p e r g i l  l u s  fumiga tus  
A .  n i d u  Lans 
A .  n i g e r  
A .  t e r r e u s  
A .  fZavus 
P e n i c i l l i u m  n o t a t u m  
S t r e p t o m y c e s  s a n g u i n e u s  
S .  g r i s e u s  
Thermoact  inomyces  Sp. 
A c t i n o m y c e s  i s r a e l i  
Nocard ia  b r a s i l i e n s i s  
A l t e r n a r i a  t e n u i s  
Micropo 23 s p o r a  f o e n i  

HELMINTHES 

F a s c i o  l a  g i g a n t i c a  
Y. h e p a t i c a  
Schis tosorna mansoni  
DicrocoeZium d e n d r i t i c u m  
C l o n o r c h i s  s i n e n s i s  
T a e n i a  so Zium 
T .  s a g i n a t a  
Hymeno l e p i s  nana 
E c h i n o c o c c u s  granuZosus 
C y s t i c e r c u s  f a s c i o l a r i s  
A s c a r i s  suum 
Toxocara  c a n i s  
A n g i o s t r o n g y l u s  c a n t o n e n s i s  
Onchocerca v o l v u l u s  
Dipe ta lonema v i t a e  
P a n a g r e l l u s  s i l u s i a e  

I L é g e n d e  : I 1 
O = p u i t s  d e  d é p ô t  d e  l ' e x t r a i t  a n t i g é n i q u e ,  r é a c t i o n  n é g a t i v e  

A= r é a c t i o n  p o s i t i v e  

\,r_,= a r c  d e  p r é c i p i t a t i o n  s ' a t t é n u a n t  e n  s o l u t i o n  c i t r a t é e .  



En contras-te avec les relations antigéniques pratiquement négli- 1 
geables entre Trypanosoimtidés e t  champignons-helminthes, des parentés excep- 

t iomellementiprtantes,  vraisembl&lement de hasard, sont rencontrées entre 

les genres Leishmania e t  Mymbacterim. Ces parentés (décrites par RANQUE e t  a l . ,  

1972 ; OELERICH, 1973) , sont illustrées par un minimum de 3 corn~~~sants (figure 16) 

de L; donovani q-tii se retrouvent entre autre chez les mycobactéries atypiques 

M. phlei, M. smqmatis e t  M. chelonei. 

WIS anti-  L. donovani 

Figure 16 : Parentés de hasard entre l e s  genres 
Leishmia e t  Mycobacterium : un extrait  antig2- 
nique de fil. - chelonei permet de révéler, en immu- 
noélec trophorèse vis-à-vis d 'un H I S  anti- 
L. donovani, 3 composants antigéniques mmms. 

Ces réactions croisées entre L. donovani e t . l e  genre Qcobac- 

terium sont te l les  que des auteurs ont préconisé l'emploi de bacilles acido- 

résistants cornne antigène dans l e  diagnostic du kala-azar par fixation du 

complé~nt  (GREVA1 e t  a l . ,  1939 ; NUSSENZWEIG, 1957 ; SEN GUPTA, 1969). 

Par contre, de te l les  parentés exceptionnelles n'ont pas é t é  

rencontrées avec l e  genre Trypanosom. Les hyperimmunsérumç anti-T. brucei 

e t  anti-T. cruzi o p ~ s é s  aux extraits  antigéniques des mycobactéries atypiques 

n'ont jamais donné de réaction de précipitation dans nos conditions expérimen- 

tales. 

3.1.3. Relations avec l e  milieu de culture ou l 'hôte vertébré 

Une troisième classe d'antigènes hétérospi+cifiques, plus inpr-. 

tante à considérer, es t  celle des antigènes partagés avec l e  nilieu de culture 

ou 1' hôte vertébré. 

Tout extrait  antigénique d'un Protozoaire, cultivé in  v i t ro  

dans un milieu imnunogène ou récolt5 in  vivo chez un hôte vertébré, contient, 



malgré les lavages, des protéines du milieu de culture ou des animaux infectés. 

Avant d'aborder l'étude de l a  structure antigénique parasitaire, il é t a i t  donc 

nécessaire : : 
(a) de définir les  conditions optimales de lavage des organismes lors 

de l a  récolte ; 

(b) de caractériser les évsntuels contminants dans les  extraits  antige- 

niques e t  de localiser, dans les H I S ,  l es  anticorps anti-milieu de 

culture ou hôte vertébré ; 

(c) d'analyser les structures antigéniques 3 ras i t a i r e s  e t  les  parentés 

immunostructurales à l 'aide d'IIJS d6barrass&s des anticorps anti-milieu 1 
ou hôte par absorption croisée. 

3.1.3.1. Contrôle immunoloqique des conditions de lavage ---------------- - ........................ 
lors de l a  récolte ----------------- 

I;e lavage des organismes es t  soumis à deux impératifs qui à pre- 

mière vue sont contradictoires : 

- un nombre de lavages suffisamment imprtant p u r  élimirier les contaminsnts 

antigéniques originaires des milieux de culture ou des aninaux infectés ; 

- un ncsnbre réduit de lavages p u r  éviter qu'une souffrance cellulaire au 

cours des manipulations entraîne l a  libération d'un pet i t  nombre de compo- 

sants d'origine p ras i t a i r e .  

Min de préciser les  conditions optimales de lavage respctant  

l e s  deux critères précédents, nous avons pratiqué un contrôle irnnunologiquî, 

par ~ o é l e c t r o p h o r è s e ,  des eaux de lavage s ~ c e s s i v e s .  

- Récolte des orqanismes in vitro en milieu GLSH 

L'étude de l a  structure antigénique comparée, en i.mnunoélectro- 

phorèse, des différents composants du milieu de culture {GLSH) , à l ' a ide  ~ ' H I S  

anti-milieu de culture e t  anti-sérum de veau a démontré que l e  sérum de veau 

e s t  l e  seul matériel antigénique du milieu de culture (figure 17).  



t 1 

HIS,anti- GLSH 

Figure 17 : Analyse imuncélectrophorétique 
du milieu de cul ture GLSH, nienée à l ' a i d e  
d'un HIS anti-GLSH, révélant l 'exis tence d'au 
moins 22 composants antigéniques et montrant 
que seul  le sérum de veau (S) est antigsnique. 
Le milieu sans sérum de veau (GUI) ne révèle 
aucun a r c  de précipitation vis-à-vis de L'HIS 
anti-milieu de cul ture GLSH. 

Le contrôle de pureté, l o r s  de l a  r scol te  des f lagel les  est 

réa l i sé  par l 'analyse irronuncélectrophorétiyue des eaux de lavage successives, . 

concentrées par lyophilisation e t  révélées par un HIS anti-milieu de cul ture 

(f igure 18) .  La dispari t ion des p r ~ t é i n e s  sériques de veau est pratiquerrient 

t o t a l e  après le 3ème lavage en milieu glucosé sa l in .  Néannioins, une trace 

reste v i s ib le  sur les d i a q r m e s  immunoélectrophorétiques, dans l a  zone de 

l'albumine sérique, i n d è ~ n d m n t  du ncsnbre u l te r ieur  de lavages. 

TE p r m i e r  lavage seul libère,en fa ib le  quantite,  un ptit nam- 

bre de conpsants  d 'or igine pxcasitaire. 

Les résu l t a t s  sont identiques pour -butes les e s g c e s  de Trypa- 

nosomtidés cultivées i n  v i t ro .  Sur ces bases, nous avons définitivement adopté 

le ncPnbre de 4 lavages l o r s  de la récol te  des f o m s  de cul ture  de ces fla- 

gel lés .  I I 
1 

- R-écolte des organismes i n  vivo sur r a t s  W i s t a r  -- 1 
Une étude similaire  à l a  précédente a été menée pou la récol te  

des formes sanguicoles de T. q d i e n s e  e t  de T. brucei. 



Figure 18 : Contrôle inanunologique des con- . 
ditions de lavage des formes de culture : 
constituants antiqéniques du milieu de cul- 
ture GLSH présents q r è s  récolte des organis- 
mes au cours des quatre premiers lavages (eaux 
de lavage successives L1 à L4) .  

LE RAY (1975) a mntré que des con~pxants parasitaires, cornuns 

aux formes de culture e t  aux formes sanguicoles, ne sont abservés qd'à partir 

du deuxième lavage. Des composants cathcdiques majeurs spécifiques des f o m s  

sanguicoles apparaissent dès l e  premier lavage e t  se retrouvent dans l e s  eaux 

de lavage successives. 

Personnellement, nous avons montré cp'au cours du lavage des .  

f o m s  sanguicoles de T. gambiense, il ne subsiste plus, après l e  premier 

lavage, de composants sériques de r a t  décelables par l'analyse irrununoélectro- 

phorétique (figure 19) . 
En raison de l a  libération faible mais nette de composants para- 

s i ta i res  dès l e  premier lavage e t  de l'absence de protéines sériques de r a t  

dès l e  deuxième, nous avons adopté l e  nombre de 2 lavages lors de la  récolte 

des formes sanguicoles des Salivaria. 





Figiuie 19 : Contrôle immunologique des 
conditions de lavage des formes sangui- 
coles de T. gambiense : constituants . 

antigénicpes séricpes de r a t  présents 
après récolte des organistes au cours des 
t ro i s  premiers lavages (eaux de lavage 
successives L1 à L3 oppsés  à un HIS 
anti-sérum de ra t )  . 

Ainsi 1 ' ~unoélec t rophorèse  , en permettant de suivre la dispa- 

r i t ion  des protéines du milieu de culture ou de l 'hôte  vertébré au cours du 

lavage des protozoaires récoltés, e s t  une m5thode de choix p u r  l e  contrôle 

de l a  purification e t  de la standardisation des antigènes parasitaires cultivés 

in v i t ro  ou récoltés in  vivo dans des milieux immunogènes. 

3.1.3.2. Commsants sérigues dans les  extra i ts  antigeniques -------------- ......................... --- --- 

Malgré l a  disparition des contaminants sériques Gu milieu ou 

de l 'hôte  dans les eaux de lavage lors de l a  récolte des parasites, nous avons 

constaté, à l ' a ide  de l'immunoélectrophorèse, leur persistance dans les extra i t ,  

parasitaires. 

En effe t ,  l 'analyse imnunoélectrophorétique du sérum de veau ou 

du sérum de rat par les  HIS anti-Trypanosmtidae révèle 6 à 8 arcs de précipi- 
---A-- 

tat ion (figure 20, A e t  B) . A 1 'inverse, 1 ' irranunoélectrophorégramme d'un 

ex t ra i t  soluble parasitaire, par un HIS anti-milieu de culture ou anti-sérum 

de r a t ,  ne révèle que 3 à 4 arcs de précipitation (figure 20, C e t  D) . 



A C 
I c  0 - u 

1 i l  

HIS anti-1.d 1.d [l 1 = WIS anti-GLSH 

B 
12 

rgsn 2= HISanti-s.de rat 

Figure 20 : Présence de protéines sériques 
de veau dans les  extra i ts  des formes de 
culture e t  de proteines sériques de r a t  
dans les extra i ts  de formes sanguicoles. 
- A : 6 à 8 compsants sériques de veau 

sont rév6lés par l es  HIS-antj.- 
Tryl?anosomtidae opposés au sérum 
de veau 

- B : proteines sériques du r a t  revélées 
Fr  un H I S  an t i - foms  sancniicoles 

2 

de T. qambiense 
- C e t  D : réciproquenient, l'analyse des 

extra i ts  par&itaires de cuiture e t  
sanguicoles par, respc~tivement, un 
HIS anti-milieu de culture GLSH (C) 
e t  un HIS anti-sérum de r a t  (D) , 
détermine 3 à 4 arcs de précipitation. 

Cela signifie que les  f o m s  de culture e t  les  f o m s  sanyuimles 

contiennent des traces de protëines sériques, so i t  par adsorption en surface, 

soit dans des vacuoles endoplasniques après pinocytose ; ces traces sont t r è s  

h u n q è n e s  pur l e  lapin lors de l a  péparation des H.I.S. Il e s t  donc nécessaire. 

avant d'analyser l a  structure antiqznique spécifiqement parasitaire, àe rOaliser 

l'absorption des H.I.S. anti-Tqpnosomtidae par les  protéines s 5 r i q e s  du milieu 

de culture ou de l 'hôte vertébré. 



3.1.3.3. Absomtion_ des anticorps anti-ilieu ou 

anti-h6te vertgbré ----------------- 

Des résultats  similaires ont é té  obtenus avec des ex t ra i t s  

antigéniques d'organismes se multinliant i n  vi t ro  ou i n  vivo. Nous n'envisa- 

gerons pas l a  caractérisation de ces compsants sSriques à propos de chaque 

structure antigénique parasitaire. Nous donnerons i c i  un exemple d'absorption 

croisée (H.I.S. anti-T. cruzi - sérum de veau - figure 2 1 ) ,  13 m%e situation 

se retrouvant chez les  différents organismes étudiés. Ava~ t  chaque étude 
i n r r r u n ~ s ~ c t u r a l e  e t  imunotaxonomique, les H.I.S. ont é té  syst&atiqufiment 

absorbés par l e s  protéines sériques du milieu de culture ( s h  de veau, SV 

en abréviation) ou de l 'hôte vertébré ( s é m  de r a t ,  SR en abréviation). 

L'absorption d'un H . I . S .  anti~rynanosomtidae par les  prctéines 

sériques s'effectue dans l e s  conditions normalisCes décrites au chapi.tre 

précédent (2.5.2.) : 

(i) cinétique de 1 'absorption, réalisée en micro-double diffusion, avec 

recherche du pint d'équivalence à l a  dose d'épisement ; 

(ii) systématiquerrient l a  dose d'épuisement e s t  su&rieure de l O m g / m l  à l a  

dose corres-ndant au p i n t  d'équivalence ; 

(iii) contrôle de l'absorption en mcro-double diffusion (figure 21) : mntrant 

l a  disparition to ta le  des anticorps anti-sérum de veau dans 1'H.I.S. 

anti-T. cruzi absorbé. 

Figure 21 : Contrôle d'épuisemnt 

1 .-) mise en évidence des 4 i -  
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. zkisorbé. 



En règle générale, tous nos H.I.S., qu ' i l s  soient destinés à 

être ut i l isés  pour des études .irrarunostructurales, immunotaxonomiques ou de 

s@cificités antigéniques, ont été systématiquement absorbés par les  pro- 

téines sériques préalablement lyophilisées, dans les  proportions suivantes : 

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

1I.I.S. anti-IT. rangeli - 15 mg/ml de SV 

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

3.I.S. a n t i q .  garnbiense C ( f o m s  de culture) - 15 q / m l  de SV 

H.I .S .  anti-T. gambiense S (formes sanguic~1es)- 10 m g / d  de sérum de 

r a t  (SR) 

3.2. LES ANTIGENES STRICmENT D'ESPECE 

Les structures at'lt~géniques parasitaires des f o m s  de culture 

de T. cruzi e t  de T. rangeli, des f o m s  de culture e t  sanguicoles de T. b. gam- -- - 
biense e t  des formes de culture de L. donovani ont é té  analysées à l 'a ide de -- 
l a  technique de 1 ' ~ o é l e c t r o p h o r è s e .  

Une étude complète a Sté envisagée p u r  T. cruzi e t  pu- L. dono- 

vani afin de rnottre en évidence les composants les plils imnunogènes. -- 

3.2.1. Etude conplète d'une structure m t i g é n i p  par immun~- - 
électrophorèse : T. cruzi. Tehuantepc, en culture in v i t r ~  

Cette étude ( m C I ~ ~  e t  CAPRONI 1969, 1971) a ~ r m i s ,  après 

avoir envisagé l a  cinétique de l ' appr i t ion  des anticorps expérimentaux chez 

l e  lapin, d'établir l a  structure antigénique des comlpsants solubles de 

T. cruzi e t  de mettre en évidence un m p s a n t  n05 "remrquùble" par son 

Urimunogénici té. 

L'étude immunostructurale de cette même souche de T. cruzi, 

au cours de son mintien in  vitro, a montré sa s tabi l i té  antigénique quelque 

soi t  les  conditi~ns de culture. 

3.2.1.1. Cinétize -____ ________ de l ' apxr i t ion  ________________--_ des anticorps __-- e e r i -  _--_ 
mentaux ___-__-______I___ chez l e  lapin 

Nous avons suivi l 'a~-narition des anticorps ex+rimntaux chez 

les  lapins par saignée bimensuelle. Sur l a  figure 22, correspondant à un lapin 



typs répondant aux c r i t è r e s  moyens de l'imnunisation, on constate une a u g m -  

ta t ion  croissante du nombre de systènies précipitants jusqu'à l a  19ème semaine 

d'immunisation, période à laquelle est a t t e i n t  l ' é t a t  hyprimrrnin. 

1' w d 'ARCS de PRECIPITATION 

~bnde S E I R I H E S  

Figure 22 : Cinétique de l 'appari t ion des 
anticorps ex@rimntaux,chez un lapin 
immunisé par voie sous-scapulaire à l ' a ide  
d'un e x t r a i t  soluble de T. cruzi.  

Une telle cinétique souligne l a  nécessite de procéder à une 

immunisation prolongée p u r  obtenir les H. I .S .  u t i l i sab les  dans l e s  études 

immunostructurales. 



3.2.1.2. Structure antiyénigue paras i ta i re  ------------- --- ------c------ 

L'analyse immunoélectrop~iorétique a é t é  conduite à l ' a i d e  d'un 

I e x t r a i t  antigénique soluble de T. cruzi,  souche Tehuantepec, opposé à un 

l H.I.S. homlogue particulièrement riche, absorbé par de l.'antigSne sérum de 

I veau (H.I.S. anti-T. cruzi  - S V ) .  E l l e  révèle au ~noins 30 compsants antigé- 

niques p ras i t a i r e s  (figure 23) . 

11s anti-T,cruzi - SV 

Fiqure 23  : Strücture antigénique parasi- 
t a i r e  des formes de culture de T. (S . )cmzi  . . 
Tehuantepec. 

On notera en p r t i c u l i e r ,  sur le diagrmre irtununoélectrophorEtique, 

I l 'existence d'un a rc  "remrquable" par son in tens i té .  Ce compsant antigénique 

I est d é n m é  campsant n"5 sur la base d'un précédent d i a g r m e  préliminaire 

l (AIXHAIN et  CAPRCN, 1971) numéroté de l a  cathode à l 'extrémité andique .  

L'étude de l a  s tructure antigénique des helminthes ( W R O N  et  al . ,  

19684 et  des champignons parasi tes  (BIGUET e t  a l . ,  1 9 6 5 ~ )  révèle l 'exis tence,  

1 chez de nombreux parasi tes ,  d 'au moins un corqmsant "ranar<3uable1' par l ' inten-  

1 s i t é  de l ' a r c  de p é c i p i t a t i o n  q u ' i l  détermine sur les diagrammes irmcunoélec- 

1 trophorétiques e t  par son inanuncgénicité privi légiée l o r s  de l'immunisation 

l exp5rimntale du lapin. 
1 

1 



Les résu l t a t s  mntionnés sur le  tableau I V  (WCHAIN, 1970), mn- 

t r e n t ,  p u r  d i f férents  lapins e t  avec deux modes d'irnnunisation possibles, 

l 'ûp-rition précoce du compsant n05 de T. cruzi dans les imnmsérums expé- 

rimentaux. D'ailleurs,  l'immunogénicité privilégiée e t  l a  spéci f ic i té  du comp- 

sant  remarquable n05 de 'Y. cruzi seront envisagées ul tér ieurment  lors des 

infections expérimentales e t  naturel les  (chapitres 5.1. e t  6.1.1. ) . 

3 . 2 . 1 . 4 .  Stab i l i t é  antiqénigue en cul ture ------------- --- ------------ 

Connaissant l a  s t ructure antigénique des composants solubles de 

T . cruzi  Tehuantepc en culture sur milieu GLSH, deux questions capi ta les  

é ta ient  à résoudre : 

1') Au cours de ses  passages i n  v i t r o  sur ce milieu, l a  souche conserve-t-elle 

l a  même structure antigénique ? 

2 ' )  Eh présence d'une source alirnentaire aut re  que le sérum de veau, la  souche 

exprime-t-elle la même structure antigénique ; autremerit d i t ,  les co~npsants  

inimunochimiques du parasi te  sont-ils indépendants des conditions d 'ent re t ien  

! de l a  souche ? 

Stab i l i t é  antigénique de T. cruzi  Tehuantepec au cours de son m i t i e n  

i n  v i t r o  

Au cours de 3 ans de cul ture continue, plusieurs H. I .S .  on t  é t é  

récol tés  chez des lapins immunisés à l ' a i d e  de l o t s  d i s t i n c t s  d ' e x t r a i t s  anti-  

géniques. La comparaison immunoélectrophorétique e t  surtout les épreuves d'ab- 

sorption, contrôlées en micro-double diffusion (figure 24,  A) confirment que 

l a  s tructure antigénique i n i t i a l e  du parasi te  e s t  restée q u a l i t a t i v m n t  

inchangée tout  au long de c e t t e  cul ture prolongée. Seules quelques différences 

quantitatives peuvent être observées ent re  d i f férents  l o t s ,  sans doute inhéren- 

tes à l a  préparation des ex t ra i t s  antigéniques. 

A i n s i ,  les formes de culture apparaissent ant ig5niqumnt  stables 

au cours de leur maintien i n  v i t ro .  

@ T .  cruzi Tehuantepec soinnise à des conditions de cul ture différentes  

La souche T. cruzi Tehuantepec, cultivée depuis 15 ans en milieu 

GLSH au s é m  de veau, a é t é  transférée en milieu GLSH au sérum de lapin  décm- 

plémenté (Lapin D '  ) . 
1 



Conclusion : "Frac t ion  pa ra s i t a i r e  remarquable1 '  = ri0 5 ---------- 

Tableau  IV 1 
Appari t ion des  an t icorps  précipi tants  dans l a  t rypanosomiase amér i ca ine  

e n  fonction du mode dl immunisation expér imenta le .  

Mise  e n  évidence de  l a  "fraction remarquable t1 .  



1 

Figure 24 

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

1. La similitude antigénique de deux lo ts  d 'extrait  de 
T. cruzi, récoltés dans un intervalle de culture con- 
tinue de trois ans, s a b l e  être indiquée par 1' analyse 
imrmin&lectrophorétique effectuée à l 'aide des hypr- 
hunsérums res-ctif S.  

2. les énreuves d'absorption croisée dhontrent que l ' ex t ra i t  
soluble du lot  34  es t  rqsté antiggnique~nt identique à 
celui. du lot  20,  

B. Stabilité antigénique de T. cruzi Tehuantepc soumise à des conditions 
de culture différentes. 

1. L'analyse i n m u n o ~ l e c t r o p h o r t i  dek parasites, cultivés 
en milieu GLSH au s6rum de l a ~ i n  décomplémenté, semble 
présenter des différences qualitatives ou quantitatives . 
par r a p p r t  aux parasites cultivés en milieu GLSH au 
sérum de veau. 

N é m i n s ,  ces éventuelles différences dans l e  profil 
irruminoélectrophorétique résultent 1 O )  d 'une migration élec- 
trophorétique trop b p r t a n t e  des extraits antigéniques 
lors de la  réalisation des ~ o ~ l e c t r o p h o r è s e s  e t  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 imnunisation classique 
sous-scapulaire tandis que 1'H.I.S. anti-T. cruzi, récolté 
sur GLS3 au sérum de lapin, a é té  réalisé selon l'immunisa- 
tion préconisée p r  VAI?UXAITIS e t  a l .  . 

2. ï9-1 effet ,  les  épreuves d'absorption croisée démntrent 
l 'isologie  och hi mi que entre ces deux extraits des for- 
m e s  de culture de T. cruzi. 



O lot 34 
lot 20 

+ O 

T . ~ r u z i  Teh. invit ro sur sérum d t ~  

- + @ f !T.c ((lapin )) 
((VEAU)) 1 

i 

T.c«veaus 
((LAPIN)) 



L'adaptation de ce t te  souche à une autre sairce serique f u t  très 

longue et  progressive. Après deux ans d'exaltation p r  passages successiEs, 

des c~ltures massives ont 6té finalement rSalisées e t  fournissent l'ctntigène 

"T. cruzi Tehuantepec sérum de lapin d "' (Tc Teh. "Lapin") e t  l e s  H. 1 .S. 

correspondants. 

La mrqxraison immunochimique des deux extra i ts  antigéniques 

solubles par l e s  Gpre~veç d'absorption croisée à l ' a ide  des deux H.I.S. cor- 

res,mndants ~ P M S  d'observer une p rLa i t e  isologie imnmcchimicpe malgré des 

conditions différentes de culture (figure 24,  8 ) .  

Ces résultats  montrent l a  parfai te s tab i l i t e  antigénique de 

T. cruzi en dépit de l a  divezsification des conditions de culture, sous reserve 

des limitations techniques qu'apporte l'imnunoélectrophorèse, qui n'analyse que 

l e s  seuls extra i ts  aqueux solubl.es. 

3 .2 .2.  -- Structwe ant icjgniqlie parasitaire de -i en cult.ure 

i.n v i t ro  ----- - 

I 3 

HIS anti-T. range l i  - S V  

Figure 25 : Structure antigenique parasitaire 
des formes de culture de T. ranqeli. 



I La structure antigenique, en imnurmélectmphorèse, des formes de 

culture de T. rangeli e s t  aussi coqlexe que cel le  de T. cruzi. Des H.I.S. 

anti-T. rangeli, absorbés par l e s  protéines du milieu de culture e t  oppsés  

aux extra i ts  hmlogues,  révelent un minimum de 27 compoçants antigëniques 

parasitaires (figure 25) . 

3.2.3. Salivaria : % b., qathiense (ET, -- m. Structure antige- 
nique des formes de culture e t  des fomies sanc~uicoles - 

L'analyse immunoélectrophorétique, pratiquée sur les xeil leurs 

l H.I.S., permet de révéler avec precision la structure antigenique de chacun 

des stades évolutifs (AFcHWX e t  a l  197Sa) . 2 ,  

- US i ~ o é l e c t r o p l ~ o r t ~ r a m n e s  , en réaction hmlogile -s- 

ticjotes de culture - H.I.S. a n t i - ~ s t i g o t e s  de culture, permettent de 

déceler un minimum de 29 conppsants antigeniques de nature p r a s i t a i r e  

(figure 26, A) .  

l - Les trypnasticjotes sanguicoles rsvèlent, de l a  mêï ïe  panière 

I en réaction homologue, une structure antigsnicpe complexe, constituée p 

I un minimum de 25 ccnrposants anlzigcniques de nature parasitaire (f icjure 2 5 ,  B) . 
I Le d i a g r m e  imnu&lectrophorét i~e B, obtenu à l ' a ide  d'un 

I extra i t  antigénique de l a  p p l a t i o n  clônée de serotype LiTat-1 o ~ p s é  à un 

1 H. 1. S. homolque, s 'avère à prmière vue diff6ren.t de l a  s ~ m c t u r e  antigsnique 

I des folmes de culture (figure 26, A ) .  Un ex t ra i t  des fonries sanguicoles de l a  

1 ,nopulation clônée de serotype LiTat-2, oppsé  à 1'I-I.I.S. anti-LiTat-1, ne 

I perniet pas de révéler l e s  arcsmajeurs cathodiq~es observ5s en rsaction hanio- 

1 logcre (figure 26, C ) .  

l Ainsi, l a  comparaison de ces t r o i s  diacjrmes met en 6vidence 

I des différences so i t  qualitatives, so i t  quantitatives, localisées pinci;-- 

I l emnt  au niveau de l a  zone cathodique ; e l l e s  nous conduiront à l a  carac- 

I terisat ion d'antigènes spécifiques de stade et  de type antigenique. 



Fiqure 26 : Structure antigénique para-' 
s i t a i r e  des formes de culture e t  des 
formes sanguicoles de T. b. qambiense 
ELIANE . 
T~.C = ext ra i t  de T. gambiense, formes 
de culture ; 
LiTat-1 e t  LiTat-2 = extraiks de 
T- gambiense, formes sanquicoles ; 

1 = H.1.S.  anti-T. gz&iense, for- 
mes de culture (- sérum de veau) 

2 = H. 1. S. . antidT. gainbiense LiTat-1, 
fornies sanguicoles ( -  sémn de r a t )  



3.2.4. L e i - m v 7 n i  en culture i n  vi t r ~  

L'étude antigénique de llespSce L. donovani, souche TTiW 263, i 
l 

l est constituée, comne p u r  T. cruzi ,  par l 'analyse de l a  structure antigénique 

I parasi taire ,  par l a  m i s e  en évidence de compsants " r a ~ ~ r q u a b l e s "  par leur  

l immunogénicité et par l a  d ~ n s t x a t i o n  de l a  s t a b i l i t é  antigéniqw en cul ture 
I 
I 

(LE RP;Y e t  a l . ,  1976a, 1976b) . 

3.2.4.1. Structure ------------- antiqénig-e --- -- paras i ta i re  ---------- 

l Les d i f f i cu l t é s  d'obtention des fomizs parasi tes  du vertébré ~ 
I (micromastigotes toujours in t race l lu la i re ) ,  ont l imité l e s  études analytiques 1 

I aux formes promastigoteç de culture.  Les résul ta ts  obtenus concordent avec 
l 

! 

I les i n f o m t i o n s  acquises à propos des t ~ o s o r r e s  étudiés précédemment. 1 
L'analyse immuncélectrophorétique de notxe souche de L. donovani objective 

l a  présence d'un minimurri de 28 con,~msants antigéniques d'origine paras i ta i re  

l (figure 27) . C e t t e  rfi2salcpe antirénique t&migne de l a  t rès  grande complexité 

imnunostructurale des Leishmania. 

HIS anti-1.donovani-SV 

Figure 27 : Structure antigénique parasi- ' 

t a i r e  des f o m s  de culture de L. donovani 
I W  263. 

3.2.4.2. Mise en évidence des compsants "remarrables" . ........................ ------------ ------- 

1 Les compsants n04 e t  24, correspondant aux arcs dénomiés a e t  b 1 
dans une publication antérieure (LE RAY e t  a l . ,  1973b), sont remarquables par 

leur irmunoqénicité. En e f f e t ,  ils déterminent l ' a p p r i t i o n  précoce d 'ant i -  



corps précipitants au cours de l ' h u n i s a t i o n  expérimentale du lapin à l ' a i d e  

d'un broyat de formes promastigotes en absence de toute substance adjuvante 

(figure 28) . Nous montrerons ultérieurement (6 .1  .2. ) que c e t t e  irt-rri~mogénicité 

privilégiée se manifeste égalenent au cours de l ' infec t ion  naturelle.  

- saignées , . + 

Figure 28 : Apparition précoce des anticorps 
précipitants,  correspndant aux cmpsants 
n04 e t  24 de L. donovani, au cours de l ' h -  
n i  sation ci& tique e e r i m e n b l e  du lapin. 

Stabi1:ité ------------ antiqénicnle ---A--,-,-----,------------- au cours dü maintien in-vitl-O 

Différents H . I . S .  ont S té  produits p r  inmunisation des lapins 

à l ' a i d e  de l o t s  d i s t i n c t s  d ' e x t r a i t s  antigéniques, obtcrius au cours d e  deux 

ans de cul ture continue de l a  souche i n  v i t ro .  

La comparaison irtununoélectrophorétique menée par épreuves d'ab- 

sorption croisée confirme que l a  s tructure antigénique de L. donovani est 

restée qualitativement inchangée durant toute cette période (figure 29, A ) .  

Cependant, il fau t  souligner de t r è s  importantes variations quanti tat ives entre  

les di f férents  l o t s  de L. donovani que nous attribuons aux conditions d e  

cul ture des protozoaires. 

En conclusion, ces résu l t a t s  établ issent  l a  s t a b i l i t é  antigénique 

des composants solubles des f o m s  pr-stigotes de L. donovani au cours de 

leur  maintien in v i t ro .  



3 ..3. CONCLUSIONS : - Notion de msaïque antigénique complexe, stable au cours 

du maintien in  vitro 

- Imnuiogénicité privilégiée de certains cmpsants  antigé- 

niques 

L'analyse antigénique des Tsrpanosomatidae hétéroxènes (Sterco- 

rar ia  en culture in vitro : T. cruzi ; T. rangeli - Salivaria : T. S. gambiense 

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

in  vi t ro) ,  réalisée par l'exploration des précipitines en gel, révèle l a  grande 

complexité antigénique de ces flagellés, e t  (dans les limites de notre 'exg- 

rimentation) leur s tabi l i té  dans l e  tmps en dépit même des niodifications 

éventuelles des milieux de culture. 

Leur structure se présente corne une mosaïque d'antigènes d'ori- 

gine parasitaire e t  d'antigènes hétérospécifiques. Ces derniers sont en grande 

majorité des antigènes pr tagés avec l e  milieu de culture ou l'hôte vertébré 

e t  des polysaccharides du type de l a  substance C. Dans nos conditions expéri- 

mentales, les  Leishnaania présentent des antigènes exprimant des parentés 

de hasard avec l e  genre Mycobacterium. 

Les diaqr-anmes antiqeniyues des parasites n'ont été in terpé tés  

qu'après un contrôle rigoureux au moyen de tes t s  d'absorption excluant les  

protéines étrangères venues du milieu de culture ou des sérums d'snimawc, e t  , 

susceptibles de contaminer les antigènes. 

Pour chaque esgce  ce Trypanoçomtidae étudiée, existe a insi  un 

minimm de 25 à 30 compsants antigéniques parmi lesquels certains c ~ s a n t s  

particulièrenent inmunogènes confèrent à chacun des p r a s i t e s  étudiés un "pro- 

f i l "  imnunoélectrophorétique caractéristique. 

Afin de mieux connaître l ' i m n ~ é n i c i t é  e t  surtout la  spScificit& 

des c o q s a n t s  remarquables, il é t a i t  nécessaire d'aborder l'étude précise des 

parentés interspécifiques chez les  Trypanoçomatidae hgtéroxènes. 



Figure 29 

A. S tabi l i té  antigénique de L. donovani au cours du maintien in vitro.  
1. L'analyse imnunoélectrophorétique indique leur simi- 

litude antigénique . 
2. L'épreuve d'absorption croisée démntre que les  

organismes B, récoltés 24 moiq après l 'obtention des 
organismes A, sont res tés  antigénique-nt identiques 

' 

aux organisnies A. 

B. Constance antigénique de t ro i s  souches de T. cruzi cultivées in  vitro.  
1. L ' analyse immunoélectrophorétique coinParat ive, menée 

à l ' a ide  d'H.1.S. anti-T. cruzi Tehuantepec e t  anti- 
T. cruzi IQlA P 943, siiggere 5 similitude qualitative 
de ces t ro i s  souches d'origines gsoq-aphique e t  para- 
sitaire diverses. Ce~endant, l a  complexité des inmu- 
'noélectrophorégramnes ne permet p s  d'affirmer l 'iden- 
t i t é  antig6niquc des souches. 

Le co~npsarit remarquable n05 (arc fléché sur l a  
fiqure 1) e s t  présent chez l e s  t ro i s  souches de 
T. -cruzi étudiées. 

2. Les H.I.S. anti-T. cruzi Teluantey>ec, absorbés par des 
extra i ts  de souches hét~rolcgues, ne révèlent aubune 
spécifici té antigénique chez l a  souche homologue 
Tehuantepc . 

Une t e l l e  démnstration a ét6 aussi effectuée à 
l ' a ide  de 1'H.I.S. anti-T. cruzi ï'lYlA P 943 absorSé 
par des extraits de souches hétérologues. 
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Chapitre 4 : RELATIONS ~~(r11AXON~4ï(xiTE:S ENTRE E S  TRYPRNOSO-NP1TIDAE HEJTEROXEXES 

Avant d'étudier les parentés interspécifiques aux différents 

niveaux taxoncsniques du groupe des Trypanosomatidae héteroxGnes, il é t a i t  

nécessaire de conna?tre,au sein d'une m ê m  espèce, l a  constance ou l a  varia- 

tion antigénique entre souches d'origines géographique e t  parasitaire diverses. 

PARASITAIRE DIVERSES - 

Au cours de cet te  étude, nous avons observé l e  protocole ex@- 

r k n t a l  suivant : 

(a) Des extraits antigéniyueç (deux lots au moins) ont été préparés à part i r  

de souches d'origine géqraphique distincte, isolées à partir d'hôtes 

différents s i  possible. 

(b) T3es H.I.S. ont été obtenus contre chacun de ces extraits. 

(CI Les épreuves directes en immuno5lectrophorèse ont prmis de définir l ' i n r  

p r t m c e  d'éventuelles dif£érences quantitatives dans .les extxaits e t  

d'apprécier les  différences qualitatives. Seules les épreuves d'absorption 

croisée e t  leur contrôle en macro-double diffusion ont permis d1&trablir 

avec certitude l ' isologie ou l a  s e c i f i c i t é  des composants solubles révélés 

par précipitation en gel. Ces épreuves ont été menées dans les deux sens 

(exanple : H.I.S. souche A - Antigène souche B e t  vis e t  versa H.I .S .  

souche B - Eultigène souche A) . 

T. cruzi -- 

Des extraits antigénique~ e t  leurs H . I . S .  corres~ndants  ont 

été ~ é p a r é s  à partir  de 3 souches de T. c r i z i  cultivées in vi t ro dans l e  même 

milieu GLSH sénun de veau : 

T. cruzi Tehuantepc, isolée de Triatom au Ylxique ; - - .  

T. cruzi ITp.IAP 943, isolée d'un singe Aotus provenant du Brésil ; 

T. cruzi ECH, provenant d'un cas hu1nai.n de l'Argentine. 



C e t t e  étude, menée dans les conditions expérimentales décr i tes  

p r é c é d m n t ,  démontre l ' i d e n t i t é  complète des structures antigérii.ques hydro- 

solubles des f o m s  de cul ture  de ces t r o i s  souches, malgré leursoricjinesgéo- 

graphique et  paras i ta i re  différentes  (figure 29, B ) .  

Il est à noter que le composant 5, d é c r i t  à propos de la struc- 

tu re  antigénique de l a  souche Tehuantepec, est présent chez les deux autres  

souches de T. cruzi  étudiées. 

C e t t e  comparaison intraspécifique a concerné auss i  bien les f o m s  

de cul ture que l e s  formes sanguicoles. 
i 

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

nôtre,  LE RAY (1975) a pr fa i tement  démontré l a  constance antigénique de 

T. gambiense en culture in v i t r o  à l ' a i d e  de deux çouches d'origine géogra- 

phique différente : 

- T. gambiense Eliane originaire  de Côte dlIvoi.re, souche entretenue pendant 

22 ans en cul ture ; 

- =ambiense "Mongo-Bemba", récarment isolée au Zaïre e t  maintenue in v i t ro  

pendant 7 mis. 

Nous n'avons pas c ru  nécessaire de contrôler les résu l t a t s  démns- 1 
t r a t i f s  de l 'auteur .  1 

@ Fonnes sanguicoles. La cornparaison des s tructures antigzniques des  formes 

sanguicoles de deux çouches de T. gambiense : T. gadiense  Eliane (Côte d'Ivoire), 

souche clônée, et  T. gambiense Feo (Zaïre) ,  souche non clônée, a é t é  effectuée 

à l ' a i d e  des H.I.S. corres-pndants. 

En ne tenant g s  q t e  des antigènes spécifiques du type anti-  

génique (antigènes variables) (chapitre 5.3.2. ) , l e s  resul ta ts  de la comparai- 

son inanunoélectrophorétique et  des 2preuves d'absorption cro isée  m n t r e n t  l a  

constance antigénique des antigGnes s tables  des trypanosomes sariguicoles de 

ces deux çouches géographiquement différentes  (f igure 30, B) . Il e s t  à noter 

que l e s  antigènes sficifiques du type antigénique (5.3.2.) ne rentrent  pas 

dans l a  catégorie des antigènes s tables  considérés ici.  



k s  f o m d e  culture de deux souches de L. donovani d'origine 

humaine e t  provenant d'une même zone géographique (région méditerranéenne) : 

L. donovani ITMAP 263 (Maroc) e t  L. donovani T ü N I S  (Tunisie)  nt été comparées 

e t  ont présenté (LE RAY e t  a l . ,  1976b) (figure 30, A) des différences n ~ ~ é e s  

d'ordre quantitatif. Néanmoins, les épreuves d'absorption crois& entre les 

deux souches ont déterminé un épuisement complet des reactions croisées dans 

tous les  cas. 

Ainsi, l'absence de sp5cificité antigénique d'une souche par 

r a p p r t  à l 'autre démontre l a  constance antigénique des formes de culture 

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

LRs fa i t s  précédents Stablissent que l e  profil inininoSlectropho- 

rétique n'est  pas affecté qual i ta t ivmnt  par l 'origine géographique e t  para- 

s i ta i re  des souches, n i  par les modalités de leur entretien au laboratoire. 

Ceci n'exclut pas l'éven-tualité de différences antigeniques entre souches, mais 

indique tout au rroins qu'elles ne sont pas accessibles à l'analyse imunoelec- 

trophorétique. 

L'ensemble de ces observations nous paraît d6nontrer l a  constance 

antigénique qualitative au sein de l'espèce. A i n s i ,  l a  notion d'espèce, basée 

sur des critères ~unochimiques, renforce celle d'espèce zoologique reposant 

sur des critères taxonomiques classiques. R6ciprquementftoute différence 

immunostructurale devrai5 pouvoir être considérée comme hautement siqnifica- 

t ive e t  de valeur taxonomique. 

Ayant établi  l a  notion capitale de l a  constance antigénique 

des souches d'origine gégraphique différente, il é t a i t  dès lors possible 

d ' étudier de manière compréhensive 1 ' étude ta~nomique des parentés et des 

s g c i f i c i t é s  antigéniques. -Mais, avant d'envisager ce problèrre entre genre 

Leishmania e t  Trypanosoma, il é t a i t  nécessaire de préciser au préalable les 

relations hnunotaxoncmiques au niveau du complexe brucei (T. b. brucei, 

T. b. rhodesiense, T. b. qambiense) 

4.2. FELATIONS A N T I G N I Q U E S  AU SEIN DU GIiOUPE-ESPECE : le complexe bmcei. 

Les structures anticjéniques des formes de culture de cinq 

souches représentatives de T. b. brucei, T. b. rhodesiense e t  T. b. gambiense 



Figure 30 

A. Constance antigénique de  deux souches de L. donovani cul t ivées i n  v i t r o  
(souche I W  263 e t  souche Tunis) 

1. L'analyse imnuncélectrophorétique ne révèle apxremrrient 
pas de diffiitrences s igni f ica t ives ,  c a p t e  tenu des 
var iat ions quant i ta t ives  inhérentes aux conditions de 
culture.  

2. La dispar i t ion  complète des  anticorps précipi tants ,  après 
épreuve d l & s o ~ t i o n  croisée contrôlée en double diffusion,. 
confirme l 'absence de spéc i f i c i t é  antigjnique d'une souche 
par rapport à l ' a u t r e ,  

B. Relations en t re  deux souches sanquimles de m. 
La comparaison imnunoélectrophorét i~e de deux çouches de 

m 

T. b. qarnbiense (ELIAW e t  FEO) , maintenues i n  vivo, montre, à l ' a i ü e  
d'un H. 1 .S. anti-TT gambiense ICLJ2V.W non absorbé (f igure 1) ou absorbé 
par 1 ' ex t r a i t  hé t é ro lgue  T. garrbiense FE0 (f igure 2) , qu'au stade 
sanyuicole les souches ne diffèrent que par les compsants variables 
spécifiques du s é r o t v  (figure 2 ) .  Au niveau des  antigènes non sounus 
au *énomène de variat ion antigénique (antigènes stables), les souches 
étudiées ne présentent pas de s p k i f i c i t é .  

C. Relations antigéniques de T. (H . )  r angel i ,  de T. (S.) c m z i  e t  de 
T. b. brucei. 

D e s  25 composants de T. rangel i ,  objectivés su r  l'jrmnunoélec- 
trophorégranane (1) , 16 sont partagés F r  T. c ruz i  (3 )  e t  11 par 
T. brucei ( 2 ) .  
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ont  é t é  analysées, par immunoélectrophorèse e t  dauble diffusion,  au myen 

d1H.1.S. anti-T. b. bruc:ei objectivant un m i n i m  de 34 composants antigénicpes. 

Les r é s u l t a t s  obtenus ,par absorption des H.I.S. par les antigènes 

hétérologues (LE RAY e t  a l . ,  1971), sont r e p r i s  dans le  tableau V e t  m n t r e n t  

que dans nos conditions expérinrsntales : 

- f o m s  de cul ture  de T. b. brucei e t  T. b. rhcdesiense possèdent la  

même s t ruc ture  antigénique ; 

- Cette s t ruc ture  d i f f è r e  t r è s  légèrement mais significativem2nt de la  struc- 

tu re  de T. b. gambiense (au minimm par  deux arcs de préc i2 i ta t ion) .  

Antigènes 1 
Formes de cu l ture  de : - 1 

H.I.S. . T.b .brucei T.b.rhoClesiense : T.b.ga&iense 
: -  1 ( ; - L i  - - - - - - -- - - - --- - - - - - -- ----------- -__-_ . -  

( 
------ ------ ----.--- -------- 1 

( H.I.S. ) 
( anti-T.brucei : 34 - 34 32 1 

( 1 - 1 

Tableau V : Relations imnunotaonomiques 
A- 

au niveau du complexe brucei (co~iiparaisons -- 
des formes de cu l ture ,  ncmbre minimum 
d 'a rcs  de précipi ta t ion observés en immi- 
noélectrophorèse). 

Il f a u t  donc souligner l a  t r è s  f a ib l e  d i f fë ru ice  (2  arcs) 

en t r e  les _II_____ formes de cu l ture  de T. b. brucei e t  T. b.  gambiense. Ces  deux --------- 
sous-espèces possèdent en m m  les 9/10ème de l eu r  s t ructur?  antigénique. 

C e t t e  très grande i so lcg ie  de structure des  composants solubles,  au niveau 

des  £0-s de  cul ture ,  nous a conduit à prendre T. b. brucei conme sous-es&&ce 

de référence du complexe brucei (sous-genre Trypanozwin). 

D i s ~ s a n t  de divers  H.I.S. très r iches  en 

t a n t s  (anti-T. cruzi ,  . rangel i ,  -T. brucei, -L. donovani) -- 
lub le  de parasites : 1 O )  du genre Trypanoscma : 

. sous-genre Schizotrypanum : T. cruzi ,  T. - 
stmOraia . sous-geme Herpetosma : T. rangel i  

Sa l ivar ia  { . sous-genre Trypanozmn : T. b. brucei 

anticorps précipi-  

e t  d ' extrait so- 

d i o n i s i i  



2") du genre ~eishmania : 

. es,nèces parasites de l ' h m  : L. donovani, tropica, 

. espèce parasite de ~MarrÙnifères sud américains : L. enr iet t i  

. espèces parasites de Reptiles africains : L. adleri,  

tarentolae , -. 

nous avons pu comparer les parentés immunostructirales 1") au 

sein des Stercoraria, 2") au sein des Leishmia,  puis 3") entre Salivaria, 

Stercoraria e t  Leishmania. 

L'étude des parentés antigéniques e t  l ' é t a b l i s s e ~ n t  de l'indice 

d'isologie antigénique des ~ r a s j - t e s  ont été effectugs dans l e s  conditions 

dscrites précédermwnt (chapitre 2.5.2.), à savoir par épreuve comparative 

directe en immunoélectrophorèse, par absorption croisée (coritrôlée en mi-cro- 

double diffusion, e t  coilf im6e en macro-double diffusion) , e t  par caracté- 

risation des spécificités antigéniques en imnin.oélectrophorèse . 
Dans tous les cas, existe une mrnplémntarité parfaite, par r a p p r t  

au nombre de compsants totaux d'un H . I . S . ,  entre l e  nombre des c o ~ p s a n t s  

cornmuris e t  celui des coqxxsants s~écifiques,  observés après dosorption croisSe 

pratiquée à l 'aide Se l'espèce hétéroloyue ; ceci, bien entendu,c~mpte tenu 

des difficultés de lecture des immunoélectrophorégram.es, avec une m g e  de 

plus ou Inoins 1 à 2 arcs de précipitation. 

En dépit des H. 1. S. de réactivité h6gale (_par exemple en 

réaction homolwe : 34 com_posants ~ u r  T. brucei, 30 p u r  T . cruzi) , l e  

nombre d'arcs de précipitation, en réaction directe e t  après absorption, peut 

di£ férer t rès  légèrement (exemple : T. brucei./anti-T. cruzi : 10 arcs ; T .c%uzi/ -- 
anti-T. brucei : 13 arcs) .  Mais dans ce cas, l 'indice d'isologie des composants 

Nbre de conpsants communs solubles I calculé Far l e  r aPPr t  mre de comsants totaux reste l e  M e .  

Dans ces conditions rigoureuses, 1 'analyse des rèpnses de plusieurs 

H.I.S. opposés à plusieurs lots d'antigène, démontre que l ' indice d'isologie 

calculé repésente une approche vraiment qualitative des parentés irrmunostruc- 

turales des compsants solubles. 

L'énoncé s~ccessif  du nombre de cmpsants  c m u n s  entre deux 

espèces, puis des cmpsants  spécifiques par rapport à l'espèce h6térologuef 

joint au calcul de l ' indice d ' i s o l g i e  des compsants solubles, r é g t é  p u r  

les  4 H.I.S. e t  les  10 antigènes d'espèces différentes, risque d'alourdir 

inutilement l'exposé de nos résultats. Aussi, nous contenterons-nous de founiir 

ces demi-ers sous forme de tableaux synthétiques e t  de les comnte r  sans passer 

-r toutes les étapcs intermaiaires du protocole exp2rimental. Ce t ravai l  a 





d ' a i l l e u r s  été d é c r i t  en d é t a i l  dans des publications antér ieures  (AFCHAIN 

et a l . ,  1973 ; LE RAY e t  a l . ,  1976b et  dans la  thèse de  Doctorat d l E t a t  de 

LE RAY, 1975) ; il a é t é  en e f f e t  effectué en pa ra l l è l e  avec le laboratoire  

de  P ro tozoo lq i e  d'Anvers, e t l ' u n  contrôlant  l ' a u t r e ,  tous les r é s u l t a t s  ont 

été concordants. 

La f i y r e  30 (C) i l l u s t r e  une épreuve d i r e c t e  de campraison,  

en  irmnmoélectrophorèse , en t r e  les espèces T . rangel i  , -- T. c r u z i  e t  T . bmcei . 

4.3. RELATIONS AU SEIN DE LA SECTION : les t r~nanos&s  Stercorar ia  

Q Nombre de  cornpsants c o m s  (n) e t  indices d ' isologie (i) observes 

en t r e  Stercorar ia ,  à l ' a i d e  dlH.I.S. anti-T. (S.) c ruz i .  

( 1 mus-genre : es$cs , 
( T.(S.)cruzi  

' T. (H.)  rancyeli :T. (S. ) di.onisii '  ! - 1 

( H.I.S. 3 O : n = 1 8  n = 1 6  1 

8 Nombre de coi ipsants  mws  (n) e t  i n d i c s  d ' i so log ie  (i) observés 

e n t r e  StercoGaria, à l ' a i d e  d '  H . 1  .S. ant i -T.  - ( M . )  rangeli, .  

( 
I sous-genre 

1 
\ 

( H.I.S. 25 n = 16 n = 1 4  ) 
( a n t i q .  (B. ) range l i  : i =-1,O : i = 0,6 : i = 0,6 ) 

C e s  deux tableaux montrent des r é s u l t a t s  sens ib lemnt  analogues 

avec deux H.I.S. d'espèce différente .  Etant  do& l ' i m p r t a n c z  de T. c r u z i  

en parasi tologie  humaine, nous prendrons l a  s t ructure 'ant igénique de cette 

esece canne s t ruc tu re  de référence. Les parentés mtigéniques  des e x t r a i t s  

solubles  des  t r o i s  espèces T. (S. ) c ruz i  , T. (S. ) d i o n i s i i  , T. (H. ) rangel i  p u v e n t  

être représentées graphique~ent  par l ' h i s t o g r m m  suivant : 



Ficyre 31 : Parentés antigéniques de 
T. (S.) cruzi  avec d 'autres  trypanosomes 
Stuccoraria. 

1 1 I I l I I I 1 l J 
INDIQE D ' 1SOI;OGIE DES COMPOSANTS SOLUBLES 

T . l S  ] d ion is i i  
*o.y=-F* 9 .&a.*&-a 

-.?%m-.v-r-.-mw ;--.'.-z 

T .[Hl rangeli - - A,-.*r --Wu. ....- .- 

C e s  résul ta ts  ~ m e t t e n t  de préciscrque,au sein des Stercoraria,  

l e s  p r e n t é s  ent re  ces t r o i s  esp2ces cr>ncementenvironles s i x  dixièmcs des 

composants ident i f iés .  Ceci m t  en Svidence tout  à l a  fo i s  l'homogcnéité 

- ~ o s t r u c t m a l e  de l a  section des Stercoraria,  e t  l a  personnalit5 impr tan te  

de ces s tmctures  à un niveau taxonomique peu élevé, puisqu'environ quatre  

clixièmes des composants objectivés paraissent spécifiques d 'es_pèce. 

C e s  parentés sont-elles répart ies  au hasard e t  intéressent-elles 

l'ensemble des composants, ou sont-elles phylétiquen~ent c m u n e s  à ces t r o i s  

es@ces ? Pour le déf in i r ,  nous avons absorbe l e s  H.I.S. anti-T.cruzi et 

-T. rangeli  par les antigènes hétérologues ; le tableau VI  résume les résu l t a t s  

obtenus après absorption. 

Ainsi dss _parentés antigéniques comlmes, concernant environ la  

m i t i é  de l a  s tructure antigénique, sont partagés par ces trois e s g c e s .  E l l e s  

constituent sans doute un patrimoinn, antigénique commun conservé l o r s  de la  

différenciation phylogénique de ces espèces. 



( N o m b r e  de compsarlrits 
( 

1 
r e s t a n t  ,mrtagCs avec : 

( H.I.S.  
1 

: Absorption par : 
( 

1 
:T. (S. )cruzi:T. (H.) ranqe1i:T. (S. 1d ionis i i )  - - 

( 
(-------------------: -----------------: -----------: -------------: ------------- 1 

( - 1 
: T. (H.)ra.ngeli : . 15 2 1 

( anti-T. (S.)cruzi  : 
( 13 1 - 

1 
: T. (S . )d ion i s i i  : 1 

( 
---------------: -----------------: -----------: -------------: -------------- 1 

- . . 13 
) 

( .  : T. (S. ) c m z i  : O 1 
(anti-T. (13. ) range l i  : 
( 
I 

2 - 
1 

: T. (S . )d ion i s i i  : 12 1 

Tableau V I  : Parentés inmunotaxonomiques spécifiques 
en t r e  Stercorar ia ,  déterminées apras absorption des  
H.I.S. -par les organismes hétérologues. 

I 4.4 .  RELATICNS AU SEIN DU GENRE : l e  genre Lei- shma~r& 

Les organismes de réEérence sont  les prmst igotes  de cultxe 

de  L. donovani souche IDW 263. A l ' a i d e  d'I3.I.S. h a ~ ~ l q u c  c b j e c t i v m t  

29 conpsar i ts  antig6niquesI on t  été analysées les parentés de 1,. donovani -- 
vis-à-vis de s i x  au t r e s  esp2ces de Lsishrmnia. C e s  d i f f é r en te s  esp5ces 

-__I 

mintenues  in v i t r o  peuvent être raparties en quatre grou&s : 

(a) l e  groupe des  I e i s h w i a  humaines de l'Ancien Monde, c 'est-à-dire l e  - 
coniplexe donovani-tropica, s o i t  L. donwani : deux souches méditerranéennes - 
(ITTW K263 e t  TUNIS) , e t  L. t ropica : souche humaine d ' I r an ,  forme mi-nor (D) 

P 

(b) le  groupe des  I;eish.nania humaines d'Amérique Latine représenté par  : 

L. mexicana (LONDON - L11) 

(c) le groupe des  Lcishrnania de  mammifères n ' in fec tan t  pas l'hommc, représenté - 
par L. enrietti 

(dl le groupe des  L e i s h m i a  de  Reptiles a f r i ca ins ,  représentG par L. a d l e r i  

(LW-L123) e t  L. t a ren to lae  senegalensis (CIO) . 



. . 
Les indices d'isolcgie (i) des composants solubles rassemblés 

dans le tableau VI1 et synthétisés à l'aide de l'kistogranme (fiqure 32) per- 

niettent les cornentaires suivants : 

(a) le qroup des Uishmania humaines de l'Ancien Monde (ccxnplexe donovani- 

tropica) . 
Une grande similarité antigénique s'observe entre L. &novani et 

L. tropica forme minor. NNémins, des différences quantitatives mrq16es appa- 

raissent entre ces souches. 

Qualitativement, l'épreuve drabsorpti.on croisée d'un premier H.I.S. 

a entraîné un épuisant complet des réactions croisées ; par contre, l'absorp- 

tion d'un second H.I.S. a permis de Inettue en évidence l'existence de spécifi- 

cités antigéniques diez L. donovani vis-à-vis de L. tropica. Ces spécificités 

intéressent un nombre rcduit d'antigènes, de l'ordre de deux compsants m u -  

noélectrophorétiques. 

Tableau VTI et fipre 32 : Parentés antigéniques 
de L. donovani au sein des Ieishmania (Nombre de -- - 
ccgnpsants communs -n- et indices d'iso1c;gi.e -i-). 

( 'L-tro .A-: ica' 1 
( 

' L. donovani ' i~unor L .mxicana : L . enrietti 1 L . adleri L . -tiarentolae - - _ .  -- . ---.<-- ----- 
) 

( (Iran) 1 
! --------------: ---------: -------- ---------: ----------: -------: ------------. 1 

( H . I . S .  ant i -  : 29 : n = 2 7  n = 1 2  : n = 1 2  : n = 2 2 :  n-21 ) - 
( L.donovani : i=1,0 : i=0,9 : i =0,4: i=0,4 :i=0,7: i=0,7 ) 

INDICE D'ISCLOGIE ?ES COMPOSANTS SOLUBLES 
--ryi.-irr--w.ww2-7 M - - - * ~ , ? - . I - L I .  

L .donovan i  CA= --_... -__. -...-*L- - = , ----J =w-OO 

, , ~ - m q - 2 . - - a s P ~ m  p ---.---F-* w = - , - n w v  v- 

L. t rop i ca  [ m i n o r )  -r.W~-~.a.--ud-- --. .-- -. _c. 
L. m e x i c a n a  

-. ---W.-" 
L. e n r i e t t i  "--- 

-"i-"rr'lavimrPm*r-iV-mm*j -- l.. t a r e n t o l a e  &I 
&-----? -&rr--*>~-~*. 



ï.e complexe L. dcnovani-tropica a p r a i t  donc constitué par des 

organisms antig6niquemnt t r è s  voisins, chez lesquels il peut néanmoins exister  

l des spécificités de l 'ordre de 1 à 2 canpsants, i r r 6 q u l i è r e ~ n t  reconnus par 

nos H.I .S .  I 
(b) Le groupe des Leishmnnia humaines d'Amérique Latine. 

I L. mcxicana présente des différences inmunostructurales t r6s  

marquées vis-à-vis de ---- L. donovani. Il s'avère que l ' indice d'isologie des 

I compsants solubles (i = 0,4) t raduit  une divergence antigénique notable 

(c) En ce qui concerne L. en r i e t t i ,  ce t te  leish-nanie présente des différences 

antigéniques de mêrrie imprtance que celles présentées par -- L. mxicma - - vis-à-vis 

du *me organisme de référence que p r é c é d m n t  (indice dequatredixièms).  

(dl Les résultats  obtenus à props  des Leishmania de Reptiles afr icains sont -- 
quelque p u  surprenants. Etant donnS les  différerxes rencontrées entre 

donovani e t  l e s  autres Leishmariia - p r a s i t e s  de ?lanifères, on 

~muvait s 'attendre dans ce-cas p r t i c u l i e r  à observer des différences encore 

plus marquées. 

En f a i t ,  L. donovani e t  une souche de L. adleri p r t agen t  l e s  --- 
sept dixièmes de leurs compsants antigénique~. Ces deux espèces se mntrent  

a ins i  remaq-uablertent v ~ i s i n e s ,  au point que nous avons cru in i t i a l emnt  

à une erreur de laboratoire. L a  souche de L. adleri considérée e s t  ce l l e  isolée 

par HEISCH en 1954 au Kenya à Amtir d'un lézard Iacerta, injectée à des hams- 

t e r s  par ADLER e t  r6isolée de l a  ra te  d'un hamster en 1956 ; t r o i s  lignées de 

ce t te  souche ont é té  étudiées : deux provenant de l a  cryobafique de l a  Tandon 

School of Tropical Medicine and klygiene e t  une lignée comuniquée par l e  

Leishmania Reference Center of  usalem lem. Néanmoins, l e s  s$cificités de 

L. donovani, par rapport à L. adleri ,  sont réduites mais nettes ; e l l e s  sont 

suppr tées  par un minimum de 5 compsants. Ces résultats  se voient c o n f i d s  

par l'examen d'une souche sénégalaise de L,  tarenlzolac qui p r t a g e  également 

l es  sept dixièmes des composants totaux de L. donovani. 

De ces données se dégagent donc t ro i s  niveaux dis t incts  de parentés 

pamii l es  Le ishmia  envisagées : 

(a) l e  complexe donovani-tropica du bassin méditerraneen, partageant des struc- 

tures antiguiiques pratiquement similaires ; 



(b) l e  complexe des Leishmania parasites de Reptiles africains, présentant des -- 
parentés t rès  imprtantes, supportées par sept dixièmes desstructures, avec 

les Leishmania humaines du bassin méditerranéen ; 

(c) les Leishmania d'Amérique Latine dont les  parentés avec L. donovani sont 

relativement réduites e t  concernent les  quatre dixièmes des structures. 

Les kishmanies de l'Ancien 1.lcnde formeraient par consécpent un groupe 

bien hmqène, tandis que celles du Nauveau Monde se sé,xiareraient assez 

nettement du premier. 

4.5. PARFNTES ENTRE LES TRYPANOSOMES SALIVARIA, E S  T~?YPANOSOSOL3ES ST!iRCX)IWRW --- - 
ET LES 

Dans UI travail précédent (AFCEKCN e t  a l . ,  1973) à lraiddn d'H.1.S. 

anti-T.bruceiet anti-T. cruzi, nous avons relevé des indices d'isologie de 

l'ordre de : 0,4 entre Stercoraria (T. cruzi) e t  Salivaria (Te brucei) , e t  

de l'ordre de 0,3 entxe les  genres Trypanosom (T. cruzi, T. brucei) e t  - 
Leishmania (L. donovani.) (tableau V I I I )  . - 

L'analyse imunoélectro?horétique e t  les  épreuves d'zhsorption 

croisée, effectuées avec les  H . I . S .  an t i -L .  donovani (LE e t  a l . ,  1976b) 
P. 

(tableail V I I I )  , confim2nt parfaitement les  résultats ant6rieurs. 

\ antigènes 

z 34 n = 1 4  n = 1 0  : 1 
( anti-T.brucei : 

i = 0 , 4  i=1,0 i = 0,3 1 NE 1 
1 

n = 9  : n = 9  1 29 n = 1 2  1 (arrti-L.donovani : 
( 

i = 0,3 1 i = 0,3 : i=1,0 i i = 0,4 ) .l 
NE = non effectue 

Tableau V I 1 1  : Parentés antigéniques (nombre de 
composants communs -11- e t  indices d'isologie -i-) 
entre Trypanosomatidae hétéroxènes. 



-vpw=ni- T . [ T l  b .  b r u c e i  

L. mex i cana  

Figure 33 : I s o l q i e  antigénique t h o i p é e  par 
T. cruzi  au sein des Trypan - osomatidae hé teroxènes , - 

Qualitativement e t  à quelques nuances près, ce sont l e s  mêms 

conipsants de L. donovani qui se retrouvent t a n t  chez T. c m z i  que chez 

T. brucei ; ceci se voit  entièrement v é r i f i é  par l e s  épreuves d'absorption 

croisée (tableau IX) . 
En e f f e t ,  l 'absorption d'un H.I.S. anti-T. c m z i  e t  d'un H.I.S. 

anti-. brucei par l e s  antigsnes hé téro lgues  f a i t  disparraitre l a  quasi- 

t o t a l i t é  des systèmes précipitants cmnuns. 

( Nombre de cmmmsants 1 
( 

L 

H. 1 .S. 
: Absorption : restant  y r t a g é s  avec : 1 

( Dar 
( 

: T.cruzi . ' T.br-ucei : L.donovani 1 
( 

1 
1 

\ 1 

Tableau I X  : Parentés irrisnwiotaxm~ques 
spécificpes ent re  Dypanosomtidae hét6- 
roxènes après absorption des H.I.S. par 
les organisres hétérologues. 



. . Des résultats similaires ont été obt-enus avec 1'H.I.S. anti-L. dono- 

vani - absorbé par les antigènes hétérologiies des deux espèces du genre Trypa- 

11 apparait donc que L. donovani e t  T. cruzi ne sont pas rel iés  par 

des affinités particulières malgré leur multiplication intracellulaire. 

Il existe donc une structure inmunochimique fondamentale commune 

à ces t ro is  espèces, de l'ordre des t rois  dixièmes des compsants antigéniques 

totaux. De plus, ainsi qu ' i l  ressort du tableau I X ,  llay/narentemt des 

Salivaria (T. brucei) aux Stercoraria (T. cruzi) e s t  pl= . w q u é  que 1 'apparen-. 

tement de ces deux représentants du genre Trypanoçorna au genre Leishmania. 

En effet ,  4 composants antigéniques engagés dans les parentés T. cruzi - 
T. brucei ne se retrouvent pas dans l a  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 .  SYKTmSE DES L%LATIONS INYüNOTAXONOMI~S 

En conclusion, les renseignements appr tés  par l'analyse immuncélec- 

trophorétique mettent en évidence : 

1. l'hamgénéité de l a  section Stercoraria (six dixiSmes des comlpsants solu- 

bles analysés sont partagés entre T. cruzi, T. dionisii e t  T. rançeli); 

2. l'hstérogénéité du genre Leidmania, au sein duquel trois niveaux distincts -- 
d ' a-pentement puvent ê tre  observés ; 

3.  l'apparentement sensiblement équivalent entre Salivaria - Stercoraria e t  

Leishmania, correspndant environ à t rois  dixièmes des structures antigéni- 

ques individuelles. 

Les h p t h è ç e s  phylogénétiques, r é k l t a n t  de ces parentés antig6ni- 

ques e t  camparées aux données zoologiques, sont exposées dans les "discussions" 

(chapitre 9.2.1. ) . 



CWITRF: 5 : LES COMPOSANTS SPSCIFIQUES DE T. (S. ) CRIJZI , de L. DO'I\JOVANI ET 

DE T. (T.) B. GAMBIJ3NSE 

Les  conrlpsants non concernéspr  les réactions croisées en t re  orga- 

nismes d i s t i n c t s  constituent en f a i t  l a  "personnalit6 antigénique" des sous- 

genres Schizotrypanum, Trypanozoon et du genre Leishmnia ; p s s o n i a l i t é  dont 

le t r a i t  le plus s a i l l a n t  est repr6senté par au moiris un compsant "remarquable" 

par son immunogénicité. Nous avons egalemnt trouvé au niveau des Trypanosoma- 

t idae ,  l 'existence d'un c o r n s a n t  antigénique "remarquable" p r  son immunogé- 

n i c i t é  e t  sa  spéci f ic i té .  C e s  notions deUperçonnalité antigénique" ont  é t é  

initialement décr i tes  chez les helminthes par CAPFON e t  a l .  (1968a), 

C A P R I N  (1970) . 

Parmi les compsants constituant l a  s t ructure antigénique de  

Ti cmzj. accessible à l 'analyse immunoélectrophor6i-iqile, l ' un  d'eux se dist in--  

guai t  par le caractère remarquable de son immunqénicité l o r s  de l ' hnun i sa t ion  

eqérinientale du lapin ( c h ~ i t r e  3.2.1.3. ) . Il s ' a g i t  du cornpsfm t objectivé 

p-r l 'arc de précici tat ion n05. Nous avons m n t r é  a n t é r i e u r e ~ n t  que ce c m -  

s u t  était présent chez les t r o i s  souches de T. c ruz i  étudiées, e t  q u ' i l  ne 

p a r a i t  pas être engagé dans des réactions croisées ent re  organisnes taxono- 

miquement d is t inc ts .  

A f i n  de rendre l a  dèmnstration plus évidente, nous avons absorbé 

les antisérums anti-T. cruzi par des e x t r a i t s  antigéniques de T. d ion i s i i ,  

T. rangeli ,  T. brucei e t  L. donovani. Les inanuncélectrophorégrmes - 
(figure 34) é tabl issent  l'absence de réactions croisées concernant le ccanpsant 

n05 de T. cruzi.  

Bien entendu, nous ne pouvons affirmer l a  spéci f ic i té  absolue 

du compsant n05 Cie T. cruzi ,  au sein de l a  section Stercoraria en l'absence 

d'une étude complète menée à l ' a i d e  des principales espèces d e  l a  sect ion 

( t r o i s  sous-genres : Megatrypanurn, H e r p e t o m ,  Schizotrypanum représentant 

15 espèces environ). N é m i n s ,  é tant  donné que seuls  T. rangel i  e t  T. cruzi  

sont parasites de l 'home e t  que notre but principal est d'ordre diagnostique 

e t  h i u n i t a i r e ,  nous puvons dans ces l imites  considèrcr le compaç~mt n05 

m e  "sp5cifique" de T. c m z i  par rapport aw. autres  Trypanosmtidae 

parasi tes  de l 'home.  



Fique  34 : Réaction homologue des anti-: 
sérums anti-T. cruzi éplisés par des ex- 
t r a i t s  d 'orq%ismes hé-tiroloques , démn- 
t rant  l a  s s c i f  i c i t é  du cornposant 
remwquable n05 de T. cruzi. 

COMPOSANTS N O  4 e t  24 de L. CONO7ANI 

Les composants n04 e t  24 de Leishmania donovani, correspondant -- 
aux arcs d é n o d s  a et  b dans une publication antérieure (LE RAY e t  a l . ,  1973b) 

sont remarquables par leur imrmuiogénicité e t  p r  leur spécificité (LE M Y  

e t  a l . ,  1976a) . 

(a) i ls  déterminent l 'apparition précoce d'anticorps précipitants 

lors  de l'immunisation expérimentale du lapin à l ' a ide  d'un broyat 

de promastigotes, en absence de toute substance adjuvante 

(chapitre 3.2.4.2.) ; 

(b) ils térmignent, au sein de l a  famille des Trypanosomtidae d'une 

spécifici té restreinte au genre Leishmania, à l'exclusion du genre 

?-(panosorna (T. brucei,T.gambiense, T. rhodesiense, T. cruzi) et 

des bactéries du genre Mycobacterium, c o m ~  l e  démontrent les - 
épreuves d'absorption (figure 35) . 



I L. donovanin I 

1 M. chelonei O I 

Figure 35 : Réaction hmologue des anti- 
sérums L. donovani, après absorption par -- 
les extraits antig~niwes hétérologues de 
Trypc..ioçorna e t  de t3cobac teriur , démon- --- - - - 
trant -pe l a  spécif icitté anti.gCnj.que des 
compsmts renlaryuaules 4 e t  2 4  es t  limitée 
au genre Leishmania. 

(cl enfin, au sein du genre Leisknania, ces mn~psants ont une s ~ é c i -  

f i c i t é  sub-générique : 

(i) ils sont présents chez L. tropica e t  L. adleri, tout en presentant une 

variabilité nette de leur mobili té élec trophoré tique (figure 3 6 ,  A) ; 

(ii) ils sont absents des structures de L. enr iet t i  (figure 36, B) ; 

(iii) seul l e  composant 24 es t  présent chez L. mexicana (figure 36, B) . 



L. adleri 
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24 
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Fiqure 36 : Spécificité subgénéricpe des 
cmpsants  4 e t  24 de L. donovani. 

L'étude des compsants spécifiques de stade e t  de Spe antigénique 

de T. b. qambiense (AFCHAIN e t  a l . ,  1975a) a été conduite avec des H.I .S .  

an t i - foms de culture e t  ant i - foms sanpicoles soumis à des épreuves d'ab- 

sorption croisée selon l e  protocole classique (chapitre 2.5.2.). Afin d'éliminer 

les  anticorps dirigés contre les ccenposants provenant du milieu de culture 

(sérum de veau) ou de 1 'hôte vertébré (sérum dé ra t )  , les H. 1. S. ont é t é  sys- 

tématiquement absorbés au préalable par ces protéines sériques. 

5.3.1. Spkif ic i tés  l iées au stade évolutif 

1 

La comparaison des trypomastigotes de culture e t  sanguico,es révèle 

des différences qualitatives e t  quantitatives au niveau de la zone ca.thcdique 1 
1 

des ~oélectrophor6grammes (chapitre 3.2.3., figure 2 6 ) .  



L'absorption de 1'H.I.S. anti-formes de culture par un ext ra i t  

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

rUnentales, l a  présence d'au ntoins quatre compsants spécifiques des formes 

de culture vis-à-vis des formes smguicoles (figure 37, A ) .  

Inversement, l'absorption de 1 ' H . I . S .  ant-i-formes sanguicoles 

par un extrait  lyophilisé de f o m s  de cd tu re  rmntL-e l'existence de plusieurs 

composants mtigéniqueç (au moins quatre) sflcifiques des formes smyuicoles 

(figure 37, B) . Ces cornpsants ont tous m e  localisation catinodique sur les 

diagames inanun&lectrophorétiques. 

Figure 37 : Compsants spécifiques de stade -- 
évolutif de T. b. grnibiense 

-7 

- Lilat-1 : extrait  antigénique de 
T. b . gc&~iense (forme sanyuicole du séro- - 
type LiTat-1); 

- TgC : extrait  de T . b . gambiense, forme de 
cul t u e  ; 

- 1 : sérum anti-T.b.qambiense, fome san- 
guicole du sérotype LiTat-1, absorbé par 
du sérum de ra t  e t  un extrai t  anticrénime - d .' 
de T. b . grnibiense , f orne de cultufe ; 

- 2 : sérum anti-T. b.gambiense , forme de 
culture,abr;orbZ nar du s é m ~  de veau e t  un 
extrait- antigénique de T. b . qatbiense , f o m  
sancpicole du sérotype LiTat-1. 

l 
1 

Il existe donc, à chaque stade de T. b. g k i e n s e ,  plusieurs 

campsants antigéniques spécifiques. 



. . 
5.3.2. Sec i f ic i tés  l iées au t y - p  antigénique (antigènes variables) 

Après obtention de deux ppulatioris sanguimles clônées représentant 

respectivement les ty~es antigéniques LiTat-1 e t  LiTzt-2, e t  des hyperirranunsérwns 

correspondants : 

(a) 1 'absor~tion d 'un H. 1. S. anti-sérotlype LiTat-1, par un extrai t  

lyophilisé du sérotype LiTat-2, révèle l'existence de deus composants 

cathodiques sp5cifiques du sérotype LiTat-1 (figure 38, A) ; 

(b) réciprqui.mnt, après saturation de 1'H.I.S. anti-LiTat-2 par LiTat-1, 

deux antigènes de localisation cathodique s'avèrent spécifiques du 

sérotype LiTat-2 (figure 38, B) . 

Figure 38 : Coqmsants spécifiques du type antigénique 
- LiTat-1 : extrait  antigénique de ~ . b . ~ x b i e n s e ,  

- 

-- 
sérotype LiTat-1 ; 

- ~ i ~ a t - 2  : extrait  antigénique de -T . b . gCunbiense, 
sérotype LiTat-2; 

- 1 : sérum anti-T. b.gambiense, sérotyp LiTat-1 
absorbé par du sérum de ra t  e t  un extrait  antigz- 
nique du sérotype hét2rolgue LiTat-2; 

- 2 : sérum anti-ll.b.gambiense, sérotype LiTat-2 
absorbé par du sérum du ra t  e t  un extrait  antigé- 
nique du sérotype hétZrologue LiTat-1. 

i 

Il existe donc au moins,dans chaque population sanguicole de 

type  antigénique distir,ct,deux compsants sp6cifiq~es du sérotype. Après 

les épreuves d'absorption, les  contrôles d 'épuism~nt  en macro-double diffu- 



sion e t  en par t icul ier ,  les résu l t a t s  comparatifs de l ' i n m & l e c t r o p h o r ~ s e  

(figure 38),  les deux comnosants antigéniques spécifiques du sémtype çangui- 

cole LiTat-1 montrent une absence to ta le  d ' iden t i t é  avec les Ü~IX compsants 

antigéniques spécifiques du sérotype sanguicole LiTat-2. C e s  composants ont 

l a  M e  llocalisation imunoélectrophorétique chez les deux clones étudiés.  

Ils expriment l a  spéci f ic i té  i m o c h i m i q u e  de chaque variant.  

Parmi l e s  T s a n t s  anticjhiques caractéristiques du p r o f i l  himu- 

noélectrophorétique d'un parasi te  donné, l e s  uns ref le tent  l a  personnalité 

antigénique de l 'espèce, tandis que d 'autres  voient leur  spéci f ic i té  li6.e 

au stade évolut if .  

C e s  observations penm~ttent  de dégager deux notions d i s t inc tes  : 

(a) d 'une part, en ne considéralit que l e  seul stade évolutif cle cul ture,  

l 'é tude comparative des forines de cul ture des Trypanosomtidae met 

en évidence des compsants remarquables qui sont de véri tables  

témoins taxonomiques du groupe ou de 1' es$ce considérée. 

C ' e s t  a ins i  que l ' é tude  des formes de culture de T. cruzi_ e t  de -- 
L. donovani a mis en évidence 1') l e  composant antigéniqcie n05, 

spécifique de T. c r u z i  pxls rapport aux autres  Trypanosomt.idae étudiés, 

2') plusieurs corrpsants remarquables de L. donovani dont l ' u n  (11'24) 

para i t  spécifique du genre Leishmania e t  l ' a u t r e  ( ~ ' 4 )  propre au 

co.plexe donovani-tropica. N'ont é t é p r i s e s e n  considération que l e s  

seules espèces parasi tes  de l ' h m .  

(b) d'autre  part ,  chez une espèce donnée,. plusieurs composants sont  

spécifiques des d i f férents  stades e t  constituent donc des Grrioins 

du cycle évolutif  c q l e x e  du parasi te .  

C ' e s t  a ins i  que, chez T. 5.  qarnbiense, plusieurs composants sont 

spécifiques des tr(?.mstigotes de cul ture,  d 'au t res  sont spécifiques 

des t rypmast igotes  sanguicoles ; pamii ces derniers deux sont  carac- 

té r i s t iques  du type antigSnique sangdcole e t  sounUs au phénomène 

de variation antigénique. 



Dans le chapitre suivant, a n s a c r é  au diagnostic imnunologique 

des w a s i t o s e s  dont nous venons d'étudier l e s  agents étiologiques, nous nous 

smes efforcé d ' envisager l ' in té rê t  imrminolcgique des composants spécifiques 

au cours des infections expérMnta les . e t  des infections naturel les  hwnaines 

e t  animales. 



CHAPITRE 6 : 7NlTTZET DIAGNOSTIQUE DZS ANTIGENES SPECIFIQUES DES TRYPANOCXBIN'IDAJ3 

L'un des aspects les plus s ign i f i ca t i f s  des relat ions unissant les 

parasi tes  à leurs hôtes réside dans l a  nature e t  l ' i n t e n s i t é  des réactions 

de l ' hô te  au parasitismr. 

Les nombreuses investigations concernant les aspects hnunologiqies 

desi re la t ions  hôte-parasite chez les champignons (BIGUET e t  a l .  , 19 64) e t  les 

helminthes (CAPIION et  a l . ,  1966) nous ont  servi de mcdèle dans cette étude q u i  

nous a m n é  à déceler e t  ident i f ie r  les pxécipitines sériques élaborees au 

cours des infections e x p é r h n t a l e s  e t  naturel les  d l ~ s  aux ~ r y p a n o s m t i d a e .  

6.1. DIAGNOSTIC ~IIJNCEXECTROPHORETIQUE DES AFFECTIONS HUlvWNES A ~RYPANOSO&&- - 
2DP?I2 

L'étude irrununoélectrophorétique des réactions h w r a l e s  chez des 

hôtes i.xifectés expérimentalernent ou n a t u r e l l e n t  a l'avantage de proposer 

une nouvelle technique diagnostique e t  présente, en outre,  l ' i n t é r ê t  d'appré- 

c i e r  l'imrmuiogénicité des composants l e s  pl- spécifj.ques du parasi te  considSré. 

6.1.1. Maladie de Chagas 

L'étude, en imrminoélectrophorèse, de l 'évolution des anticorps 

précipi tants  au cours de l a  t r y ~ o s o m i a s e  à T. c m z i  a é t é  entreprise chez 

l a  souris  expérimentalement infectée e t  chez l 'home naturellenent contamin6. 

La local isat ion des fract ions e t  l 'é tude d e  l 'o rdre  d'apparition des précipi- 

t i n e s  correspondantes a permis de confirmer l ' i n t é r ê t  théorique e t  pratique 

du -sant n05 de T. cruzi.  

6.1.1.1. Développwnt ----- ----------------- des  anticorps -- p r é c i p i t a n t ~  ---- ------------- au cours 
de l ' infec t ion  expérimentale de  l a  souris ---------------- ....................... 

Une étude i n i t i a l e  (AFCHAïN e t  CAPRON, 1471) a été menée avec 

50 souris (souche SWISS) infectées par voie intrapéritonéale avec une dose 

de 2000 trypomastigotes sanguicoles (souche T .  cruzi  ~ulahuen) par souris. 



Depuis, ce t te  expérience a étS entièrement reproduite avec 50 

souris Swiss à l a  dose de 4000 trypamastigotes (souche T. cruzi Tehuantepec) 

par souris. Avec ce t te  deuxième soudie de T. cruzi,net;tment nnhs  pathogène 

pour l a  souris, nous avons obtenu des résultats  comparables à ceux de l a  

première expérience. Aussi, nous ne ferons que reprendre brièvement le travail  

i n i t i a l  dans l e  but d ' é tab l i r  12 cinétique de l 'apparition des anticorps 

précipitants e t  l a  caractérisation des composants antigéniques mrrespndants. 

- a) l e  Tableau X mnt re  l e  noh re  de systèmes précipitmts mis en 

évidence dans l e s  sérums de m i s  par l ' ex t ra i t  soluble de --- T. cnizj. . 
Le nombre myen de systèmes préc ip i tan t~  se s i tue  entre 7 e t  8 

du 80ème au 280èm jour ; mis p u r  deux souris, entre le 220ème 

et l e  280ème jour, nous avons observé 11 précipitines sériques 

(figure 40, B) . 
- b) La figure 39 montre le nombre moyen d'arcs de précipitation e t  l a  

parasitémie en fonction du temps d'infection : 

. en période de parasitémie (entre l e  1Sème e t  le  3 0 h  jour) , 
le nombre de systèmes précipitants est presque nul (il y a quelqii2- 

fo i s  présence de l ' a r c  spécifique n05 : figure 40, A) ; 

. en absence de parasitémie, pndant l a  phase chronique de la 

maladie, l e  nombre d 'arcs de précipitation,révélès les sénuns 

des animaux infectés, augmente prqress&e;rrient p u r  atteindre un 

niveau t r è s  élevé. 

SOURIS T .  cruzi Tul. 
A t  d 3 0  j 

Figure 40 : Anticorps précj.pitants décelés chez - * des sur i s  expérimntalement infectées depuis, 
respectivement, 30 jours (A) e t  238 jours (B) .  
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Tableau 1 . Nombre de systèmes précipitants mis  en évidence en immuno- 

électrophorèse par l'antigène T. cruz i  dans les sérums de souris infectées 

par T. cruz i  et répart is selon l a  durée de l'infection. 

I 
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Les réactions humorales de l a  soirris sont donc relativemnt impor- 

tantes au cours de l'infection expérimentale par T. cruzi. Le composant n05 -- 
de T. cruzi, coqmsant l e  plus repasentatif de l'espèce, détermine l a  

~roduction des premières précipitines observées. 

6.1.1.2. Diagnostic -- i-----.---i--------i-L--L--L.-LL ~ o é l e c t r o ~ h o r é t i y e  ----,----------- de l a  maladie 

Nous avons dis-msé de 3 groupes de sérums de sujets a t te ints  

de maladie de Chagas : 

a) 27 sérums de malades confimiés sérologiquement (fixation du compl6rnent 
9 -msitive ) e t  cliniquement : 

. 10 malades en ?hase aiguë 

. 17 malades en phase chronique 

b) 16 sérums de mlades à sérologie p s i t i v e  mais sans signes cliniques 

c) 11 sérums de malades suspects à sérologie négative. 

L'étude des a n t i c o ~ s  précipitants, effectuée en irmnuioélectrophcf- 

rèse, fut  réalisée en confrontant les divers s é m  humains (concentrés au 

t iers)  à l ' ex t ra i t  soluble de T.'cruzi. Les tableaux X I ,  X I I ,  X I I 1  e t  X I V  

résument les résultats qu ' i l  fut  ~ ç s i b l e  d'obtenir e t  autorisent les  ccmnen- 

taires suivants : 

a )  Sérums de malades confirmés sérologiquernent e t  cliniquemnt (tableau X I  : 

en phase aiguë ; tableau X I I  : en phase chronique) 

En phase aiquë e t  chronique, on décèle l'existence d'une réaction 

de précipitation ~ s i t i v e  dans l a  total i té  des cas (figure 41, A ) .  En  hase 
chronique, il es t  imprtant de noter la  présence presque constante des anti- 

corps produits par l e  c ' o ~ s a n t  n05 de l'antigène total .  Ce composant e s t  

égalerrient responsable des premiers anticorps décelés au cours de l ' ~ i s a t i o n  

ar t i f ic ie l le  du lapin e t  l a  trypanoscmiase expérimentale de l a  souris (figure 

41 ,  B) . En phase aiquë, l e  narnbre d'anticorps précipitants e s t  faible (1 à 3 . 

arcs de précipitation) ; Dar contre, un augmentation significative du taux 

d ' anticorps s 'observe dans les sénnns de malades en phase chronique (maxim~n I 

observs : 9 systèmes précipitants) . 
X Les réactions de fixation du complément ont Été réalis6es e t  interprétées 

par l e  laboratoire du Professeur PRATA - Bahia (Rrésil) 



T a b l e u ? ~ X I  h'ottzbre d r  s.ystèmes précipitants ntis e n  Cuidence par 1'cntil;Pne 
T .  C R U Z I  dans les sérums de malades confirnaés, e n  pliase niçue. 

~ a b l e a z ~ x n  No?nb?e de s?/.stè?~zes précipttants mis  e n  évidence pqr l'antigène 
T .  CRUZI  dans les sérums de malades conf ir~nés ,  e n  phase 
chbonique.  

Abréviations employées dans les tableaux 
Race: hf = mulâtre 

N j noir 
B = blanc 

Aye: A d  i Adulte 
F C' : fixation d u  complément. 
C .  H. F. : "congestive hesrt failuren. 
M .  O. : megaoesophage. 

~ a b l e a u X 1 f l ~ o n : b r e  de  precipitines sériques décelés par l'antiqè?~e T .  CRUZI  
dans les sérums de ~ t ~ a l a d e s  a sérologie positive (F C'j  ntais sans 
signes cliniques. 

I sérums II Immuno- 
électrophorèse. I 



1 = Sérums HUMAINS T.cruzi 
t 

T. cruzi 0 
r 

2 = Antisérum [ [A f lM ]  T . cruz i  

Figure 4 1  : Systèms precipitants mis en 
évidence en immunoélectrophorèse (micro- 
méthode) par un ex t ra i t  hydrosoluble de 
T. cruzi dans l e s  s G r u n ~  de sujets  Chaga- - 
siques (A e t  B) 
- B) ~Yise en évidence du systèm précipi- 
tant  n05 par l'antigène to t a l  T. cmzi  ; 
cmparaisori avec les premiers anticorps 
decelés au cours de l'inanunisation expéri- 
mentale du lapin. 

b) Sérums de malades à sérologie p s i t i v e  m i s  sans signes cliniques (TableauXIII) 

Sur les  16 sérums étudiés, nous avons pu révéler des anticorps 

précipitants dans la  m i t i é  des cas. La majorité des réactions positives s'expri- 

ne par un ou deux arcs de précipitation dont notanient l e  c o ~ s a n t  n05. 

c) Sérums de malades suspects à sérologie négative (tableau XIV) 

Dans l e s  11 sérums étudiés, nous avons décelé des précipitines en 

nombre élevé pour 4 cas avec présence de l ' a r c  remarquable n05. 



~ableaux1VNoînbre de systèmes précipitants mis en évidence par l'antigène 
T.  CRUZI dans les sérums de malades suspects a serologie néga- 
tive ( F .  C'). 

_ E .  A .  N .  

! .A.C. 
- J.L.L. 

53.S.E. 

Ce travail préliminaire (AFCIWN et al . , 1970), réalisé en irrmu~o- -- 
électrophorèse, révèle pur la première fois, de manière precise, l'existence 

d'anticorps précipitants dans le sérum de su jets en phase. ai.yë de maladie 

de Chagas et une augmentation significative du taux des anticorps dans les 

sérum de mlades entphase chronique. 

La présence pratiquement constante dans les s é m s  des anticorps 

correspondant au compsant antigénique n05 de l'antigsne total et la haute 

spécificité des réactims qu'il détermrine, dkntrent ainsi les possibilités 

nouvelles de 1 ' irmainoélectrophorèse dans le diagnostic irrmunolcgique de la 
maladie de Chagas. 

I .M.J .  
A.C.O. 
M . E . i \ A . B .  

6.1.2. Leishmaniose viscérale 

1 2 F  

6 7 M  
5 

Dans .un premier temps, l'immunogénicité privilégiée des composants 4 

et 24 de L. donovani a été étudiée chez le hamster expéri~ntalement infecté 

et chez le chien naturellement contaminé. Dans un deuxièrre temps, consacré au 

kala-azar humain (LE RAY et al., 1973b), nous avons approfondi les observations 

de RANQüE et al. (1969a et b) à l'aide de l'antigène horriologue L. donovani. 
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( 
( Chiens : i Imcrunoélectrophorèse 1 
( cas : 
(1 : Nbre d'arcs : arcs spécifiques ) 

( 1 

Tableau XV : Anticorps précipitants anti- - 
L .donovani observés dans l a  leishmaniose 
vi.scéralc canine parasitologiquunent con- 
f i d e .  

Figure 43 : h a l y s e  inununoélectrophorétique du 
sérum d'un chien at te int  de leisinnaniose viscé- 
rale confimiée ' 

* Les sérums nous ont été confi5s par l e  Professeur R I O M  (Montpellier) (*1) 

l e  Professeur WILICI (Marseille) (+2) . 



6.1.2.1. Lr;s an t icoqs  précipitants chez l e  hamster e@- ----------. -- ---- ......................... -- 
r i m e n t a l m t  infecté e t  chez l e  chien naturel- ............................................... 
lenient infecté -------------- 

a) Hamsters .  Les composants n04 e t  24 déterminent l 'apparition précoce d'anti- 

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

l nus en premier l ieu  ainsi  que l ' i l l u s t r e  l a  figure 42. 

0 + 
=HAMSTERS l4Djl 1. d o n o v a n i  

I -0 

Fiqure 42 : Apparition précoce des dnticorps 
précipi-tants correspndant aux composantsn04 
e t  24 chez le hamster expérirrientalement 
infecté depuis 40 jours par L. donomni. 

b) Chiens. les compsants 4 e t  24 sont reconnus avec une fréquence é1evi.e par 

l l es  chiens leishmaniés parasitologiquement confirmés (tableau XV) . 
I Les sérums canins proviennent de chiens dépistés dans l e  foyer 

méditerranéen français. L'analyse irnmunoélectrophorétique de 14  sérums canins 

s ' e s t  révélée positive dans 12  cas e t  permet d;'objectiver de 1 à 15 arcs 

(figure 43 e t  tableau XV) . 

6.1.2.2. Diagnostic ~ c é l e c t r o p h o r é t i g u e  du kala-azar --- .................... ------ --------------- 

1 Notre expérience porte sur l'examen de 18 cas humaips. Quantitative- 
/ 

ment, l a  fréquence e t  l'importance des anticorps précipitants élaborés au cours 

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

paraison des autres affections parasitaires dues à des protozoaires e t  à des 



helmirithes (tableau XVI e t  figure 44) . Des anticorps préci-pitants ont été 

révélés dans tous les cas parasitologiquenent confirmés. Les coniposants 4 e t  

24 =nt reconnus avec une fréquence élevée : à propos de ces 18 observations, 

l ' a r c  24 a é té  révélé dans tous les cas e t  l ' a rc  4 a été révélé à onze reprises 

(tableau XVI) . 

( cas i Irrununoélectrophorèse i 
( humains ' 1 
( : Nbre d'arcs : arcs spécifiquss ) 

( 1 
 ablea au XITE : Anticorps pirécipitants anti- 
L.donovani observés dans l a  leishmaniose 
viscérale liumaine parasitologiquement confir- 
mée 



L .  donovani 

Sérum MUMAIN L. donovani 

Figure 44 : Analyse inrmunoélectrophorétique 
d'un s é r m  de s u j e t  a t t e i n t  de kala-azar 
con£ irmé . 

Ainsi, l a  constance, l ' i n t e n s i t é  e t  surtout l a  spéci f ic i té  des 

réactions d'immuno?récipitation prniet tent  de r e c m d e r  l 'analyse immu- 

noélectrophoréticpe comme méthode privi légiée dans l e  diagnostic inanunolcqique 

du kala-azar. Les résu l t a t s  obtenus permettent d 'a t t r ibuer  égalemnt aux 

méthodes de précipitation en ge l  une e f f i cac i t é  certaine dans 1 'évaluation 

de l ' impr tance  des réservoirs animaux e t  humains de L. donovani. 

Wrs  des contrôles de populations, le recours à l 'hun&lectropi . iorèse 

est cependant entravé par des d i f f i cu l t é s  pratiques (technicitS de l a  rr6thde 

e t  coût en antigène). La micro-double diffusion en gel  corrige ces inconvénients 

elle pmt d'examiner sur une lame p r t e - o b j e t  t r en te  deux sérums à l ' a i d e  

d'un m i l l i g r m  d ' e x t r a i t  antigénique lyophilisé. C ' e s t  a i n s i  qu'une étude 

en cours, avec le  Docteur E3EP.I RACHID de Tunis e t  portant sur 37 sérums de 

l e i s h i o s e  viscérale  in fan t i l e  c o n f h é s  parasitolcqiquem~at, nous a permis 

à l ' a ide  de l a  micro-double diffusion en ge l  de pser un diagnostic imnunologique 

dans 91 % des cas (figure 45) . 
C e t t e  technique, à conüition de déf in i r  ses limites de spéc i f i c i t é ,  

pa ra i t  pouvoir contribuer de manière particulièrement efficace au diagnostic 

, du kala-azar. 



1 = Sérums HUMAIIS L. donovani. 

Figure 45 (x2) : Diagnostic inamulologique de 
l a  leishmaniose viscérale à l 'aide de l a  
micro-double diffusion en gel. La réaction 
irmologique protéine-€ réactive du sérum 
hmain-anti-P .C . R. (Difco) révèle la présence 
d'un é ta t  inflammatoire aigu. 

6.1.3. Diagnostic imrmincélectrophorétiqw de la malzdie du 

s m e i l  à 2-l~- 

La caractérisation chez T. gambiense d'antiqènes s@cific;ues des 

formes de culture e t  des f o m s  sanguicoles nous a conduit à une étude com- 

parative de l a  valeur diagnostique de ces deux stades évolutifs. Les résultats, 

r t é s  en inirrmoélectrophorèse avec les extraits hydrosolubles de trypnastlgotes 

de culture e t  de tqqxmastigotes sanguicoles, ont porté sur 69 sérums de 

malades à T. gambiense -parasitologiquemnt confirr&s. 

L'utilisation d'extraits  de formes de culture ne p e m t  de révéler 

qu'un faible nombre de systèms précipitants (1 à 2) en position anodique sur 

l e  d i a g r m  hnunoélectrophorétique (figure 46 : 1->: "arcs anodiques"), 

de manière inconstante. Par  contre, l 1 a p l o i  ct'lextraits de formes sanguicoles 

permet de révéler en plus, de minière quasi-systématique, l'existence d'un 

ncPnbre limité de s y s t è ~ ~ s  précipitants (1 à 4 ) ,  tous en position cathodique 

(figure 46 : 2--:"arcs cathodiques"). 

Nous avons testé,  à l 'aide des antigènes de culture e t  sanguicoles, 

les  69 sérums de malades provenant de zones géographiques diffelentes. Ie 
1 

tableau XVïI ré- les  résultats obtenus, en classant les arcs de précipitation 

observés suivant leur localisation "anodique" ou "cattidique". 



Fiqwre 46 : Ailalyse irrununoélectrophorétique de 
sérumde pat ients  a t t e i n t s  de rmladie du 
s m i l  à 'T. aambiense. 

T.gC : Antigène T. gambiense fornies de 
cul ture 

T.gS : Antigène T. qambiense formes 
sanguicoles 

A e t  CC : sérums des nalades 
1 -> : "arcs anodiques" 
2 -3 : "arcs cathodiques " 

Tableau XVïI : Résultats comparatifs obtenus en 
irrununcélectrophorèse portant sur 69 sérums de 
nalades à T. gambiense (parasitologiquement con- 
fimiés traTtés ou non t r a i t é s )  

1) 45 sérums provenant du Centre !@dical de Kimpese, province CQ Bas Z a ï r e  . 

( D r  M. WEIIY) 

- "arcs anodiques" avec T. garnbiense Sancjuicole 1 
T. garnbiense Culture } 20 + -j 44 % 

T . bnlcei Culture J 
- "arcs cathodiques" avec T. gambiense Sanguicole 42 +---$93 % 



2)  20 sérums provenant de Côte it ' Ivoire, Abidjan ( D r  J. TOLWZL) (AFCIlAIN 

e t  a l . ,  1975b) 

- "arcs anodiques" avec T. gambiense Culture 1 8 +-40 % 
T . garnbimse Sanguicole 

- "arcs cathodiques" avec T. gambiense Sanguicole 19 +----395 % 

3) Divers : 4 séruniç provenant respctivcment du M a l i ,  Ilaute Volta, Cameroun 

e t  Congo, confiés par les  Professeurs BECQLIET (Lille) e t  GE1\PTILïNI (Pa r i s )  

- "arcs anodiques" avec T. garnbiense Culture 5 2 +  
T. gambiense Saniguicole J 

- "arcs ca-khodiques" avec T. gambiense Sanguicole 2 + 

Tableau XVïII : Pourcentages de positivité , en 
irmrnuloélectr~phorèse, avec deux antigènes de 
T. gambiense e t  portant sur 69 malades parasi- 
tologiquanent c o n f i h s  . 

( 
~ ~ a l i s a t i o n  inarrurm'lectro- : 1 ( 

% de ) 
( -Antigènes . Nbre de : Nbre d'arcs : phorétique des arcs psi-tivitë positifs variant de : 1 
( de précipitation 
(-------------- : --------- : -------------: ----------- i ---------------: ---------.--- 1 
( 1 
( T. gambiense : Aildique 
( f o m s d e  : II- 1 
( CVLTURE : 29 l à 3  - 42 % 

. )  
( 1 
( ou T. brucei : 
(' CULT'URE : 

(-------------- : --------- : ------------- : .......................... : ----------- 1 
( '  1 
( T. gambiense : - Cathodique 
( formes : 63 : l à 4  91  % 
( SANGUICOLES : ) 

Ces donnees nous &nent à envisager t ro is  p i n t s  particuliers : 

- l a  différence observée entre les résultats obtenus à l'aidedesantigènes 

extraits  des trypcsnastigotes sanguicoles e t  les résultats obtenus à l 'aide 

des trypamastigotes de culture ; 1 
- l a  localisation cathodique de l a  majorité des arcs de prhipi ta t ion ; 

- l e  nodre limité de ces syst&nes précipitants. 



La connaissance précise des antigènes spécifiques de stade évolutif et 

surtout leur localisationrnO~perniettent de penser que les anticorps précipi- 

tant~, élaborés au cours de la try-noçamiase humaine à T. gambiense, - parais- 
sent être suscités en majorité par les composants antigéniques spécifiques 

des formes sanguicoles. Dans la maladie du sommeil humaine, le n a r e  de 

systèmes précipitants est très limité. Cepdant, l'utilisation d'un extrait 

antigénique provenant des trypomstigotes sanqdicoles p e m t  de les révéler 

d'une manière quasi-systématique. 

Néamins, m e  question plus fondanianientale restait à résoudre : par 

q~els types d'antigènes ces anticorps privilégiés sont-ils élaborés ? S'agit-il 

de compsants spécifiques du stade sangclicole ou des composants spécifiques 

du sérotyp ? 

1,'utili.sation des deux extraits antigéniques LiTat-1 et LiTat-2 n'a 

-s donné des résultats identiques. Seul l'extrait provenant de la population 

LiTat-1 a permis l'obtention des rGsultats précédents ; l'utilisation de l'ex- 

trait LiTat-2 a donné systématiquement des résultats plus discutables avec un 

nombre d'arcs "cathodiques" toujours moins krtprtant et un muvais équilibre 

antigène-anticorps. 

 absorption d'un sérum humain par la pAmlation sanguicole LiTat-2 

(TgSP2) , quelle que soit. la dose d' Gpuisement, nous a to-LI jours révGlé au mins 

un c~posant altigénique par rapport à la lmplation LiTat-1 (TgSP1) (figure 4 7) . 

l=sérum humain T .gambiense 

Figure 47 : Absorption d'un s é m  humain à 
T. cjanlbiense par un extrait lyophilisé de 
la ppulatzn LiTat-2 (TgSP2) montrant sys- 
témtique~nt un arc de précipitation par 
rapport à la ppulation sanguicole LiTat-1 
(TgSP1) . 





Inversement, l'absorption de ce m ê m  sérum par: un extrait  lyophilisé 

de l a  population LiTa.t-1 f a i t  disparaTtre l a  total i té  des réactions de préci- 

pitation aussi bien vis-à-vis de l ' ex t ra i t  LiTat-1 que de l ' ex t ra i t  LiTat-2. 

Dans nos conditions ex@rim?ntales, on p u t  p i s e r  qu'au moins un 

de ces compsants serait  spécifique du type antigénique LiTat-1. Ainsi, une 

partie de l a  réponse humorale de l 'hôte, partie ilautement siqnificative car 

assurant l e  diagnostic immunoélectrophorétique de cet te  parasitose, serai t  

due aux antigènes variables v;,&cifiques du sérotype. 

Afin d'assurer l a  s]?écificité des résultats diagnostiques en 

irran-lectrophorèse, ont été confrontés aux extraits antigéniques de T. cruzi, - 
L. donovani e t  T. gambiense par les techniques de précipitation en gel : - 

(a) des sérums provenant de cas humains e t  expérimentaux atteints de trypa- 

nosomiase américaine, de trypanosomiase africaine e t  deleisl tmiose 

viscérale ; 

(b) des sérumç de patients atteints de maladies parasitaires, bactsriennes 

ou virales. 

(a) Réaction:; croisées observées en irrunun&lectrophorèse dans les 

infections dé ternunécs par les T'r~manosom~itidae - -- 
Le tableau X I X  présente une synthèse des réactions croisées minimales 

I l  existe donc, p u r  l'ensemble de ces Trypanosomtidae, des réactions 

croisées relativement importantes avec des sérums hurmins e t  expérimentaux . 
Ainsi ces résultats nous recommandent l a  prudence lors d'une interprétation 

diagnostique. 



Tableau X I 3  : Nombre mirmm d'arcs de --- 
précipitation mis en évidence en imnu- 
noélectrophorèse, dans nos conditions 
expérirrieritales, au moyen des antigènes 
homlogues e t  h é t é r o l q ~ e s ,  dans l e s  
trypanosomiases américaine, africaine 
e t  dans l a  leishrianiose viscérale. 

Sémis : 
: Trypanosomiase : Trypanosmiiase : Leishmaniose ) 
: américaine : af ricaine : viscérale ) 
--------------- ------------------- -------------- 1 

1 
: Humaine à : ( \ auris HO- Chien Homme 

( . Bo'Tine :T. gambiense : 1 
!&-Lq?neç--- ------- : ------- : ----- : ---------- : ------- : ------ ) 

(T . gambiense : P. . 2 :  2 N E :  
( culture . 3* - : 2 : 4 )  
! ------------ - ------: -------: ------: -----------: ------: ------- 1 

( 

NE = non effectué 
Jr tous l e s  arcs de précipitation se 
trouvent en position "andique" sur 
les diagr m s  immoélectrophorétiques . 

(b) Ont  é té  u t i l i s é s  des sérums de malades a t te in t s  de : 

l - parasitoses diverses (bilharziose, hydatidose, distomtose, f i lar iose ,  

I candidose, aspergillose, paludisme, amibiase, toxopl-asmse) ; 

1 - naladies bactériennes ou virales : syphilis, hépatite virale,  tuberculose ; 

I - naladies diverses : allergie puhonaire, cirrhose alcoolique du foie,  spléno- 

I mégalies d'origine incertaine, lupus érythémateux disséminé. 

1 A l ' a ide  de ces sérums, l e s  techniques de précipitation en gel 

1 (micro-double diffusion e t  imrmuioélectrophorèse), viq-à-vis desantigènes 
1 

T. cruzi,  - L. donovani - e t  - T. gambiense n'ont permis de déceler qu'exceptionnel- 

1 lement un arc de précipitation c o r n  le souligne l e  tableau suivant. 
i 



- 
( . . 

( : Nbre de cas ) 

( 
( 

Antigènes : Sérums de malades : Micro-DE IEP : de +/au Nbre ) ) 
atteints de 

1 ( : étudies ) 

( T.cruzi et L.donovani : candidose : 0 1 0  *il -c/ : 2/10 
(----------------------: -----------------------: -----------: --------: ------------- 
I 
\ 

( L . donovani 
I 

I gros foie : .IQ : O : (cirrhose alcoolique) . 2/6 1 \ 

C Lupuséryth6mteux ; 1 
(T.cruzi et T-ganibiense : 
( disséminé (Ac anti-DNA) 1 .)@ : : 1/4 1 \ 

Tableau XX : Résultats des contrôles de spécificité 
de la précipitation en gel lors du diagnostic 
des Trypanosomtid6.s. 

Inversement, sur des sérums très riches en anticorps précipitants,prove- 

nant de malades atteints de maladie du s m i l ,  de maladie de Chagas et de kala-azar, 

nous avons effectué, en immunoélectrophorèse, de très nmbreuses reactions vis-à-vis 

d 'antigènes d 'helminthes (S. mansoni, F . heptica, D. viteae , E. granulosi~s , A. suurn) - - 
de ch&mpignons (C. albicans, A. fiiiniqatus) et de protozoaires (E. histolytica, - 
T. qondii) ; nous n'avons jamais obtenu de réactions croisées. 

Ainsi, d'éventuelles relations antigéniques de hasard avec des parasitoses 

très éloignées ou des mladies humaines diverses, observées dans les conditions 

expérimentales de l'inanunoélectrophorèse, n'intéressent les T.rypnosornatidae que 

de façon négligeable et ne peuvent altérer les résultats concernant le diagnostic 

immunoélectrophorétique de ces protozooses. Par contre, à l'intérieur des Twypano- 

somatidae, des réactions croisées importantes sont observées. Ceci nous a conduit 

à étudier les réactions croisées entre les Trypanosomatidae à l'aide de l'in-ununo- 

fluorescence indirecte, technique très employée da& le diagnostic de ces parasitoses . 

l 

1 

diagnostic des Trypanoscmatidae. Malheureusement, comme le souligne le tableau XXI, 

cette technique d'une très grande sensibilité, fait preuve d'un m q y e  évident de 

6.3. ETüDE DIAGNOSTIQUE COMPARATIVE PAR DlMUNOFLUO~S~CE IXDIREC'IE - 

l 
L'immunofluorescence indirecte par sa simplicité technique et l'utilisation 

I 

spécificité. En effet, l'utilisation d'antigènes figurés de T. cruzi, T. brucei et 

L. donovani, opposés à des sérurns de mlades atteints de tryposamiase africjine, 

d'antigène figuré est à priori la mgthode la plus facile à rwttre enqoeuvre pour le 



des t i t r e s  maximaux d 'k~nofluorescence : 

- du 200ème pour les sérums humains Chagasiyues vis-à-vis des antigènes figurés 

T. brucei e t  L. donovani ( l e  t i t r e  &yen(*) , en réaction homlogue, e s t  de 

595 par ra-pprt  aux 20 cas positifs étudiés) ; 

I - du 400ème pour les s é r m  de malades atteints de kala-azar vis-à-vis des 

antigènes figurés T. cruzi e t  T. brucei ( l e  t i t r e  moyen, en réaction homologue, 

e s t  de 821 par rapport aux 10 cas p s i t i f s  étudiés) ; 

- du 50ème p u r  les sérums de sujets atteints de maladie du som,eil à T. gam- 

biense vis-à-vis des antigènes figurés T. cruzi e t  L. donovari ( l e  t i t r e  

moyen, en réaction homlogue, es t  de 342 par r a p p r t  aux 20 cas posit ifs 

étudiés) . 

Tableau XXI : Répartition des réactions croisées 
obtenues I>ar irrsrninofluorescence indirecte. 

( 1 
( T. cruzi : 595* 50*' -- 400* 

1 
( CWIJTURE : 1 

( T. brucei : 2 GO= 
( SANGUICOLF, : 

342* - 

( L .  donovani : 2 0 0 ~  
( CULTURF, : 

50- 

k Réactions homologues : myenneç des t i t r e s  
d ' immunof luorescence (G. M. R. T. "Geometric 
man range t i te r" )  par rapport au nombre de 
cas positifs étudiés. 

-33 Réactioris hétérologues : t i t r e s  maximaux - 
d'irmnunofluorescence observés lors des 
réactions croisées. l 

2 ûn appeïle t i t r e  moyen, l a  myenne géométrique des ;titres d ' &icorps ou 
i 

G.M.R.T. (qeometrical. man range t i t e r )  donnée par l a  folmule suivante : 

G.M.R.T. = antilog f (logX)/N où X représente les  différents t i t r e s  d'm- 

ticorps, f l e  nombre de sérums qui ont respctivement donné chacun de ces 
l l 
l t i txes  e t  N l e  nombre total  de sérums étudiés. 1 



En règle générale, dans nos conditions expér-ntales e t  à props  

des sérums humains étudiés, l e  t i t r e  maximal de réaction croisée e s t  inférieur 

au t i t r e  moyen (G.M.R.T.) calailé pur la  réaction hmlogue. Ainsi, corpte 

tenu des importantes réactions croisées, l e  diagnostic inanunologique des para- 

sitoses par hunofluorescence n'est  concevable qu'à condition d'effectuer 

systématique~nt : 

- les  réactions vis-à-vis des antigènes figurés T. brucei e t  L. donovani 

pour un sérum de mlade ~rovenant d'Afrique ; 

- les  réactions vis-à-vis des antigènes figurés T. cruzi e t  L. donovani 

pour un sérum de malade provenant d f M r i q u e  du Sud. 

Il es t  évident que ces résultats d'ordre diagnostic nous penettent 

de reconmander 1') une prudente interprétation des résultats sérologiques, 

surtout lorsque les  t i t r e s  en sont peu élevés, e t  2O) l e  recours à une autre 

technique te l le  l'irranunoélectrophorèse, peut-être mins  sensible mai.s d'une 

remarquable spécificité par l a  visualisation des comfosants antigéniques iL 

spécifiques. Lt icc 1 C 
6.4. SYMEESE : UN DIAGNOSTIC LWlUNOELECTRC>PI-IOETIQUE SPECIFIQUE REPOSIZ SüR --- 

LA MISE EN EVIDENCE DES COL"IWSANTS SPECIFIQUES 

IRS deux techniques d ' i m o f  luorescence indirecte e t  d ' imnu~œlec- 

trophorèse se complètent utilnment. E h  effet ,  l'emploi syst6matique de 

l'hunoélectrophorèse p u r  un laboratoire es t  coûteux en antigène e t  requiert 

une technicité spécialisée. Pa r  contre, l'immwiofluorescence par sa simplicité 

technique e t  l'emploi d'antigènes figurés obtenus facilerrcrnt in  vitro ou in vivo 

e s t  une remarquable méthode d'orientation. L'immunoélectrophorèse permet par l a  

sui te  d'établir l a  spécificité des réactions par l a  caractérisation des comp- 

sants spécifiques à savoir : 

- l e  canppsant "spécifique" n05 de T. cruzi 

- l e s  camposants 4 e t  24 de L. d o n m i  
-l - les  camposants "cathcdiques" visualisés avec l 'extrai t  antigénique sanguicole 

de T. b. gambiense. 

Aussi, l'obtention de ces antigènes spécifiques à l ' é t a t  purifié 

devrait permettre l'accès à un diagnostic rigoureusmnt sgcifique de ces 

parasitoses. 1 



CHAPITRE 7 : PURIFICATION DES ANTIGENES SPECIFIQUES DE T. CRUZ1 ET DE 

I T. B. BRKEI. OBTENTION D'ANTISERUMS MQVOSPECIFIQUES. 

I L ' isolement d ' antigènes \spécifiques apporte une contribution par- 

I ticulièrernent intéressante au diagnostic et peut-être aussi 2 la prévention 

I des protozooses. Après les travaux de TAILLIEZ (1970) sur l'isolant de l'an- 

tigène spécifique de Fasciola hepatica, l'utilisation des procédés classiques 

de purification physicochimique ne semblait pas promttre la généralisation 

de telles niéthdes. L'imperfection des résultats obtenus pur T. cruzi à 

l'aide de la chromatographie sur gel de Séphadex nous a incité à recourir à la 

I chromatographie d'affinité et plus précisément à l'inanunoadsorption. Cette 

I technique a déjà permis l'isolement sélectif et rapide d'un antigène spécifique 

du liquide hydatique (Echi.nococcus granulosus) par BOUT et al. (1974) . 
La seule condition, pour l'utilisation de l'irrununoadsorption, 

l est l'obtention préalable d'un antisérum rigoureusarient mnospécifique dont les 

I anticorps doivent être très avides. En général, les sérums mnospécifiques de 

I notre étde furent préparés par injection au lapin de la zone de gel qui 

1 renfem l'arc de précipitation correspondant au compsant spécifique. 

I L'utilisation des techniques d'irraninoadsorption a permis l'ob- 

l tention à l'état pur du cornsant ~'5 de T. cruzi et du composant V spécifique 

I du sérotype AnTat-1 de T. b. brucei. 

7.1. PURIFICATION DU COMPOSANT SPECIFIQUE ~'5 DE rCS131JZL 

Les tentatives de purification biochimique par chromatographie 

sur gel de Séphadex n'ont abouti qu'à unextrait"semi-purifié". Par contre, la 

technique d'irranunoadsorption a débouché sur sa purification et corrélativement 

sur l'obtention d'antisérums mnosp5cifiques anti-composant 5. 

7.1.1. Essais de -rification biochimique par chromatographie - 
sur gel de Séphadex. Obtention d'un extrait "seii-purifié'i 

Dans une étape préliminaire, le fractionnanent de T. cruzi a été 

mné sur gel de Séphadex G200 superfin. La majorité des canpsants antigéniques 

se retrouvant dans le &me pic d'élution, nous avons fractionné 1 'extrait total 

sur gel de Séphadex G75 suprfin et nous avons obtenu kois pics ; le pic 1 



ci'exclusion, contenant l e  c ~ s a n t  N O S ,  a é t é  passé ensuite sur  Séphadex 

G200 superfin. 

@ Séparation de l ' e x t r a i t  t o t a l  de a ----- sur ge l  -------- de Séphadex ------------- G200 suprEin  ----- 

Deux essais  avec respectivement 200 mg et 300 mg d ' e x t r a i t  soluble 

ont donné l e s  résul ta ts  suivants (figure 48) : 

Figure 48 : Séparation de l ' e x t r a i t  t o t a l  
de TT. cruzi sur gel de Séphadex G200 
superfin. Q 

La caractérisation dans les pics  du composant N05  et du nomhre 

l t o t a l  de composants antigéniques a é t é  effectuée en immunoélectrophorèse, en 

l 
opposant respectivement chaque p ic  à un HIS anti-T. cruzi (tableau XXII). 



Tableau X X I I  : C p s i t i o n  antigenique e t  
caractérisation du compsant ~ " 5  dans 
chaque pic, par analyse irrununoélectropho- 
rétique, après séparation sur gel de 
Séphadex G200. 

( ) 
( PIC 1 : PIC II : PIC III ) 
( 

( Nbre de camposants antigéniques : 7 16 O 

Le pic d'exclusion (Pic 1) contient p u  de c a p s a n t s  antigé- 

niques d'un PM suerieur  à 200.000. La majeure partie des ccmposants antigeniques, 

dont l'antigène 5, se situe dans l a  zone internédiaire (PIC II). Il é t a i t  donc 

nécessaire d'avoir recours à un gel de Séphadex ayant un puvoir de séparation 

plus étendu. 

0 Séparation -- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  de l ' ex t ra i t  total  de 'C. c& sur ael de Séphadex -------,---- G75 supr f in  --Y-- 

C i n q  essais avec respctiverm-k 200 à 300 mg d'extrai t  soluble 

ont donné les  résultats suivants (figure 4 9 ) .  

caractérisation du c o ~ s a n t  N 0 5  e t  l e  nmbre total  de compo- 

sants antigéniques dans chaque pic, en immunoélectrophorèse vis-à-vis d'un 

H I S  anti-T. cruzi sont transcrits dans l e  tableau XXIII. 

Tableau XXIIJ : Antigénicité immunoélectro~o- - 
rétique des pics e t  zones intermédiaires 

( PIC 1 : lb  : P I C  II : 3a : PIC III ) 
( . . 

( 
1 

' + '  - 1 
( Présence du camposant N05 : tt+ : ++ : + : - 
(--------------------------------:--------:-------:-------:-------:-------- 
( . - 1. 

. )  
(Nbre de composants antigéniques : 11 : 12 : . 16 : 7 : 4 



Fiqure 49 : Séparation de l ' e x t r a i t  t o t a l  
de T. cruzi sur gel de Séphadex G75 su.prf in.  

Il est mrtant de souligner que cette séparation n ' e s t  pas 

sélective. En e f f e t ,  un mêrw comommsant antigénique se retrouve dans plusieurs 

pics  successifs à une concentration plus ou m i n s  élevée. Le composant 5 est 

présent dans les deux premiers pics  e t  dans l e s  zones intermédiaires lb e t  3a. 

N é m i n s ,  seul  le p ic  1 (pic  d'exclusion pour les mlécules  d'un PM supérieur 

à 75000) renferme le compsant 5 en quantité importante. 



Afin de mieux séparer l 'antigène 5 des autres composants du p ic  1 

obtenu sur G75, ce pic  a é t é  fractionné sur gel de Séphadex G200 superfin. 

@ Séparation du pic 1 (obtenu sur G751 à l ' a ide  d'un gel de Séphadex _- ----------- .................... --------------- -------- ----- 

Deux essais ,  à l ' a ide  res-pectivement de 12 nq  e t  de 15 mg prove- 

nant  du pic 1 obtenu SU G75, ont abouti aux résul ta ts  suivants (figure 50) .  

Figure 50 : Séparation du pic 1 (obtenu par 
passage de 1 'ext ra i t  de T. cruzi sur G75) 
à l ' a i de  d'un gel  de Séphadex G200. 

L'analyse immunoélectrophorétique de chaque pic e t  des zones 

intermédiaires, à l ' a i de  d'un HIS anti-T. cruzi ,  a prmis l a  caractérisation 

des différents  ccmp-smts antigéniques. 
'1 



Tableau XXIV : E a c t i v i t é  immun&lectropho- 
r é t i w e  des pics e t  zones intermédiaires 

(après passaqe sur Séphadex G200 du 
pic 1' proven&t dÏm.ie séw?ation de T. cruzi 
sur ~ 7 5 ) .  

( 1 
( la  : P i c  1 : l b  : PIC II ) 
( 1 

( + + 1 
( Présence du cmposan t NO5 : O - : -++t- : - 1 

( Nbre de compsants antigéniques : O 7 : 8 1 1 

Les b.muncé lectrophorégrarmnes correspondants ( figure 5 1) montrent 

le chevauchement des mêmes composants antigéniques dans l e  p i c  1 e t  la zone 

intem5diaire  lb.  

Figure 5 1 : Irrununoé l ec t rophorégrms ,  
z s - à - v z  d 'un H I S  anti-T. cruzi (*), des --- 
pics e t  zones intermédiaires obtenus aprgs 
f i l t r a t i o n  sur  G200 du pic 1 séparé sur  G75. 

L'antigène 5 ne se s i tuant  pas daans le pic d'exclusion, son PM d o i t  

être compris ent re  75000 e t  200 000. 

Ainsi, la purification physicochimique, par chroroatographie sur 

gel  de  Séphadex, n ' a  prmis l 'obtention que d'une préparation antigénique 

"semi-purifiée", renfermant environ le tiers des composants antigéniques carac- 

t é r i s é s  dans l ' e x t r a i t  de T. cruzi.  

7 .l. 2 . Riri f ica t ion  irrirmuiochimique p r  chromatographie d ' a f f i n i t é  

Lri purifi.cation du cmiposant N05 par ~ . u n o a d s o r p t i o n  a é t é  r éa l i -  

sée selon le protocole déc r i t  par BOVT e t  a l .  (1974) p u r  1 'obtention à l ' é t a t  



pur du composant spécifique du liquide hydatique (E. granulosus). Dans un 

premier temps, un sérum monos;3écifique anti-composant 5 a été obtenu par 

imnmisation de lapins à l 'aide de l a  zone de gel renfermant l e  précipité 

coirrposant 5-anti-camposant 5 visualisé sur inanunoélectrophorèse bidirriension- 

nelle. Après épreuve d'immunoadsorption mnée à l 'a ide de ce sérum monospéci- 

fique e t  de l 'extrai t  total  de T. cruzi, les  contrôles immunologiques de pureté 

de l'antigène obtenu ont été effectués par immunisation de lapins. 

7.1.2.1. Obtention d'un sérum monos~cificpu ----- 

L'analyse inununoélectrophorétique bidirrensionnelle d'un inanun- 

sérum anti-T. cruzi, riche en anticorps anti-compsant 5 e t  renfermant peu I 

d'autres anticorps, opposé à un extrait  to ta l  de T. cruzi, a prmis l a  carat- -- 
térisation du pic corre~~pndant  au ~ ~ ~ ~ ~ p o s a n t  no 5 ( f iqure 52, A) . 

Avec un t e l  imunsérum, de nanbreuses immunoélectrophorèsesbidi- 

mensionnelles (mcro-technique) ont été réalisées. Les lames ont été lavées pen- 

dant quatre jours en eau physiologique tampnnée. Ensuite, l a  zone du pic 

corre&ndant au précipité compsant 5-anti-compsant 5 (zone pointillée sur 

l a  figure 52, A) a été injectée au lapin suivant 1.a méthode d'inmmisation 

décrite par VAIrlZTKAïTIS e t  al..Six lapins ont étG irrKnunisGs sdon ce protccole 

(2.4.2.)  seul l 'un d'eux nous a donné, après 15 jours, un sérum mnospZcifique 

anti-pic 5. Les  contrôles de mnosnécificité ont Sté effectuês en mcro-double 

diffusion e t  en irtununoêlectrophor6se bidimnsionnelle (figure 52, 5). 

7.1.2.2. ________I__C_______--------------------- Immunoadsor~tion e t  contrôles imrminochimigues ___ 
de pureté de l'antigène obtenu --- --------------- ---------- 

A l 'aide de ce sérum monospécifique anti-pic 5 e t d e l ' e x t r a i t t o t a l  

de T. cruzi, l a  technique d 'irranunoadçorption selon l a  fithode décrite par 

AXEN -- e t  a l .  (1967) a permis l'obtention d'éluats ayant une densité optique, 

à 280 nrn, compriseentre 0 , l  e t  0,2. Ces éluats ont é té  concentrés par ultra- 

f i l t ra t ion sur une cellule Amicon équipée d'une membrane Diaflo UM-10. 

LRs éluats, ainsi  réduits à un v o l m  de 1 ml, nous ont servi à . 

1 ' immunisation (VAITUKAITIS e t  a l .  , 1971) de lapins afin de contrôler l a  pureté 

antigénique de l a  préparation. Toutes les épreuves de contrôle pratiquées 

(macro-double diffusion, ittnnunoélectrophorèse : figure 52, C , e t  inanwidlec- 

trophorèse bidimensionnelle : figure 52, C) ont démontré l a  parfaite monos@- 

c i f ic i té  des sérums récoltés au cours de l'imrminisation de ces lapins. 
/ 

/' 



I 

~ i w  52 : purification du composant 5 
de T. mi nar imtnmoa:dmtion. 

précipitaticai correspondant czcaposant 5. 





Ainsi, cette & W e ,  d'mie t rès  grande rapidit6 e t  d'une 

relative simplicité, a p m u s  l'obtention à l ' é t a t  pur du composant ~~5 

de -- T. cruzi e t  corrélativement de sérums mnospécifiques correspndants. 

7.2. PCIRDïCATIûN DU COMPOSANT V DE TT B. BRTJCEI, SPECIFIW DU TYPE ANTI- 

GENIQUE AnTat-1 

7.2.1. - R a ~ p 1  des résultats hunoélectrophorétiques .---- - 
obtenus pr RAY (1973) 

Une situation pratiquement analque à celle de T. h. gambiense 

a été trouvée, précédment à notre étude,chez T. b. brucei par LE RAY e t  a l .  

(1973a) , LE RAY (1975) . 11 existe p u r  T. b. brucei au mins quatre composants 

s,&cif iyues des formes de culture e t  un caqmsant spGcifiqu2 des fornies san~ui-  

coles. Ce dernier, soumis au phénomène de variation aritigénique, supporte l a  

spécificité de chaque population antigénique clônée (figure 53, A ) .  C e  corn- 

sant variable (appelé V) se retrouve toujours en p s i t i o n  c a t h d p r  sur les  

d iagrams iitununoélectrophorétiques. Trois populations ant-igéniyves distinctes, 

représentant respectivemnt les sérotyps AnTat-1, An'rat-2 e t  ETat-2 ont Sté 

analysées par LE RAY (1975) . 
PJous avons préféré étudier l e  ccmpsûnt variable V de T. b. brucei 

plutôt que ceux de T. b. gmbiense p u r  les raisons suivantes : 

(i) l e  m è l e  AnTat-1 avait été l 'objet  d'une étude jr;mm~lec~ophorétiyue 

(LE FAY, 1975) e t  d'un s8rotypage par tqpanolyse e t  par immunofluorescence 

(VAN INEIRVENNE e t  a l . ,  1975a) . ï k  plus, l e  corrgpsant V d' AnTat-1 présente 

une complexité h.uncchiinique moindre que celle de LiTat-1. 

(ii) la  souche EATFXl 1125 de T. b. brucei comprenant l e  sérotype AnTat-1 n 'est  

pas infectante pour l ' h m ,  au contrair; de l a  souche Eliane de T. b. 

gambiense que nous avons étudiée. 

7.2.2. Purification intmnocllimique du mmpsant V 

ï,e compoçant antigkique v spécifique des fonres Banguicoies du 
I 

sérotype AnTat-1 de T. b. brucei a été purifié directement par chrmtographie 

d 'affinité (AFCHAIN e t  a l . ,  1976). 



Des expériences préliminaires ont été menées avec un hyperimnun- 

sérum anti-AnTat-1, absorbé par un extrait soluble lyophilisé dlAnTat-2 à la 

dose de 45 mg par ml. Testé en ~unoélectraphorèse vis-à-vis d'extraits 

dlAnTat-1 et dlAnTat-2, cet hyperirrirmuisérum absorbé révèle seulement le compo- 

sant variable V sgcifique du sérotype AnTat-1 et ne donne aucune réaction croi- 

sée avec AnTat2 (figure 53, A) . 
Un irrpnunoadsorbant a été préparé avec ce sérum absorbé suivant la 

techriique préconisée par AVRAMEAS et TERNYNCK (1969) . L'éluat obtenu a servi 
à l'immunisation d'un lapin selon la technique de VAïTUKAïTIS. Les anticorps 

précipitants apparus au cours du premier mis d'immunisation se sont rzvélés 

monospécif iques du composant V. Par la suite, sont apparus deux anticorps 

hétérologues, montrant ainsi la présence d'antigènescomnuns dans l'éluat 

de 1 ' imoadsorbant . 
Le recours à un hyperinanunsérum absorbé n'a donc pas permis 

l'obtention d'un composant V pur. Ceci est probablement dû à une absorption 

incmplète de l'hyl-rimunsém par l'extrait hétérologue AnTat-2; ce défaut 

d'absorption n'ayant pas été décela par les techniques de précipitation en 

gel. Cet échec souligne la nécessité, lors d'une purification antigénique, 

d'avoir recours à l'immuni-ation expérirrentale de lapins avec l'extrait suppsé 

purifié . 
Il a donc été nécessaire d'avoir recours à une autre technique 

pour l'obtention d'un sérum monospécifique anti-compsant'v. 

Un sérum monospécifique a été obtenu p r  irrrmunisation selon 

VAITUWUCTIS de lapins à l'aide de la zone du gel où se situe le précipité 

V-anti-V en hunoélectrophorèse. La mnospécificité a été contrôlée selon les 

&thdes habituelles de maçro-double diffusion et d'irrununoélectrophorèse. 

Avec cet hyperimnunsérum monosp5cif iqcle (3 ml)  , 1 'inarunoadçorption, 
conduite avec un extrait total dlAnTat-1 (50 m g ) ,  a abouti à la purification 

du composant V. Une partie de l'éluat concentré, opposé à des hyperirranunsérums 

anti-AnTat-1, anti-composant V et anti-AnTat-2, ne mntre qu'un seul arc de 

précipitation en macro-double diffusion (figure 53, B). De plus, l'irrimunisation 

d'un lapin avec l'autre partie de l'éluat concentré a prmis d'obtenir un 

hyperinarninsérum ne révélant, en iriununoélectrophorèse, à l'égard de l'extrait . 

dlAnTat-1 total que le seul ccanposant V (figure 53, C). Ainsi, cette rr&thode 

d'immunoadsorption a permis l'obtention à l'état pur du compsant V, spécifique 

du sérotype AnTat-1. 



Fiqure 53 : Purification inmunochimique du 
c m p ~ s a n t  V de T. b. brucei, s é ro typ  AnTat-1. 

A. Irmau?oélectrophorèses montrant le  c o q s a n t  majeur V, spécifique du 
sérotype AnTat-1, révélé par un hyperimrrrunsérum anti-AnTat-1 t o t a l  
avant et  après absorption un ex t ra j t  hétérologue dlAnTat-2 

B. Contrôle de pureté du campsant V isolé p r  -0adsorption. Le 
camposant V e s t  révélé dans l ' é l u a t  concentré opposé aux h p r i m -  
I-rninSérums anti-campsant V e t  anti-AnTat-1. La réaction est n6gative 
vis-à-vis d 'un hyperierninsém anti-AnTat -2. 

C. Imnunoélectrophorèçe, réalisée avec l ' e x t r a i t  total dlAnTat-1 e t  
l l h y p e r ~ s é r u m  anti-compsant V purifié px irrsnun~ad~çorption. Le 
cr i tè re  de pureté du compsant V isolé est d6montré par l a  mnospé- 
c i f  i c i t é  de 1' anti$5rum. 

D. Irrnnunoélectrophorèse e t  inanunoélectrophorè se bidimensionnelle, réal i-  
sées entre l ' e x t r a i t  antigénicpe to ta l  dlAnTat-1 après carbamylation 
e t  l'hyperhmunséru?.i anti-composant V. Le dedoublanent e t  les t r o i s  
épaulements du congpsani- V d h n t r e r a i e n t  son hétérogénéité physico- 
chimique. 
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L' immunoélectrophorèse bidiinensionnelle , n a é e  dans les 

conditions classiques avec un extrait  total  dlAnTat-1 e t  un sérum mnospé- 

cifique anti-composant V, s ' e s t  r6vSlée inefficace en raison de la  trop faible 

mobilité électrophorétique du cornposant V. Aussi, un extrait  soluble total  

dlAnTat-1 a été carbainylé afin d'accentuer l a  rriigration anodique du cmpsant  V 

lors des deux étapes électrophor6tiques. Cette carbamylation a été effectuée 

selon les  conditions techniques décrites p;ar E?JERRUM et a l .  (1973). Dans ces 

co~&itions e t  dans l a  msure où une partie de l ' ex t ra i t  total  d 'Mat-l .  n'a pas 

été dénaturée lors de l a  carbamylation, l'immunoélectrophorèse simple e t  

l ' ~ & l e c t r o p h o r è s e  bidimensionnelle mntrent que l e  compsant V serait  

constitué de deux sous-unités ayant un coefficient de migration légèrement 

différent, ce qui révèlerait son Iiétércgénéité physicochimique (figrire 53, D ) .  I 



CHAPITRE 8 : LCCALISATIDN EN SUT'ACE DES I?NTIGEFES SPECIFIWS DE - T. B. BRUCXI 

ET DE T. CRUZI. MICROSCOPIE OPTIQIJE FI' EUCTRC4'JIÇa. 

Disposant de sérums monos~cifiyues anti-composant 5 de T. cruzi 

e t  anti-composant V spécifique du sérotyse AnTat-1 de T. b. brucei, l a  localisa- 

tion des antigènes correspondants a été envisagée au niveau de l a  surface cellu- 

la i re  des o r g a n i s ~ s  considérés. L'emploi des techniques indirectes d'hTtTil731~f1~~- 

I rescence e t  d'hunoproxydase à l 'aide de l a  microscopie optique e t  électronique 

a srmis une t e l l e  caractérisation. 

Les tentatives de détection intracellulaire d'antigènes par les  

techniques d ' hunoperoxydase caribinées à la  microscopie él-ec troniqw n ' ont 

1 bénéficié que de progrès encore trop préliminaires p u r  ê'cre appliquées aux 

Trypanosomatidae - dans l e  cadre de ce travail.  C 'es t  purquoi nous nous s o m s  

attachB uniquen~izt à l a  lccalisation de sixface des Lul+iyènes spécificpes, 

en préfixant préalablemnt les  organismes à l 'aide d 'me solution de glutaml- 

déhyde (2 ,5  % en tampon cacodylate 0 , l  M) . 

W-kNTEAU DES FOFNES SANGU ICOLES . IM~vBA~OITLUORESCEN~B ET E.*mOPEROXYDASE 

La spécificité des antigènes présents à la  surface des trypanosomes 

sanguicoles du sérotype AnTat-1 de T. b. brucei, a été analysée 2 l 'a ide de 

techniques irranunologiques appliquées à l a  microscopie optique e t  à l a  microsco- 

pie électronique (FRUIT e t  a l . ,  1976).  

Trois types d'antisérums ont é té-ut i l isés  : 

Q des sérums de 6 jours d'infection, obtenus chez l e  lapin par inoculation 
b intraveineuse d'une suspension de 1 x 10 try~amsomes AnTat-1 en tampon PSG, 

selon l a  n&lhode de V?W MEIRVENNE e t  a l .  ( 1975a) . A 1 'aide de ce sérum spécifique 

du sérotyp AnTat-1, les  tes ts  de trypanolyse e t  d '~unofluore3cence effectués 

selon les  techniques de VAN fiTEIHVEL1JNE e t  a l .  (1 975a) 'déte.minent des réactions 

positives vis-à-vis du clône AnTût-1 e t  des réactions négatives vis-à-vis 

du clône AnTat-2 (VAN MEIRVENNE, c o ~ i c a t i o n  personnelle), Ce type d'<alti- 

sérum ne r e n f e m  pas d'anticorps précipitants. 



@ des hprimm~~nsérums ant i - foms sanguicoles hétérologws AnTat-2, 

ant i - foms de culture de T. b. brucei, mu-protéines dth6te (s~rum de ra t ,  

globules mug-es intacts ou lysés de r a t ) .  Tous ces hïperirrprw-sérums ont été 

prépsres par imnunisation sous-scapulaire (chapitre 2 .4 .1 . ) .  

@ des a n t i s é m  mnosp5cifiques dirigés contre l e  comps?nt V sgcif ique 

du sérotype Mat-1 ,  préparés selon la  fithcde de VAITUKAITIS (chapitre 7.2.2. ) . 

Avec l 'aide des antisérums monospécifiques anti-CafqmSmt V e t  

des autres irmnunsérums hmiolques e t  héteroloçues, l a  présence des antigènes 

correspndants au niveau du manteau des t.%ypmastigotes AnTat-1 a été é t ~ d i é e  

en -irmnunofluorescence e t  en imnmop~3roqdaçe. &s observations microscopiques 

ont ét5 comparées aux données irnnunoélectrophoréticpes e t  à l 'act ivi té  trypano- 

cide des imrmmsérums uti l isés.  k s  tests  de trypanolyse ont été effectu6s par 

incubation des trypmçti.gotes vivants d'AnTat-1 dans des dilutions sériées 

de sérum, à 37OC, en présence de complénient f rais  de cobaye, selon l a  technique 

de VPN MEIRVENNE e t  a l .  (1973b, 1975a). Ces tes ts  ont ét5 réalisés par 

VAN MEIRVENNE e t  INAGNUS (Insti tut  de blédecine Tropicale, ANVERS) . 
Les résultats =nt mntionnés e t  résmiés dans l e  tableau XXV. 

L'expérimentation a été menée à l 'aide des différents groupes d'antisérwrs 

vis-%vis des try~omstigotes AnTat-1. 

GROUPE I : Anti.sé,rwns mnosuéc i f i~es  anti-commsant V du s é r o t i p  AnTat-1 -----------.----------- ------- ---- - - - - - - - - _ _ - . - -  ----- ---.-.--.--- 
e t  irnnunsé-rum d'infection de G jours _______--______.__ anti-AnTat-1 

Ces séiuns : 

- exercent une activité trypanocide jusqu'à l a  dilution de i/256ènae ; 

- déterminent une réaction de surface p s i t i v e  en in81:~unofluor-lscence (figure 54 

A e t  B) ; 

- entrakent une réaction de surface positive avec l a  peroxydase en microscopie 

optique (figure 54 D e t  E )  e t  un marquage du manteau avec l a  peroxydase en 

microscopie électronique (Eigure 55, A) . 

GROUPE II : Hyeerhunsérumç anti-antigènes cammuns du sérotype AnTat-2 e t  ........................ -------------_.-------- ------------ 
ant i - foms de culture de T. b. brucei 
A------------------------ ------ - 

Ces sérum ne donnent sur les trypomastigot.es du sérotype AnTat-1 : 

- aucune trypanolyse ; 

- auame réaction positive en hunof.luorescence (figure 54, C) ; 

- aucun marquage à l a  peroxydase aussi bien en microscopie optique (figure 54 ,  F) 

qu'él-ectronique (figure 55, B) . I 
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Fiqure 54 : mcalisation en surface du 
cornsant variable V de T.  b. bmcei. 
~unofluorescence e t  in-anunoperoxydase 
indirectes âvec observations en micros- 
copie optique. 

A e t  B. Réaction de surface p s i t i v e ,  en immunof luorescence, sur les  t r y p -  
mastiqotes AnTat-1 mis el1 contact avec un antisérurn honologue mnospéci- 
fique du variant (x 2.200) ; 

C. Réaction négative, en ~unofluorescence,  sur l e s  trypmastigotes AnTat-1 
mis en contact avec l e s  sérurns hétérologues (anti-AnTat-2, -formes de 
culture ou -antigènes d'hôte) (x  2.200) (coloration rougeâtre dueau Bleu d'Evans) 

D e t  E. Marquage p s i t i f  avec l a  ~ roxydase  au niveau de l a  surface des 
try-rastigotes AnTat-1 mis en contact avec un a n t i s é m  hcaialogue mono*- 
cifique du variant (x 3.700) ; 

F. Réaction négative à l a  peroxydase avec les  antisérums hétérologues. 





Fiqure 55 : mcal isa t ion  en sixface 
du compsant variable V de T. b. Drucei . 
Irmnunoproxydase indirecte e t  microsco- 
pie électronique. 

- 

m 

A. Marquaqe posi t i f  avec l a  peîoxq'dase au niveau du m t e a u  des f o m s  t r y -  
p m s t i g o t e s  FUIT&-1 à l'aidi.. d 'un artiséruii  homlogue mnospEcifique 
du variant.  x 64.000 (Encart : haute r é r ~ l u t i o n  mnt ran t  l e  mrquage en 
surface. ~120.000) . 

B. Réactiolz d'imrnunolroxydase négative sur les  t r y p m s t i g o t e s  AnTat-1 avec 
les sérums hétérologues ( i t i - ~ n ~ a t - 2 ,  -f ornies de culture,  -antigènes 
d 'hôte) .  x 52.000 (Encart : structure classique d e  la surface des f o m s  
sanguicoles; ~120.000) . 





GROCJPE III : Antisérunis diriaès contre les antigènes d'hôte (ratj  : sénrm, 
---------------A------------------ i-i--i--i---i------------ 

globules rouges intacts e t  lysés ----------- --------------- --- 
Aucme activité lytique ne fut  observée à l 'aide de ces sérums ; 

toutes les réactions de marquage à l a  fluorescéine ou à la  p roqdase  se sont 

révélées négatives en microscopie optique e t  électronique. 

GROUPE I V  : T h i n  ------ 
Des résultats négatifs sont obtenus avec le  sérum normal de 

lapin dans tous les tes ts  menti-onnés précédment. 

Ainsi les résuitats, résumés sur l e  tableau XXV mntrent claire- 

ment que l 'act ivi té  t r p o c i d e  e t  l a  r éac t id té  positive de surface ne sont 

observées qu'avec les seuls antisérums spécifiques du sérotype AnTat-1. Le cons- 

tituant majeur de la  surface du manteau des tzypanosmes sanq~icoles se  trouve 

être l e  composant variable V. Les antigènes de sérotyp hétérologue, des formes 

de culture, des constituants sériques ou éqthrocytaires de I.'hGtie ( r a t ) ,  n'orit 

pu être  mis en évidence sur le manteau cellulaire des t;~'panosmes s~ingui.coles 

du sérotiyp? AnTat-1. 

8.2. - IL'XJ'V,ISiTION DIJ CoMPCSAPj'i' DE !iL.f%U ---- ' ZL AU NT.VZAU DE LA SUX3ACE DES - - 
FGK4ES DE CULTLTIC. LT~~9FL,UORIJS&TL7CE ET ~ ~ T O I ~ E ~ X Y D ~ ' 1 , 5 E  L\lDTRECITES - 

A 1 'aide d ' hypr  j.rrmunsémns an ti -comp.;ant 5 (m~nospécif iqies) , 
anti-T. rangeli e t  anti-sérum de veau, les réactions d'irmnunofluorescence e t  

d'irmn~mopcroxydase ont été effectuées sur les  formes de culture épirriastigotes 

de T. cruzi, préalabltcri~nt préfixées dans une solution de glutaraldéhyde. 

L'utilisation d'hyperimmunsérums a n t i q .  m g e l i  se justif ie 

pour l a  recherche d'antigènes autres que le  corpsant 5 au niveau de la surface 

des f o m s  de culture de T. cruzi. ~alheureus&nent, l e  recours à de t e l s  hyperi 

immunsérums limite l'investigation aux seuls compsants cxxmnms entre T. c n ~ z i  

e t  T. ranqeli à savoir les  six dixièmes des colrq-sants totaux. 

k s  observations microscopiques, confrontées ailx données irrununo- 

électrophorétiques, sont résumees daris l e  tableau -lOZT\n: e t  prrrcttent l e s  comen- 

ta i res  suivants : 



Tableau XXVI  : Corrélation entre les données irrarnino5lectropP~rétiques e t  la réactivité de 
surface sur les f o m s  de culture de T. cruzi. 



- - 

NO; de T. cruzi au niveau de l a  surface . 

des formes de culture. Immuiloperoxydase 
indirecte e t  microscopie électronique. 

A. Marquage p s i t i f  avec l a  peroxydase au niveau de l a  surface ce l lu la i re  
e t  de l a  rriembrane f lagel la i re  des formes de cul ture de T. -B.-- cruzi à 

' 

l ' a i de  d'un antisérum monoslScif ique anti-compsant 5 (x 40.000) . 
B. Réaction d ' inmoproxydase  n6gative sur les  formes de culture de 

T. cruzi  avec des hy-perimnunsérums anti-l'. rangeli  e t  anti-sérum de veau 
1 x 3 6 ; 0 0 0 ) .  





2 Antiséms ________________ mnos+cif __-___ iques _______ anti-cCmiposant 5 

Ces s é m ç  : 

I - déterminent une réaction de sixface positive en imnunofluorescence 

1 - entraînent une réaction de surface p s i  tive avec l a  pcro~jdase en microscopi.e 

I optique e t  un marquage de l a  membrane cellulaire avec la  proqdase  en micros- 

I copie électronique (figure 56, A ) .  

k IF-rhnriunsérvmç _ -_ ___________._____.-- an t i - T ~ ~ g g & & - g g t ~ t & I s ~ ~ ~ ~ ~ - ~ g - y ~ ~ g  - 
Toutes les  réactions de mrquage à la  fluorescéine ou à l a  pero- 

1 xydase se sont révélées négatives en microscopie optique e t  é l e ~ ~ o n i q u e  

i (figure 56, B ) .  

n Témoin ------ (sérum de lapin sain) 

Des résul.tats négatifs sont obtenus avec ce sérum de lapin dans 

I tous les  tes ts  mentionnés préc@ment. 

Ainsi, les résultats , ~ ~ S U I T L ~ S  sur le  tableail XXVI, imntrent c ls i -  

r m t  que l e  compsant 5 ,  sgcifique de T. cruzi, a ixe localisation rcmbra- 

naire au niveau de l a  surface cellulaire e t  flagellaire. ïa présence d'antigsnes 

c o ~ s  à T. cruzi e t  - T. rangeli, ainsi que celle des constituants s é r i q e s  de 

veau du milieu de culture, n 'a  pu être démontrze au niveau de la sixface des 

fornxts de culture de T. cfuzi. Ceci ne veut pas dire que le  constituant m-j~.i.lr 

de surface cellulaire se trouve être l e  cmmpsant 5 ; en effet, l ' u t i l i s a t i e i ~  

d ' un h~rinimunsérm anti-'Il --- . rangeli l i r ~ ~ t c  1 ' investigatipn aux seuls comp- 

sants c m ~ i m s  (les six dixièmes des compsants totaux) e t  préserve l ' in té rê t  

I que présente l'étude cles ccmposimts spécifiques de T. cruzi autres que le 

campsant 5. 
La localisation du corpxant 5 ,  au niveau de l a  surface cellulaire 

e t  de la manbrane du flagelle externe, renforce l a  notion d 'Lmogénic i t6  

pri-vilecjiée de ce compsant spécifique de T. cruzi. 



CHAPITRE 9 : DISCUSSION 

Avant de dégager l a  signification des données rassemblées au 

cours de l a  présente étude, nous voudrions en rappeler succinctement l e  

cadre e t  les  limites. 

Nos résultats ne concernent que les  antigènes solubles de 

divers Trypanosmtidés, accessibles àl'analyse imniunoélectrophorétique. Toute- 

fois,  les  extraits antigéniques étudiés proviennent d'antigènes to taw (corps 

cellulaires entiers) e t  non fractionnés. Ces extraits sont obtenus à partir  

2e populations maintenuc's -in vitro ou in  vivo en é ta t  de mltiplicat.ion expo- 

nentielle pananente. Nos extraits contiennent v ra i semblab l~n t  des protéines 

de structures mesnbranaires car, à deux occasi.ons au cours de l a  présente 

-étude, nous avons établi  une corrél-ation directe entre un compsant soluble 

détectable par immunoélectrophorèçe e t  des antigènes consti.tutifs de l a  mbrane  

ou du manteau cellulaire. 

Il faut rappeler que chaque arc de precipitation objective non 

pas une protéine, n i a i s  une famille de protéines, distinctes par leurs caractères 

physiccchimiques, puvant exercer clifEérentes activités enzymatiques e t  donc 

différentes fonctions métczkoliques. 

En définitive, s ' i l  e s t  certain que l'irmnunoélectrophorèse 

n'analyse qu'une partie des com_posants solubles d'un protozoaire vivant, nous 

allons voir que cette méthode analytique donne néanrroins des résultats signifi- 

catifs.  La confrontation des données bibliqraphiques à nos resultats taxono- 

miques, à nos résultats diagnostiques e t  à l'étude des spécificités antigéniques, 

permet d'affirmer une c o r r e s p ~ a n c e  étroite des caractères généraux du parasite 

considéré e t  des caractères ~unoélectrophorétiques. 

9.1. APPORT DE L'ANALYSE IMMüNOELECTROPHO~I~E A LA CONNAISSANCE DES 

STRUCTUES ANTIGEN IQYES DES W l A T T D E  HmRCIm - --- 

l 

9.1.1. Reproductibilité des résultats obtenus 
1 

L'immunoGlectrophorèse, par l a  spécificité des réactions antigène- 

anticorps qu'elle suscite, campse  largement l e  manque apparent de sensibilité 

qui lui e s t  souvent attribuée. 





Si l a  méthodologie nous apparait so r t i r  du cadre de cette 

discussion, l a  nature des inanurnsérums mérite d 'g t re  envisagée. L'enploi 

d ' anticorps éI-&rés au cours de 1 'infection par l e  parasite vivant, 

par£ aitarent jus t i f ié  lorsque 1 'étude imnnmologique des re la t i  ons hôte- 

parasite e s t  envisagée, ne fournit qu'un système de référence tronqué 

lorsqu' i l  e s t  nécessaire de reconstituer l a  mosaïque antigénique de ce 

parasite ou lorsque l 'on veut apprécier l a  spécificité ou analyser l a  pureté 

d 'unde  ses constituants. L'utilisation d'hyprinn.,unsérums expérimentaux, 

préparss le plus souvent à l ' a ide  de lapins, inunmisés au rnoyen d'un ex t r a i t  

antigénique to t a l  (n'ayant subi qu'~m minimum de dégradation au cours de 

sa préparation) apparait au contraire c m  un procédé arialytique de choix 

p u r  à l a  connaissance précise de l a  structiuie mtigenique d'un parasite. 

Elle constitue par a i l leurs  l a  seule voie rationnelle prmettant  l a  normalisation 

qualitative des antigènes e t  leur purification ultérieure. 

Ies résultats  obtenus sont rigoureusement repirodtictibles dans 

l a  mesure où : 

(i) l e s  extra i ts  antigéniques sont parfaitment normalisés par contrôle 

irranunoé lec trophor é tiqcie ; 

(ii) l e s  h y p e r ~ - i s é m ~ s  sont obtenus F r  immunisaticn prolongée ; 

(iii) l e s  techniques de précipitation en gel s o ~ t  correctanent effectuées 

avec un rappr-t antigène-anticorps standardisé. - 
La plupart des c q a r a i ç o n s  irmrnostxucturales de l a  p r é s a t e  

émde ont é té  effectuées p a r a l l è l a n t  dans deux laboratoires dis t incts  

(Lil le  e t  Ailvers) travail lant  2 l ' a ide  de leurs propres réac t i f s  (antigènes 

e t  hprimmunsérums) préparas selon l e s  mêmes rnéthodes. La ~ r i ' a i t e  corré- 

lat ion des résultats  obtenus dans l e s  deux cas parait constituer une preuve 

de l ' e f f icac i té  &elle de l'anal:7se. 

9.1.2. Notion de msaïque - antigénique complexe 

Que l 'on s'adresse aux formes de culture ou ailx formes sanguicoles 

des trypanosomes e t  des leishmanies, l'analyse irranunoélectrophorétique objective 

une quarantaine de conipsants antigéniques. Ce chiffre montre 1% grande comple- 

x i t é  antigénique de ces protozoaires parasites, comparable à celle des proto- 

zoaires l ibres  (WIIXAERT, 1975) , des champignons (BIGLJET e t  a l . ,  1965d) , des 

invertébrés e t  des vertébrés (CAPRON e t  a l . ,  1968a ; CAPFON e t  I1FCHAIN, 1970).  



Au sein du p r o f i l  immunoélectrophorétique du parasi te ,  il est 

important de distinguer l e s  antigènes hétérospécifiques (polysaccharides du 

type de l a  substance C, antigènes ubiquistes, antigènes partagés avec l e  milieu) 

des antigènes "propres à l 'espèce". Chez les helminthes parasi tes ,  ces derniers 

sont aussi appelés "antigènes spécifiqueni-nt parasitaires" ; l a  présence de 

plusieurs antigènes de T. brucei chez des Flagellés l ibres  (Euglena) ((LE RAY, 

1975) condamne c e t t e  expression. Désirant néanmoins réserver l 'appel lat ion 

"d'antigènes spécifiques" p u r  désigner les co~npsants  qu'un organisme possède 

seul en propre, nous l e s  qualifierons désormais d'antigènes "propres à l'espèce". 

9.1.2.1. Antigènes ---- ----------- hétérosp5cifiguu~, ----- 

C e s  antigènes sont représentés essent iel latent  : (i) par des 

polysaccharides du type de l a  substance C, (ii) par des antigènes de nature 

non ident i f iée  mais retrouvés occasionnellement chez des organiçrries non appa- 

rentés  e t  qual i f iés  d'antigènes ubiquistes, (iii) pa: des antigènes pcutagés 

avec le milieu : hôte vertébré ou milieu de culture.  

C e s  antigènes hétérosp6cifiques représentent environ l e s  deux 

dixièmes de l a  s tructure antigénique de chaque f l age l l é  étudié. 

")Des po1yçac:charides --- du type de l a  - substance C se rencontrent 

f r é q u e m t  dans les ex t ra i t s  antig6niques fongiques e t  hclsninthiques (BIGUET 

e t  a l . ,  1965a ; CAPRON e t  a l . ,  1965). Ils ont  été trouvés chez l e s  quatre 

w o s o m a t i d a e  étudiés mais n 'entraînent pas de réaction antigGne-cmticoq?s 

vraie  (TILLET e t  FRn";lCI:S, 1930 ; I3ALDO et FElTHER,  1973) . L'incubation systé- 

matique des précipités en présence de c i t r a t e  t r i s d i q u e  élimine les fausses 

réactions dues à ces plysaccharides.  

Q L e s  antigènes ubiquistes accessibles à l 'analyse ~ r l o é l e c t r o -  

phorétique ont é t é  recherchés en confrontant T. c ruz i ,  T. brucei e t  L. donovani 

à une sé r i e  d'organismes étrangers au phylum telsque les helminthes e t  les 

champignons. L'importance de ces parentés de hasard est p r a t i q u a n t  négligeable. 

Des reactions croisées ne s'3bsement que dans cinq cas, tous fongiques, e t  

ne s'expriment que par un seul  arc souvent redissous en partie- l e  c i t r a t e  

t r i s d i q u e  (tableau III) . 



. . Par contre, consécutiv~3nent aux travaux de FAN(ZUE e t  a l .  (1972) 

e t  de 0EI;ERICH (1973), se conEirme l a  présence de parentés relativment impor- 

tantes (deux à quatre composants) entre L. donovani e t  les Mycobacteriaceae ; 

e t  l'absence de cette parenté chez T. cruzi. 

Les antigènes de typ FORSSMAN, signalés chez T. b. brucei 

(I-DUBA e t  ALLISON, 1966 ; HOUBA e t  -.- al . ,  1969) e t  chez T. cruzi (ENOS e t  ELTON, 

1950), ne sont ordinairement pas détectés par les techniques de précipitation 

en gel. 

Exceptionnellement: des réactions croisées, ne s 'exprhant souvent 

que par un seul arc en double diffusion, s'observent avec des séruns de fialades 

atteints de candidose, de cirrhose alcoolique du foie e t  de lupus érythémateii 

disséminé. Ces relations antiyéniques de hasard n'altérent pas les résultats 

du diagnostic irrununoélcctrophoréticpe des protozooses concernées. Par  contre 

el les  pourraient éventuellanent fausser l 'interprétation d'un diagnostic bunu-- 

nologique lors de l'emploi de techniques sérologiques plus sensibles e t  mins 

spécifiques ; c 'est  ainsi que OELERICH e t  a l .  (1974) ont mntré,  par l e s  tech- 

niques sérologiques de fixation du coqlément e t  d'h6mcjglutinatio pztssive, l a  

p s s i b i l i t é  de rencontrer des réactions croisées faibles entre --- T. cruzi e t  

des sérums de nulâdes atteints de lèpre ou de tubermlose, ou encore de Wr.'ré- 

liose à B. turicatae selon FELSEmT;D e t  WL;F (1973).  

$.b Les ar1t:iqènes prtacjés - avec l e  milieu : h6te vertébré --- e t  milieu - 
de culture - 
L'existence de cornunautés anticjéniques entre les  p r a s i t e s  e t  

leurs hôtes es t  un f a i t  bien établi  en bactériologie (GOLûSTEIN, 1972 ; DE VAY 

e t  a l .  , 1972) et en parasitologie, no+atment chez les  helminthes (DFPI'IIAN, 19 5.2 ; 

CAPRON e t  a l . ,  1968a). Les IYypanosomatidés ne font p s  exception à cet te  règle : 

les protéines de milieu de culture ou de l 'hôte vertébré cons.tituent l a  majeure 

partie des antigènes hétérospécifiques renconfrés au cours de notre étude. 

L'analyse immunoélectrophorétique révèle l a  présence d'au moins 

5 à 7 protéines sériques dans lesextraits  des formes sanguicoles e t  des f o m s  

ck culture étudiés. Deux à trois de ces cwmposants sont révélés Fr l'analyse 

irrunun~lecc~ophorétique des antigènes parasitaires à l 'aide d'hyperVranunséms 

antirnilieu ; les  autïes, par 1 'analyse ~ o é l e c t r o p h o r é t i q d  des sérums de 

lapin inanunisés au myen des extraits  parasitaires. ' 

Un phénmène analogue a été décrit  dans l e  cas des fornies sangui- 

coles de T. vivax (KEITERTDGE, 1970, 1971, 1972)., de T. b. rhdesiei~se (BIWKE,  

1966) e t  de T. lewisi ( I ? U m R ,  1968 ; D'AIiES~WDRl, 1972), ainsi  que chez les  

fornies de culture de T. thei1er.i (SPLITTER e t  a l . ,  1967). Certains de ces c m p -  



sants ont été identifiés à des irmiunoglobulines (mTNER, 19681, à une sialo- 

glycoprotéine (IûTMElRIDGE, 1972) e t  à des compsants érytkocytaires (BIGALIE, 

1966) . 
Eous avons montré, ainsi que SPLI?TER e t  a l .  1967) , LE RAY (1969) 

e t  KE?TERIDGE (1971) , que cette présence d'antigènes de milieu, aux divers 

stades évolutifs, n 'es t  pas due à un défaut de lavage des corps parasitaires . 
Néanmoins, une adsorption à l a  swface du parasite ainsi m'une 

éventuelle séquestration de ces protéines sériques au niveau de la  poche 

flagellaire pourraient ren5re compte de ce rncde de contamination. 

Cepndant , 1 ) 1 ' étude en microscopie optique e t  électronique, 

=née à 1 ' aide d 'anticorps anti--protéines séricpes rWqués indirectement, ne 

détecte pas l a  présence d'antigènes hétérospécific~ues de milieu à l a  surface 

des f o m s  de culture de T. cruzi n i  des f o m ç  sanguicoles de T. b. brucei. 

LE RAY (1975) a mntré r é c m n - t ,  p u r  T. b. brucei, l'absence de corrélation 

entre anticorps anti-hôte e t  l 'act ivi té  lytique, ce qui confirme d 'me  autre 

faqon l'absence d'adsorption de surface. Toutes ces observations à propos de 

T. b. brucei sont en contradiction avec celles de :QTITERIDGF: (1971, 1972) qui, 

chez T. vivax, a mntré indirectment, par des tests de trypanolyse, que des 

globulines sériques de l 'hôte sont présentes à la  gurface du paasi te .  Il 

a ~ p a r a l t r a i t  par cons6cyiient que T. S~~71cei dif £ère à cet écjc'xcl de T. vivcu. -- --. 
2 " ) l a  plobdi1.i té d ' une séquestratior-i antiyénj-que 

au niveau de l a  pche flacjellaire e s t  soulignée par les  observations de STEINERT 

e t  NOTJIKOFF (1960) ,  de BROWN e t  a l .  (1965),de BRCOKER e t  PRESTON (1967), de 

JADIN (1971) e t  de LnlL7GRETII e t  BALSER (1975) . En effet ,  tous ces au.if2WS ont 

dérmntré l a  localisation tcmpraire des antigènes de milieu, à l ' é t a t  apparem- 

m n t  non dégradé dans l a  poche flagellaire e t  daqs les  phaqosomes qui lu i  sont 

associés. 

Néanmoins, cette séquestration éventuelle ne pe l~t  faire excluiie, 

à priori,  l a  synthèse d'antigènes toms à l 'hôte ou au milieu par le trypa- 

nosome lui-même. Chez les  helminthes parasites e t  particulièrment chez les 

schistosomcs, les  prentés  avec l 'hôte définitif ne proviennent pas sedement 

d'une simple adsorption tégumentaire, e t  diverses hypthèses ont été envisagées 

par DAMIAN (1964) ,  CZPRON e t  a l .  (1968a) e t  SMITIERS e t  TEXütY k1969) p u r  les  -- 
1 

expliquer (absorption digestive, pinocytose e t  synthèse) . 



9.1.2.2. LES antiqèws "promes à 1 'espèce" 

P a r  oppsit ion aux antigènes hétérospécifiques, les antigsnes 

"propres à l'espèce" constituent environ les huit dixièmes du profil antigénique 

des Trypanosmatidés étudiés. 

L'absence d'une méthodologie appropriée avait, pndant longtemps, 

laissé supposer que l a  compiexité antigénique des Protozoaires é t a i t  réduite 

en cbmpaison de celle des Plétazoaires. Des travaux récents, ayant eu recours 

à l'iromunoélectrophorèse (WCHAIH e t  CAPRON, 1969, 1971 ; LE RAY, 1969, 1975 ; 

DFmR,  1973 ; AFGT,zlIN e t  a l . ,  1975a ; LE: -RAY, 1976a e t  b ) ,  ont mntré que 

l a  structure anti~énicpe des trypanosomes e t  des leidmanies é t a i t  au con- 

tra ire d'une grariJe corqdexit6. a e  1 'on s'adresse à des extraits  solubles 

g~roven;-mt de forniel; de culture ou de formes sanguicoles, 25 2 35 camLrx)sants 

antigénicpes propres à X1es$ce peuvent ê tre  mis en éviderice, révdant ainsi 

l e  profil ixMunoélectroph(~r6tique - caractéristique de chaque ,%rasitc étuJi6. 

La notion du stade de développnent choisi corn.? source d'mtigène 

es t  à prendre en considCra"Lion (FIFE, 1971) . Lcs coriditions te~h~lic~iies de l ' a a l ÿ s e  

hun6électrophorétique nous ont irqxxé l'étude des seuls stades de d6veloppe- 

ment OC l'obtention en msse des organisxes e s t  psç ib le  : chez les trypanosomes 

Stercoraria (T. --- cmzi,  S. - r a g e l i )  -- e t  les l e i sb~z~i i e s  (L. don3vani) , ce sont --- 
les  fonces de o_i l t~xe ; par contre, cllez l e s  try;-an(>mes Salivarla, ce sont 

érjal.ment l e s  f ornes de cul ture , amquelles s 'a joutent les  Lomes p r a s i t e s  

sanc~uicoles obtenuesen arande quantité chez le  rat .  

Chez les  trypanosomes Salivaria, remarquables F r  l a  fréquence de 

leurs variations antigéniqies, les antigènes des forrnes sanpicoles se divisent 

en antigènes stables c01muns à toutes les  populations e t  en antigènes vcariables. 

Ces derniers, d'une inmunogénicité privilégiée, déte~.minent un type antigénique 

ou sérotype à l a  py>cllation sang~iicole correspndante . Ainsi, les antigènes des 

formes sanguicoles voient leur spécificité principalement l i ée  au type antigéni- 

que. Par  contre, les  antigènes des f o m s  de culture çont d'expression constante 

tout au long de leur entretien. 

Chez les  trypanosomes Stercoraria (T. cruzi) e t  les leishmmies 

(où les phénm5nes de variation antigénique chez l 'hôte définitifn'ont guère été 
P 

démontrés), on remarque la  m ê m  constance des structures antig6niques des f o m s  

de culture (chapitres 3.2.1.4. e t  3.2.4.3) . Cette propriété apparait ê t re  uil 

caractère ggnéral des Trypanosomatid6ç (SEED, 1964 ; BRAY, 1969 ; LE RAY, 1975). 

De plus, l'existence de différences m5taholiques mrquées, observées entre les  

Salivaria e t  les Stercoraria au niveau de leurs formes sanguicoles, ne se 



retrouve pas au niveau des formes de l ' insecte ou de culture. Cette s tabi l i té  

e s t  en faveur de l'emploi des formes de mlture dans les  études imrminotaxono- 

miques, car e l le  suggère une g-rzmde constance de l'expressiorr mtig6nique dans 

cette condition particulière d'entretien. Ces formes de cillture sont considérées 

m e  analogues à celles des stades évolutifs des Insectes hôtes internédiaires. 

En conclusion, l a  stmcture antigénique des Wypanosomatidae - 
hétéroxènes voit son expression se modifier suivant que l 'on s'adresse aux 

fom,es de culture ori aux formes sanguicoles. C'est pourquoi, dans l a  disci~ssion 

q u i  sui t ,  l'apport de la  connaissance des stnlctures mtigéniyues sera envisagé i 
séparément,à props dss formes de culture e t  à props des fom-es sanguicoles. I 

9.2.1. Taxonomie e t  phylcgénèse - 

Le domaine de la  systénatique botanique e t  zoologique avait l 

dé j à bénéficié d ' inf o m t i o n s  nouvel les grâce à 1 ' analyse inuc;unoélectropho-- l 
rétique (COYDEN, 1964 ; HAWKES, 1968 ; mCIU-IAUSZ, 1967 ; AVISE, 1974). L;i 1 
comparaison de la  structure ant ic jéniq~ de diverses-espèces fonqiques (BIGTET l 
e t  a l . ,  1965d) e t  helminthiqcs (CAPRON e t  --- a l . ,  1968a) e t ,  pmd. les Protozo-. 

aires,  des cl~~iiks Libres i~~nI,L?ERrr, 1975) avait pmUç de caractériser des 

catégories taxonomicpes e t  de dégager leus relations phylé tiques. 

la stabi l i té  antiqinique des Tryposoinatidés, cultivés in vikci, 1 
apporte-elle des argunxnts nouveaux d'ordre taxonomique ? 

Le groupe des Trypanoscmatidae hétéroxènes a f a i t  l 'objet  d'une 

classifica+don solide par HOARE (1966, 1 9 7 2 ) ,  e t  de norrbreuseç sp6~ulations phy- 

logéniques (GRASSE, 1952 ; BAKER, 1963, 1965 ; wIULXX, 1966 ; HOAIIIE, 1967 ; 1 
, 1970) basées sur l a  ~ ~ o l o g i e  e t  l a  biologie. Ainsi un t e l  mdèle é ta i t - i l  1 
particulièrenent favorable à une évaluation dés résultats irnminoélectmphoréti- 1 
ques. Le degré d'appïentement antigénique a été exprimé par 1 'indice d ' isoloyie 

des camposants solubl.es, indice égal au rapport du nombre des corripsants anti- l 
géniques observés en réaction hétérologue au nombre des composants observés l 

en réact&on homologue. 



A) Groupe - espèce : 

a) Au niveau intraspécif ique , nos résultats établissent l a  constance 

antigénique qualitative des formes de culture de différentes souches de 

T. cruzi e t  de L. donovani, d'origines gbgraphiquset parasitairesdiverses. 

Cette constance n'exclut pas l a  possibilité de différences enzymatiques pouvant 

expliquer les distinctions de virulence entre souches. Toutefois, si de te l les  

différences existent, e l les  ne sont pas appréhendées par l'analyse imnuncélec- 

trophorétique, dans nos conditions expérimentales. 

En contradiction avec nos résultats, NUSSENZWEIG e t  al. (19631, 

NUSSENZWEIG e t  GOBU (1966) e t  GONZALEZ-CAPPA e t  KAGAN (1969) ont réparti  

des souches de T. cruzi en t ro is  groupes distincts, selon l'existence de diffé- 

rences antigéniques au niveau des f o m s  de culture. Ces t ro i s  groupes sont 

définis suivant l e  degré d'absorption des anticorps agglutinants e t  précipitants 

des .irrirmuisérums hmlogues par les extraits antigéniques des différentes souches. 

Néanmoins, l a  démonstration n'est pas évidente ; en effet ,  l e s  auteurs ut i l i -  

sent des imnunsérums pauvreSIne fournissant que quelques systèmes de référence 

fragmcntaireset tronqués en réaction hamologue ; de plus, l'absorption d'un 

irranunsérum par un extrait  homologue détermine encore une réaction de précipita- 

tion vis-à-vis d'une souche hétérolcgue. 

La possibilité de l'existence de te l les  différences antigénicpes 

entre souches de T. cruzi ne peut ê tre  exclue, niais dananderait confirmation 

à l 'aide d'un protocole expérimental analogue au nôtre. - 

b) Des observations préliminaires, fa i tes  en comparant les f o m s  de 

culture de T. b. brucei e t  T. b. qambiense, nous avaient révélé l'existence 

d'une spécificité irmninologique entre ces deux mus-espèces, initialement inter- 

prétée c m  l e  témoin de l a  spéciation de ces deux parasites (LE RAY et al . ,  

1971). En f a i t ,  l a  poursuite des travaux par LE RAY (1975) a mntré que les 

antigènes supportant cette spécificité ne sont pas constamment reconnus par 

l'animal immunisé e t  qu ' i l  pourrait dès lors s 'agir, soi t  de différences 

subspécifiques, soi t  de différences quantitatives. Il est  évident que 'ces deux 

sous-espèces (HOARE, 1966, 1972) morphologiquement s d l a b l e s  (RUDZINSKA e t  

ViCI(ERMAN, 19 69) mis biologiquetrent distinctes (HOARE, 197 2)  méritaient d 'être 

analysées par des méthodes plus sensibles que l'analyse inununcélectrophorétique. 

Certain~s de ces &thodes ont apporté r é c m e n t  des arguments biologiques, 

biochimiques e t  immunologiques nouveaux. Elles reposent notanunent sur l a  

sensibilité différentielle des parasites à l 'action trypanocide du sérum 



humain ( R O W N  e t  al., 1972 ; ïWNiU3G e t  a l . ,  1973), sur l'analyse de leurs 

ADN (NEWrON e t  BüRNETT, 1972 ; STEINEKC e t  al., 1973) e t  sur la caractérisation 

de leurs isoenzyms (BAGSTER e t  PARR, 1973 ; KILGOUR e t  CODF'REY, 1973) ; el les  

d h n t r e r a i e n t  que les trois  sous-eseces africaines seraient distinctes mais 

l'hétérogénéité des résultats ne permet pas encore de clore cet inlassable 

débat. 

B) Groupe-qenre 

a )  Au sein de l a  section Stercoraria, des travaux t r è s  préliminaires, en 

irmunoélectrophorèse, avaient mntr5 des relations étroites entre T. (S.) cruzi 

e t  T. (S.) vesprt i l ionis  (BICE e t  ZELECON, 1971) au niveau de six composants 

antigéniques . 
Nous avons c a p r é  des espèces appartenant aux sous-genres Schizo- 

trypanum (T. cruzi, T. dionisii) e t  Heqxtosom (T. rangeli) , Les parentés inmu- 

nochimiques entre ces t rois  espèces intéressent en f a i t  les six dixièms de leurs 

q s a n t s  antigéniques. Le degré d'isologie observé entre ces t rois  Stercoraria 

e s t  comparable à celui des trypanosms Salivaria. 

La parenté antigénique rend cornpte de l1hcnqénéit6 dss trypanosomes 

Stercoraria, tandis que la  différence de leurs spé6ificitos antigéniques rend 

bien m p t e  de l a  diversité des es$ces à ce niveau taxonomique peu élevé. 

En raison de son ubiquite, de sa virulence e t  de sa multiplication 

intracellulaire chez l 'hôte vertébré, T. cmzi  e s t  souvent présenté corrane un 

membre aberrant de l a  section des Stercoraria (BAKER, 1965 ; LWDEN, 1974).  

De m k ,  les  tendances Salivaria de T. rangeli, lors de son d6veloppemat chez 

1 ' insecte vecteur, ont été çoulicjnées par HOARE (19 69) . Nos résuitatsne permet- 

tent pas d'attribuer à ces caractères une signification phylétique, mais indi- 

quent plutôt qu ' i l  s ' ag i t  l à  de phénomènes de convergence. En effet, l ' isologie 

antighique partielle observée entre T. cruzi, T. dionisii e t  T. rangeli e t  

confrontée à celle des trypanomes Salivaria dhontre siniltanGnent l 'indivi- 

dualité réelle de l a  section Stercoraria e t  son hamgénéité. 

b) A propos du genre Id&ma&a les  travaux de BRAY e t  LAINSON (1966) , I 

SclmEIDER e t  HEMlIG (1966) e t  CHAVES (1970) n'avaient qu'ébauché la d h m t r a -  

tion de parentés entre les  l e i s l m i e s .  De notre expkrience, limitée à 3 souches, 

il résulte que l e  complexe L. donovani - L. tropica parait ê t r e  constitué a'or- 

ganisrnes antigéniquanent t rès  voisins, chez lesquels il peut néamins  exister 

des spécificités de l'ordre de 1 à 2 composants, irrégulièremnt reconnus par 

nos hpriri.wnrnsérums. Cette situation reste délicate à interpréter. El le  e s t  



analogue à celle que nous avons décrite entre l e s  trypanosomes Salivaria 

T. b. brucei e t  T. b. qambiense. Nos résultats sont à rapprocher de ceux 

de BRAY e t  LAINSON (1966) e t  de SC.INUR e t  ZUCKERMAL'J (SC= e t  al., 1973 ; 

ZUCKERMAN e t  a l . ,  1973). Ces derniers auteurs ont observé, à l 'aide de la 

précipitation en gel, l'existence de sérotypes distincts au sein du corn- 

plexe donmi-tropica . 
Des 6 espèces de leidmanies étudiées, ce sont les  L e i s M i a  

parasites de %ptiles africains qui sont antigpniquemnt l e s  plus voisines 

des Leishmania humaines du bassin méditerranéen. Ceci vient à l'appui de 

1 'hypothèse d'ADLER (1964) qui considérait L. adleri cm.ne un jalon phylg- 

tique important entre les  Leishmania primitives e t  les Leishniania de mammi- 

fSres. Nos observations prn?ettent d'étendre ces conclusions à L. tarentolae. 

Elles conseillent d'envisager une étude approfondie de l ' infectivité de ce 

parasite pour les  m i f è r e s .  

L'étude des relations antigzniques des leishmanies tendrait à 

dihontrer qu' i l  s ' e s t  produit au sein du genre I~ishmania 1 - m ~  différencia- 

tion nioléculaire imprtante jointe à l a  conservation des structures mqb- 

logiques, contrairanent aux phénomènes qui ont affecté l e  genre Trypanosm. 

Les différences antigéniques peuvent ê tre  aüssi imprtantes au sein du genre 

Leishrmnia qu'au sein du genre T-Jpanosoma. 

c) T. cruzi e t  T. brucei partagent entre eux ainsi qu'avec L. donovani 

près des quatre dixièmes de leurs structures imrrninochimiques. L' apparentenlent 

de T. cruzi - T. brucei e s t  qualitativemmt e t  quantitativement plus marqué 

que leur apparentesnent respectif à L. donovani. Les  parentés imranostructu- 

rales entre trypanosames Stercoraria e t  Salivaria sont du même ordre de 

grandeur que les  parentés existant entre le genre Trypanoçoma e t  le genre 

L e i s h i a .  Ces résultats confirment donc les  a r w t s  morphologiques e t  

biologiques ayant conduit HOARE (1966) à distinguer, au sein du genre Tcypa- 

nosam, l a  section des trypanosanes Salivaria e t  cel le  des trypanosomes 

Stercorar ia . i 
Du point de vue phylgénétique, avant tout essai  d'interpr6tation, 

il sera nécessaire d'inclure, dans cet te  étude inwcunostructurale, un plus 

grand nombre de représentants des Trypanoçomatidae hétéroxènes e t  de préciser 

leurs relations avec les  Trypanosamtidze monoxènes. Nos résultats actuels 

suggèrent toutefois une évolution parallèle des trois grovpes Salivaria, 

Stercoraria e t  Leishmania. 



Figure 57 : Essai de recomtitution phylétique 
des Trypanosamatidae hétéroxènes à partir  des 
données imnmoélectrophorétiques. Echelle pro- 
portionnelle aux indiies d ' i i l o g i e  des c e -  
sants solubles. I 

l 



En conclusion, il existe, au sein de l a  famille des Trypanosomatidae 

hétéroxènes, une structure hnunochimicpe fondanentale c o ~ e r n a n t  environ les 

trois  dixièms des camposants antigéniques strictement d'espèce e t  reflétant 

l a  msalque antigénique originelle. Il parait s 'ê t re  produit sur ce fond ccpnrnui 

une diversification imrnuiostructurale plus importante que ce que l 'on attendait, 

campte tenu de l'homogénéité de l'organisation cellulaire de ce groupe. Ces 

deux aspects, d 'ai l leurs canplémentaires, p e r ~ t t e n t  d'attribuer à l'analyse 

imrmuloélectrophorétique un rôle privilégié dans l e s  études taxononicpes à 

mener chez les  Protozoaires. Un essai de reconstitution phylétique à partir des 

données in-mnoélectrophorétiqueç es t  envisagé sur l a  figure 57. 

9.2.2. Notion de personnalité antigénique 

Les composants antigéniques non impliqués dans les réactions croisées 

constituent en f a i t  l a  personnalité antigénique de chaque parasite étudié, per- 

sonnalité dont l e  t r a i t  l e  plus sail lant e s t  représenté par un composant remar- 

quable par son imnunogénicité. Ces notions de personnalité antigénique e t  de 

mmpsant r m g u a b l e  ont été initialenent décrites chez l e s  champignons para- 

s i tes  (BIGUET e t  a l . ,  1965c) e t  chez l e s  helminthes (CAPW;\J e t  a l . ,  1968a ; 

CAPRON, 1970). Nous avons également retrauvé au niveau des protozoaires, l 'exis- 

tence d'au moins  un ccxnpsant antigénique remarquable par son imnunogénicité e t  

sa spécificité. Il s 'agi t  du compsant n05 "spbif  ique" de T. cruzi, du mins 

par r a p r t  aux autres ~ s o m e s  Stercoraria étudiés, e t  des ccsrp.sants 4 e t  

24 de L. donovani de spécificité çubgénérique. 

De l 'ensable  des c ~ s a n t s  antigéniques solubles de T. m z i  - 

objectivables par l'analyse imrminoélectrophorétique à l 'aide d'hyperimnunsérums 

hcxmlogues, seuls quatre dixièmes de ceux-ci sont spécifiques de T. cruzi. 

Panni ces canpsants, le composant X05 s'individualise par son hnmogénicité 

privilegiée observée à l a  fois en immunisatioh e_.?cpérinentale e t  lors des infec- 

tions expérimentales ou naturelles. ~ e p l u s ,  ce composant, d ' u ~  t r è s  grande 

antigénicité, a l a  faculté de détenniner, en précipitation en gel, un arc d'une 

t r è s  grande intensité. Sa localisation sur les  diagrammes ~ u n o é l e c t r o p b r é t i -  

ques e t  son double épaulement, à p a r t i r  du puits de, dé@t de l'antigène, sont 

des caractéristicpes t rès  importantes de son identification. 

La notion de personnalité ixrtigéni.que de L. donwanl e s t  encore mal 

élucidée. Les infomtions concernant l e s  antigènes sormtiques solubles de 

L. donovani ne pnnettent pas une distinction nette entre L. donovani e t  

L. t q i c a  qui constituent un ens&le particulièranent hamogène du point de 



vue antigénique. Les différences antigéniques mineures, qu'offrent ces deux 

espèces, indiquent cependant leur divergence génétique. N'Stant pas reconnues 

avec constance par les  animaux inmunisés, ces différences n'apparaissent pas 

çuffisamnent tranchées p u r  permettre de caractériser des antigènes spécifiques 

de L. donovani. 

La caractérisation des antigènes d'excrétion - sécrétion par l a  

précipitation en gel a oonduit SCHNUR e t  ZUCKERMAN a distinguer, dans les  

populations du complexe L. donovani - - L. tropica, plusieurs séroty-ps dont 

l a  distribution n'est pas en accord avec l a  classification clinique actuelle 

(SCHNUR e t  al . ,  1972, 1973 ; ZUCKERW e t  a l . ,  1973). Cepzndant, la valeur 

qualitative e t  l a  signification taxoncsnique de ces sérotypes restent à é w k .  

Par contre, dans l a  famille des Trypanosmtidae, les Leishmania 

se différencient nettement des autres espèces hétéroxènes du,genre - Trypan o s m  

Panni l e s  camposants "spécifiques" des Leishmania, deux compsants (N04 e t  24) 

sont ranarquables par leur imnuriogénicité. Ils déterminent l'appxrition srécoce 

d'anticorps précipitants lors de ll.'Lmnunisation expérimntale. Leur inmmogéni- 

c i t é  s'exprime de façon cornp.rable au cours de llin£ection e@rimentale du 

hamster, par l'apparition privilégiée des précipitines correçpondantes. Ils 

sont reconnus en p r d e r  lieu dans l e  kala-azar canin e t  hurriain avec une fré- 

quence élevée. Ils paraissent spécifiques du genre Leishmnia. 

Outre leur aspect diagnostique, les  coryosants 5 de T. cruzi, - 4 et 

24 de L. donovani ont un intérêt systématique évident. Ils p m t t e n t ,  en effet ,  

de situer une espèce dans une catégorie taxonomique précise. 

9.2.3. Conséquences diagnostiques 

connaissance des antigènes extraits  des formes de culture 

a fac i l i té  l'étude des relations hôte-parasite. De manière générale, on 

sait que l'importance de l a  réponse humorale chez l'hôte infecté e s t  foilc- 
tion directe des modalités hôte-parasite e t  de l a  charge parasitaire. 

Très marquée dans l a  leishrraniose viscérale, la réponse h m r a l e  

de l'hôte engendre l'élaboration de taux élevés d'anticorps var iés ,e tde ncxn- 

breux anticorps précipitants. Ces derniers sont proportionnelle5nmt bzctucoup 

plus élevés au cours de l a  leishmaniose viscérale qu'au cours des autres affec- 

tions parasitaires dues à des protozoaires (CAPFON e t  a l . ,  1972) e t  à des 

helminthes (CAPRON e t  a l . ,  196833) , sans doute parce que le sysWe reticulo- - 

endothélial e s t  plus directement impliqué. 



Dans l a  trypanoscaniase américaine humaine, les  sérzms de mlades 

en phase chronique pssèdent aussi des anticorps précipitants en n&re rela- 

tivanent h p r t a n t  ; ils sont beaucoup nains ncnrbreux lors de la phase aiguë. 

Ainsi, l ' intensite de l a  réponsehmraledans la l e i d i o s e  vis- 

cérale e s t  nettement plus élevée que dans l a  maladie de Chagas. L'existence de 

prentés  antigéniques entre les  Trypanosmtidae souligne l a  nécessité d'un i. 

imminodiagnoçtic différentiel dans les  zones où l e s  leishnanioses coexistent 

avec l a  mladie de Chagas ou les  trypanosaniases africaines. Ces parentés 

se traduisent par l'existence de plusieurs réactions croisées en diagnostic 

sérologique (CIWNG e t  NM;HEm, 1947 ; VïTETTA e t  GüTIIWN, 1967 ; C A i v W X G 3  

e t  IIEBCIWIO, 1969 ; GAFCïA e t  al . ,  1969 ; OELERICH, 1969 ; NEAL e t  M U E ,  

1970 ; SEAH e t  MARSDEN, 1970). Ces réactions croisées, appréciees quanti- 

tativement en irmninoélectrophorèse dans ce travail  à l 'a ide de sérums 

humains e t  expérimentaux (tableau =x), nous conduisent à conseiller la  

détermination rigoureuse du seuil de spécificité des réactions sérologiques 

classiques lors du diagnostic de ces protozmses par réaction de fixation 

du camplément, d'hémagglutination passive e t  d'irmnunofiuorescace irdirecte. 

La pratique conjointe d'au moins deux réactions techniquemnt éloignées 

e s t  à recamriander. Les qualit6.s analytiques e t  l a  précision de l'iminuio- 

électrophorèse confèrent à cet te  dernière méthode un caractère de spécifi- 

c i t é  rigoureuse dont l ' in té rê t  es t  particulièrement évident dans tous l e s  

cas où l e s  réactions sérologiques sont positives à un taux peu significatif. 

L'iMnunoélectrophorèse a en outre l'avantage qualitatif de permettre la 

visualisation des systèmes précipitants les  plus représentatifs du parasite. 

C'est ainsi  que litd6rmnstration d'anticorps précipitants correspondant aux 

compsants antigéniques n05 da T. cruzi e t  n04 e t  24, typiqmdes Leishnania, 

permet de poser un diagnostic spécifique e t  donc d'individualiser un kala- 

azar dans un foyer d'endémie Chagasienne. 

9.2.4. Isolement du composant N05  de U n i z i ,  sa localisation 

au niveau de l a  surface des formes de culture 

Avant d'aborder l'étude du rôle inmunologique spécifique des anti- 

gènes les  plus représentatifs d'une e s s c e  parcasitaire, il est nécessaire d'en- 
1 

treprendre leur purification hnunochimique e t  leur ,lmalisation cellulaire. 

Les possibilités de p i f i c a t i o n  qu'offrent l e s  techniques de chromatographie, 

d'6lectropbrèseI ou d'ultracen-t-rifugation, n'ont permis l'obtention de frac- 

tions imnunologiquanent pures que dans de t rès  rares cas (SAWADA e t  al., 1965 ; 

KORACH et BENEX, 1966 ; TAIIJLIXZ, 1970) malgré de ncxnbreux essais, concernant 

e s s e n t i e l l ~ n t  des k W t h e s .  



Cette voie physicochimique a été appliquée à un extrait total de 

T. cruzi par chramtographie sur gel de Séphadex G-200 e t  G-75. ;JOLIS n'avons 

obtenu qu'un extrait  semi-purifié comportant environ l e  tiers des camposants 

antigéniques totaux dont un certain nombre supor ta i t  encorede~~mentés  avec 

l e s  autres Trypanosamatidés. Le profil des pics de fractionnemnt e t  les acti- 

vités antigéniques des différents pics sont analogues à ceux décrits par 

GONZALEZ-CAPPA e t  KAGAï\T (1973) . 
L'imprfection des resultats obtenus lors de ces essais de purifi- 

cation par voie physicochimique nous a incité à m t t r e  en oeuvre l a  technique 

d ' irmnuloadsorption p u r  purifier l e  composant 5 de 'T. cruzi . Cette technique 

pemiet théoriqumnt un isolement sélectif e t  rapide d'une fraction antigénique. 

L 'é tape  in i t ia le  de 1' irmnunoadsorption e s t  1 'obtention d'un sérum monospécifique . 
Si dans la description de nos résultats cette métbdolcgie semblebanale, rapide 

e t  sans problèmes, il n'en es t  rien dans l a  réali té.  L'obtention d'un inanunsém 

mnospécifique demande l'imnunisation de t rès  ncmbreux lapins avec le précipite 

"composant 5 - anti-cmpsant 5" obtenu en imnunoélectrophorèse bidimensbn- 

nelle. Cette méthode, du moins p u r  T. cruzi, n'a pas permis l'obtention d'an- 

tigèn-e purifié en quantité apprkiable. Toutes les  péparations ont servi au 

contrôle de pureté de l'antigène 5 par umicuiisation de lapins. Il e s t  vrai  que. 

l e  but de cet  isolement é t a i t  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 à 100 q) . 
A plus grande échelle, il faut espérer optirmliser une t e l l e  méthodologie par 

l'emploi de quantités t r è s  importantes d'antisérum morospécifique e t  surtout 

d 'extrait  total. Néanmoins, malgré cet te  réserve quantitative sur l e  rendment, 

les  résultats quali tatifs montrent, p u r  l a  première fois chez un protozoaire, 

l e s  p s s i b i l i t é s  d'isolment à l ' é t a t  pur de fractions antigéniques. 

La surface cellulaire e t  la membrane du flagelle externe des formes 

-de culture ëpimastigotes de T. cruzi sont formées p u r  une part d'antigènes 

correspndant au c-sant 5. Cette situation explique en partie l'inmnunogénicité 

privilégiée du composant 5 lors  des infections expérinientales e t  humaines, car 

l e s  antigènes de surface, tout c m  les  produits d'excrétion - sécrétion, 

jouent un rôle privilégié dans l a  réponse imnunologique de l 'hôte au parasitism. 

Or l e s  prenniers anticorps précipitants, décelables lors des infections expéri- 

mentales e t  humaines, sont bien ceux correspondant au cgr ipant  No 5. 



Les épreuves diagnostiques par agglutination, à 1 'aide des formes 

de culture de T. cruzi, seraient pour certains auteurs d'une g r d e  spécificité 

(Va- e t  YANAVSKY, 1971 ; ALLAIN e t  KAGW, 1974). Ces résultats s'explique- 

raient par le rôle privilégié que doivent jouer l e s  antigènes 5 dans une t e l l e  

réaction. 

Suite au fractionnement subcellulaire des formes de culture de 

T. cruzi (SEGüRA e t  al. ,  1975), nods avons mntré que l a  fraction contenant 

les-manbranes cellulaires e t  les  flagelles réagissait d'une façon privilégiée 

avec les anticorps précipitants anti-compc)sant 5 (SEGURA, conarninication person- 

nelle, travail de collaboration en cours de réalisation). C e s  résultats confir- 

ment nos observations ultrastructurales en inmmoperoxydase. 

Des travaux préliminaires, obtenus par GONZALEZ-CAPPA e t  SEGURA . 

(cornnunication prsonnelle), montrent une éventuelle possibilité de vaccina- 

tion expérimatale de l a  souris à l 'a ide de l a  fraction membranaire e t  flagel- 

la i redes f o m s  de culture de T. cruzi. Aussi, l ' isolemnt et l'obtention à 

l ' é t a t  pur du c a p s a n t  5 de T. csuzi, pourrait avoir d'imprtantes répercus- 

sions sur 1 ' inmunoprophylaxie de cet te  parasitose . 
Les tentatives d'hnunisation contre T. cruzi réalisées - soit  

par des antigènes hcgnologües : parasites vivants (souches avimlentes ou inac- 

tivées), broyats (JORISON e t  a l . ,  1963), ou antigènes grossièranent purifiés 

(KQEDA, 1973), - soi t  par des antigènes hétérologues de Trypnoçomatidae 

mnoxènes (SOUZA e t  R O I ~ I A N ,  1972), ont corduit à des résultats variables e t  

d i f f i c i l e n t  interprétables. Elles révèlent l a  nécessité de prccaer dans l e s  

années à venir 1°) à une purification des divers antigènes susceptibles d'in- 1 
duire l a  protection, e t  2 O )  à une analyse précise de leur fonction j-nmunogène 

humorale e t  cellulaire. 

9.3. APPOKC DE IA OlNNAISSANCE DES ANTI-S EXTRUTS DES FORMES SANGuiWLES 1 
DES SALrVARIA l 

Le rôle fonctionnel des antigènes spécifiques de stade évolutif 

n'a pu être  abordé dans notre étude qu'à propos des tqpmsomes Salivaria 

(T. b. gambiense e t  T. b. bruce$) . Les tqpriosornes Stercoraria e t  les Leish- 

mania présenteraient également des transformations cycliques de leur profil 

antigénique ; maispeuderenseignementsont é té  acquLsàcetégardjuçqu'à présent. 

Chez L. donovani, lors de l a  transformation des formes m i c m s t i g o t e s  en f o m s  

prmastigotes, des canpsants antigéniques spécifiques de ces deux stades ont 



été visualisés par précipitation en gel (SIMPSON, 1968 ; DWYER, 1973) . Pour 

T. cruzi, une étude récente (KLOETZEL e t  al., 1975) e f fec tue  en imnunofluo- 

rescence indirecte sugçière l'existence de spécificités antigéniques l iées  aux 

t ro is  stades de développaent . 
9.3.1. Spécificités de stade évolutif e t  de type antigénique chez 

T. b. gmbkme. Répercussions diagnostiques 

Chez l e s  trypanosomes Salivaria, l 'étude des spécificités antigéni- 

ques a surtout été envisagée au niveau des antighes de surface des f o m s  

çanguicoles e t  à l 'aide des méthodes d'agglutination e t  de lyse (IDURIE e t  

O'CûNNOR, 1937 ; CUNNïNGHAM e t  VTCKEXWN, 1962 ; GRAY, 1962). A propos de 

T. b. q d i e n s e ,  les  deux voies principales de recherche ont corcerné l a  

variation antigénique (GRW, 1972, 1975 ; SEED, 1972 ; QELERICH e t  m E I U R ,  

1972 ; TAKAYANAGI, 1970, 1973a) e t  l'obtention d'extrait  antigénique à des 

f ins  diagnostiques (DESJET e t  a l . ,  1970 ; WWE, 1972) . Dans les  deux cas, 

l e s  résultats acquis à propos de T. b. brucei ont trop souvent étô extrapolés 

à T. b. qambiense. 

Qu'i l  s'agisse de llé.tude de l a  variation antigénj.que dans un but 

d'irmunoprophylaxie ou de la mise au point de techniques d'jmmnodiagriostic, 

l a  connaissance fondamentale de l a  structure antigénique a toujours été négli- 

gée. Une approche rationnelle des structures antigéniques des deux stades évo- 

lu t i f s ,  nous a permis de préciser l e s  cmposants antigéniques impliqués dans 

l a  variation antigénique e t  d'aborder l e  diagnostic iratunologique sur des con- 

naissances précises e t  rigoureuses. C m  chez T. b. brucei (LE RAY et al . ,  

1973a ; LE RAY, 1975) , les  épreuves d'absorption d h n t r e n t ,  qualitativement, 

l'existence d'antigènes spécifiques de stade chez T. b. gambiense (AFCW);IN - et 

a l . ,  1975a). Les f o m s  de culture possèdent en propre un minimum de quatre - 
camposants ancdiques d 'hnunqénicité maiocre. L e s  formes sanguicoles se carac- 

térisent par l a  présence de quatre carriposants spécifiques, de localisation catho- 

dique, dont deux sont doués d'une immmogénicité majeure. En outre, la comparai- 

son de populations clônées sérologiquemnt distinctes permet de préciser que l a  

variabilité antigénique affecte spécifiqueme.nt les  deux composants majeurs. ' 

cathodiques. 



Une situation irrmnoélectrophorétique similaire mis mins complexe 

se retrcxive chez T. b. brucei (LE RAY e t  al. , 1973a) . ies variants antigéniques 

de T. b. brucei se caractérisent par l a  présence d'un seul composant appelé V, 

affecté par la variabilité antighique. 

Ces camposants spécifiques du S.pe antigénique de T. b. qambiense 

témoignent en outre d'une hétérogénéité importante dans leurs motifs antigéni- 

ques. En effet, le coniposant mjeur,  situé sous l e  puits de dépôt de l'antigène, 

présente plusieurs éperons aux extr&ités de l 'arc  de précipitation. Ces mp- 

sants variables représentent donc en f a i t  une famille complexe d'antigèries. 

De ce travail descriptif, plusieurs caractères généraux concemant 

les  antigènes variables peuvent ê tre  n é m i n s  dégagés. Le f a i t  l e  plus siyi- 

f icatif est l a  constance de l a  localisation imrmuioélectrophoré tique des anti- 

gènes variables. Cette localisation cathodique es t  constante ; e l l e  a été obselr 

vée à popos des différents sérotyps de T. b. brucei (WEITZ,  1960 ; WILLIANW\J 

e t  BlXllW, 1964 ; BIGALKE, 1966) , de T. b. rhodesiense - (OELERIM e t  P4AN?JCJEILER, 

1970) , de T. b. gambiense (0EL;ERICH e t  P%WEILER, 1972 ; TAKAYRYAQ: et al., 

1973a), de T. evansi (LE RAY e t  KAGERüKA, c m c a t i o n  personnelle) et de 

T. equiperdum (MA'PI'ERN e t  a l .  , 1975) . Ceci sesnble irdiquer que les  antigènes 

variables des différents trypanosames Salivaria possèdent des caractéristiques 

Imléculaires c o r n e s  ou t rès  proches. 
Deux autres caractéristiques des antigsnes variables concernent 

leur hétérogénéité physicc&imique e t  leur localisation à l a  surface du tsypa- 

nosame. Ces aspects seront envisagés e t  discutés à propos de T. b. brucd chez 

lequel l a  purification irrununochimiqie des a n t i g è ~ s  variables s ' e s t  av6rée riche 

d ' enseignements. 

Enf in ,  un dernier caractère des antigènes variables des ~ s ~ m s  

Salivaria es t  leur imnuncgénicit6 majeure que nous confirmoriçchez T. b. gam- 

biense. mrs del'imnuiisation ex@rirrtentale, il s'élabore une quantité excep- 

tionnellgnent élevée d'anticorps précipitants correspondants ; lors  de l8in£ec- 

tion expérimntale, un phéndrie analogue est observé par GRAY (1965a), SE;ED 

e t  a l .  (1969), SEED (1972) e t  VAN MEIRVENNE e t  al. (1973b, 1975a e t  b). C'est 

a insi  qu'au cours d'infections expérimentales de lapins, des anticorps lytiques 

e t  des anticorps observables en réaction d'insnunofluorescence, spkifiques des 

antigènes variables, apparaissent rapidenent dès l e  5ème jour (GRW) 1965 ; 

VAN lIEIICVENNE, 1975a) ; l e s  anticorps précipitants spécifiqes du séroSrpe sont 

décelables vers le 10- jour e t  f a i t  t r è s  important, se maintiennent t rès  

longtemps (LE RAY, 1975) . De M e ,  LE PAY (19 75) a mntré tou jours à p n p s  ' 



de T. brucei, qu'après l ' a r r ê t  d'une hyperirmninisation, les anticorps préci- 

p i t a n t ~  anti-composant variable V se mintiennent pendant près d'un an. C e c i  

nouss&leimportant p u r  l a  compréhension de l a  réponse inmunologique de 

l'hôte infecté e t  en particulier dans l e  cadre du diagnostic. Nous avons mntré  

que les antigènes extraits  des fonres de culture de T. b. gmbiençe ne permet- 

tent pas d'assurer l e  diagnostic imnuno6lectrophorétique de cette parasitose. 

Par contre, l'emploi d'un antigène extrait  des f o m s  sanguicoles de T. b. 

gambiense permet de poser, de façon quasi-systématique, l e  d i a ~ o s t i c  imnuno- 

électropbrétique de l a  maladie du m e i l .  US composants l e s  plus représen-, 

ta t i f s ,  assurant la spécificité de l a  reaction, sont tous situés en position 

cathcdiqe s u r  l e  diagramne imnuioélectropbrétique. Ceci e s t  un apport capital 

pour l e  diagnostic de cet te  parasitose. Tout aussi .hpr tante  à considérer e s t  

l'imnunogénicité fonctionnelle des antigènes responsables de l a  repense humorale 

chez l'hôte naturel. Xous avons observé qu'au mins  une partie de ce t t e  réponse 

h w r a l e  é t a i t  due aux antigènes variables de l a  population clônée correspon- 

dant au sérotype LiTat-1. L'emploi d'un extrait  des f o m s  sanguicoles du séro- 

type LiTat-2 ne prmet pas d'assurer l e  diagnostic zvec un purcentage Sievë 

de p s i t i v i t é .  Cette différence de rSactivité pourrait ê t r e  éventuellanent due 

à des variations qualitatives lors de l a  prépration des extraits antigéniques 

solubles ; mais il es t  plus logique de penser que la  réponse humorale de l 'hôte 

vertébré e s t  décl~~nchée, enmjeure partie, par les antigènes variables corres- 

podant aux types antigéniques lesplus dominants, En effet ,  nos observations che 

T. b . gambiense, ainsi que celles de LE R?XY à propos de T . b . brucei ( 19 75) , 
montrent que l'imnunogénicité des antigènes variables n'a pas l a  m h e  intensite 

p u r  tous l e s  s é r o t p s  . Les cmpsants  variables du sgmtype Lilat-2 de 

T. b. qambiense e t  du s é r o t p  AnTat-2 de T. b. brucei - possèdmt une i,nmuncgéni- 

c i t é  plus faible e t  ne suscitent pas r é g u l i è r e n t  l ' é labra t ion  d'anticorps 

précipitants lorsd'unehprimmunisation. De plus, ils se distinguent des 

types dcmhants par une infectivits r a u i t e  pour l'animal. Des f a i t s  similaires 

ont déjà d k n t r é  précédment qu ' i l  existait  une relation étroite entre l e  

type antigsnique e t  l a  virulence (Mac NEïLLAGE e t  HERBEKï', 1968 ; GRAY, 1969 ; 

SOLTYS et TIZARû, 1972 ; VAN MEIiWENNE e t  a l . ,  1975b). 

Ces différences d ' irrmunqénicitb entre 1;s typs antigén iques doi- 

vent ê t re  importantes à considérer dans l e  cadre de , la  réponse h w r a l e  de 

l 'hôte vertébré. Ces f a i t s  suggèrent que l e  diagnostic inainu?ologique de l a  

maladie du sarraneil à T. qambiense serait  assuré, pour une partie, par les 

anticorps correspondant aux types antigéniques dcgninants. La révélation quasi- 



. . 

systématique de ces anticorps p u r r a i t  être due s o i t  à leur persistance 

pendant une période t r è s  longue, s o i t  à la réapparition @riodique de 

certains types antigéniques dmimnts  lo rs  de la succession des "vagues" 

de paras i th ie .  

N é m i n s ,  la réponse h m r a l e  de l 'hôte vertébré e s t  ccsnplexe. 

E l l e  est déterminée à la fo is  par des corrppsants cathodiques stables conmurs 

aux différentes populations sanguicoles et  par des composants variables 

appartenant aux sérotypes dominants. C e c i  limite considérablement les 

possibil i tés diagnostiques dans l a  mlad ie  du d l  à T. b. qambiense. 

S i  l ' i n t é r ê t  de recourir aux formes sanguicoles s a b l e  évident, il faut  

se l i m i t e r  à l 'gnploi de certains types antigéniques dminants tel 

LiTat-1. 

9.3.2. La variation antigénique chez T. b. brucei. Isolenent 

e t  localisation du composant variable 

Les techniques physicochimiques n'ont pas permis jusqu'à present 

l 'obtention d'un antigène variable de trypanosame Salivaria, à 116 ta t  puri- 

f i é .  L'emploi de l a  chromatographie d 'af f in i té  u t i l i sant  l'immunoadsorption, 

couplée avec des contrôles analytiques en ~ & l e c t r o p h o r è s e  simple e t  

bidimensionnelle, nous a permis d'obtenir à l'itat pur le compsant antigé- 

nique V, spécifique du sérotype AnTat-1 de T. b. brucei, et corrélativemnt 

l'antisérum monospécifique correspndant. Ceci est essentiel p u r  les futurs 

procjrès dans l a  connaissance analytique de l a  variation antigénique des 

~ o s ~ s  Salivaria. 

Dans ce t te  étude, les techniques de précipitation en gel apr5s 

carbamylation de l'extrait antigSnique to t a l  ont mntré  que l e  compsant 

variable V s e ra i t  formé d'au m i n s  deux familles ccanplexes de protéines. 

C e t t e  hétérogénéité physiccchimique ne peut ê t r e  due à une hétéroggnéité de 

l a  population clônée de tri_ypanoscmes. En effe t ,  les sérotypages, effectués 

en hnunofluorescence et par le test de trypanolyse, ont montré que la popu- 

la t ion clônée, u t i l i sée  dans ce t ravai l ,  est constituée de 100 % d 'o rgan ims  

du type AnTat-1. Cependant, ce t te  éventuelle hétéfogénéité physicochimique 
I 

pourrait résulter  d'une dénaturation de llextrait:antigénique lors  de la 

carbamylation. 



l . . N é m i n s ,  cette observation es t  en accord avec les  travaux 

1 antérieurs ,WïL;LIA,m e t  BRCiWN (1964) ont mntré  que les  antigènes spéci- 

fiques de variant c a p r t a i e n t  deux groupes de protéines ayant un poids 

mléculaire dist inct  , chacun de ces deux groupes étant formé par diffé- 

rents ccmposants antigéniques. De même, ALLSOPP e t  N J m  (1974) ont rapporté 

que les  antigènes variables de T. b. brucei, étudiés par électrophorèse 

annulaire en gel d'acrylamide e t  p a  chromatographie, peuvent ê tre  séparés 

en deux groupes. Mais dans ces deux études, l e s  populations nlStaient pas 

clônées e t  l e s  auteurs n'avaient pas envisagé des épreuves d'absorption 

croisée. 

A condition qu ' i l  ne s'agisse pas d'une dénaturation après carba- 

mylation, l e s  deux sous-unités physicochimiques du composant variable V, 

mntrent des pics parfaitement parallèles en irrtnu~l~électraphor~se bidimen- 

sionnelle. Cette configuration similaire nous autorise à penser que l'hétéro- 

généité physicochimique apparente pourrait résulter de l a  présence de diffé- 

rents polymères. Cette possible polymérisation p a - r a i t  peut-être expliquer 

l e s  poids moléculaires variés e t  différents attribués aux antigènes variables : 

de 20 000 à 260 000 (WILL-PJ e t  Bmm, 1964 ; LF: PAGE, 1968 ; LZLXHNI e t  

TAYLOR, 1972 ; CROÇS, 1973 ; TATZAYANAGI e t  a l . ,  1973a). 

En analyse irmTunoélectrophorCtique bidimensionnelle, chaque pic 

présente t ro is  é p u l m t s  successifs mis continus, suggérant une hétéro- 

géné i t é  imxunochimique . 
La purification des antigènes variables de T. b. brucei par l a  

chramtographie d 'affinité e s t  d 'ai l leurs l a  p r d è r e  étape de l'analyse 

mléculaire de ces antigènes. 

Les observations en microscopie optique e t  électronique à l 'aide 

de marquages indirects à l a  fluorescéine e t  à l a  peroxydase, nous ont montré 

que l e  ccrmposant variable V e s t  l e  c o n s t i t k t  majeur du m t e a u  des f o m s  

sanguicoles de T. b. brucei. PJos résultats ont été acquis à l 'a ide d'anti- 

corps mnospécifiques marqués indirect-nt,prSparés avec me population 

clônée e t  sérotypée. Ceux-ci confirment e t  développent l e s  arguments préli- 

minaires de VICKERMAN e t  LUCI(INS (1969) aussi bien que l e s  déductions biochi- 

miques indirectes de CF0S.S (1973) e t  de XJOGU e t  al .  (1974) . 
Il es t  important de souligner l e  marquage homogène que nous avons 

observé en microscopie électronique. A cause de l a  pré£ ixation à la glutaral- 

déhyde, indispensable pour éviter une trypt~olyse,  il n'a é té  p s s i b l e  

d'explorer que les  seuls antigènes de surface et de ce f a i t  aucun marquage ne 



peut être observé dans le cytoplasme et la poche f lagellaire.  Une distrh- 

t ion hamgène du camposant variable V est observée tout autour de la surface 

cellulaire et  sur l a  nembrane du f lagel le  externe. Ces observations ne sont 

pas en accord avec les résul ta ts  de TAKAYnWGI et  al. (197 3b) , chez - T. b. 

qambiense, qui observent, avec des anticorps conjugués à la ferr i t ine ,  une 

localisation presque négligeable autour de la surface cel lu la i re  e t  un mr- 

quage particulièresrient abondant çur la nahrane du f lagelle externe ; toute- 

fois ,  la nature exacte des anticorps conjugués à l a  fe r r i t ine  n 'est  pas 

explicite et les contrôles analytiques imrminologiques de mnospécificité 

n'ont pas é t é  envisagés par ces auteurs. 

Dans les limites de l a  technique e t  des antisérums u t i l i s é s  

(anti-formes de culture de T. b. brucei, a n t i - f o m s  sanguicoles d'un 

autre variant : AnTat-2, anti-antigènes d 'hôte) , seul le composant varia- 

ble V a pu ê t r e  m i s  en évidence sur le manteau cellulaire dlAnTat-1. Or, 

des exp5riences, concernant T. vivax (KE?TEIIIDC;E, 1972), ont mnt ré  crue des 

anticorps anti-protéines d'hôte étaient  lytiques pour l e s  t rypmst igo tes  

vivants. D e  nos résultats ,  il a2parait que T. b. brucei diffère,  à ce t  égard, 

de T. vivax. D'ailleurs, récemient LE RAY (1975) chez T. b. bnicei, a mn t ré  

l'absence de corrslations entre anticorps anti-hôte e t  l ' a c t i v i t é  lytique ; 

mais il suggère indirectement, par les tests de .frY-ypanol'jse et  leurs  carry;ia- 

raisons avec les résultats  irmnuno~lectrophorétiques, l a  présence sur l e s  

formes sanguicoles d'un antigène c m u n  aux différents sérotypes sanguicoles 

et  aux formes de culture. Nos observations, effectuées avec des antisérums 

dir igés contre les formes sanguicoles du sSrotype AriTat-2 e t  contre l es  for- 

mes de culture, ne confirment p s  ce t t e  suggestion. Les réactions négatives 

que nous avons obtenues en ~ ~ ~ p e r o x y d a s e ,  méthode d'une grande sensibi- 

l i t é ,  en corrélation avec les t e s t s  de trypanolyse, apparaissent ê t r e  une 

bonne indication de la spécifici té de nos résultats .  Néamins,  nous ne pou- 

vons exclure l 'éventualité d'un certain msquage antigénique par l 'antigène 

variable, au niveau du ;rianteau cel lu la i re  des formes sanguicoles ; l a  prg- 

fixation renforce 1'. inaccessibilite-de anticorps pour les antigènes commuls 

ou réduit l ' a f f i n i t é  antigène-anticorps. M&ne si  un t e l  p h e n d n e  existe, 

il n'en res te  pas m i n s  vrai qcle 1 'antigénicité majeure du manteau de la 

surface cel lu la i re  et  de l a  r;i&rane f lagellaire de T. b. brucei est essen- 

tiellement exprimée par les antigènes s g c i f  iques de variant. 
1 



l 

. . l 
L'obtention des antigènes variables à l ' é t a t  pur permettra l 

peut-être d'analyser avec précision l a  ré,wnse inamnologique spécifique 

induite chez l'hote vertébré ainsi que les  mécanismes de destruction lors 

de l a  trypanolyse. En effet ,  une irrarnuiité absolue a pu ê t r e  induite par des 

antigènes parasitaires mais e l l e  se  révèle s@cifique du type antighicycie 

(SEED, 1963) , l a  réponse trypmocide de 1 'hôte se trouvant rapidenent esquivée 

par l e  développent de populations antigéniquenent distinctes. En f a i t ,  il 

apparait qu ' i l  reste beaucoup à faire,  à l a  fo is  dans l1appr6ciation de la 

fonction imrunqène précise des antigènes identifiés mais Sgal.ement dans cel le  

de l a  part respective que jouent, dans cette imriunité , l e s  &canismes hmraux 

ou cellulaires ou leur éventuelle coopération. 



Le développement de l a  recherche en imnumlogie parasitaire, 

au cours des dernières années, et plus précisément, l es  travaux consacrés 

aux Trypanoçomtidae ont permis d'atteindre plusiewcs objectifs.  

Le premier est d'ordre théorique ; il d h n t r e  que les parasites 

constituent, parleurscaractères biologiques e t  par l es  modalités de la répon- 

se inmunitaire qu ' i l s  induisent chez leur hôte, des modèles privil+iSs de 

recherche fondamentale en imrrunolcgie des mladies infectieuses, dont 

l l in térê t , l  par conséquent, déborde largement l e  cadre de l a  parasitologie. 

C e s  mdèles parasitaires consituent un matériel de choix p w  

l'étude de n d r e u x  mécanismes irrPnunolcgiques : 

a) L'acquisition d'antigènes d'hôte, particulièrement bien étudiée chez les 

schistoçomes, mériterait d ' ê t re  analysée chez l e s  trypanosomes e t  les 

l e i s r n i e s  aussi bien au niveau de l 'hôte v ~ 2 é b r é  qu'à celui de l '%te  

invertébré. 
b) L'intervention de mécaniçmes d'irranunosuppression e s t  a c t u e l l e n t  suspc- 

tk dans l e  palucli,sm e t  la  trprioçomiase. Des phénomènes d '  imunosuppres- 

sion s@cifique, l i é e  à une dépression sp5cifique de la réponse T ont ét6 

d h n t r é s  dans l a  leishmaniose cutanée diffuse ; des mécanismes imnunosup- 

presseurs différents, l i é s  à des phGndnes de compétition antigSnique 

entraînant une diminution de l a  réponse imnune des su jets a t t e in t s  de 

maladie du sonneil vis-à-vis d'antigènes variés, ont é t é  décri ts .  La pro- 

duction par les parasites de substances non spécifique~~susceptibles de 

bloquer l e s  réactions imnunitaires des mlades,n'est actuellement pas 

exclue dans l e s  affections à f lagellés s&guicoles. 

c) La plupart des parasites libèrent chez leur hôtelsoit des produits d'excré- 

tion, so i t  des produits de sécrétion. Il s'ensuit que, clans de nambreuses 

parasitoses, des antigènes parasitaires solubles ont Sté décelés dans le 

sérum et/ou dans les urines des hôtes infectés. Le r5 le  de ces antigènes 
1 

dans l a  survie du parasite apparait multiple : compétition antigénique, 
i 

induction de tolérance, stimulation de cellules T suppressives, neutra- 

l isat ion d'anticoxps de haute a f f in i té ,  fonnation de complexes circulants, 

imnuncdéviation. Ces recherches peuvent dorgnavant être menées dans les 

affections à Trypanasomatidae. 

d)  L'étude des mécanims i n t i m s  de la variation antigénique chez l e s  trypa- 



n o m e s  e t  les  coccidies (Plasnodiun e t  Babesia) déborde l e  cadre de la 

parasitologie : l a  variabilité antigénique chez certains groupes de 

protozoaires libres (Parmecium) serait  l e  résultat d 'une expression 

génique induite par l e  milieu ambiant e t  contrôlée par l ' é t a t  du cyto- 

p l a m .  La variation antigénique e s t  certainenent un facteur essentiel 

de survie de l'organism paxasitaire, e t  l a  ccanpréhension d'un t e l  mSca- 

nism risque d 'avoir d '  importantes répercussions en biologie cellulaire. 

Le second objectif e s t  d'ordre pratique. Il se  rapporte à l a  

I connaissance précise de l'antigenicité parasitaire. Cette dernière .a men6 

1°) à l a  mise au point de méthodes imamoélectyophorétiques de diagnostic 

précis e t  rigoureux en ce qui concerne l e s  affections déterminées px 

L. donovani, T. cruzi e t  T. b. gambiense ; 2') à l a  pxification de cer- 

tains antigènes (composant 5 de T. cruzi, camposant variable V de T. b. 

brucei) dont l ' ~ é n i c i t é  peut désonnais ê t re  étudiée en relation 

I avec l e  développanent chez l'hôte des mécanises ezfecteurs hwraux ou . 

à médiation cellulaire récemment décrits. 

L'utilisation de néthcdes imrninoenzynmlogiqueç modernes faisant 

appel à des antigènes purifiés, t e l l e  l a  technic$e d'irranunoadçorption d 'en- 

zymes con jucjuées (E . L . 1 . S. A. : Enzyme LirJced Immunosorbent Assay) , ouvre 

I d é s o m i s  la voie au. diagnostic rigoureusment spécifique, quantitatif e t  

l automatisé de l a  maladie de Chagas e t  put-être  plus tard, grâce à des 

l recherches complémentaires, au diagnostic de l a  maladie du s o m i l  e t  l a  

I leishmaniose viscérale ; de l a  M e  façon que ce diagnostic est  déjà appli- 

I cable à ceïtaines helminthiases (BOUT e t  a l . ,  1975). 

I Un dernies objectif pratique, toujours visé, e s t  constitué par 

I l a  vaccination préventive contre les  maladies infectieuses. Celle-ci existera 

I -t-elle bientôt contre les  trypanosomiases e t  l e s  leishmanioses ? Il faudra 

I sûrment encore attendre plusieurs décadesh i s  l e s  progrès récents r h l i s é s  

1 dans l a  connaissance des antigènes de ces flagellés permettent d'envisager, 

avec un optimisme re la t i f ,  l ' i solment  d1antigSnes protecteurs. 



Les caractères antigéniques de quelques trypanoms (T. cmzi, 

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 myen d'une étude camparative p.en& par les techniques de précipita- 

tion en gel (double diffusion et imninoélectrophorèse) . 
La connaissance des antigènes,les plus représentatifs des Trypa- 

noçcanatidés parasites de l1home1dS-~ndait de l'inventaire préalable de leur 

structure antigénique, de l'étude des prentés intra- et interspScifiques 

et des relations hôte-parasite. L'efficacité de l'analyse immnoélectropho- 

rétique, grâce à l'emploi d'extraits antigéniques de bnne qualité et d'anti- 

sérums hyperirrsrruns, a prmis, avec 1 'aide des épreuves d'absorption croisée, 

de souligner l'existence d'antigènes hautement spécifiques et trzs irmim- 

gènes. 

1. Structure antigCnique 

L'existence dfantigènes,liés à la séquestration ou à l'adsorption 

par le parasite de substances provenant de l'hôte vertébré ou du milieu de 

culturelconduit à la nécessité d'épreuves d'absorption avant toute &tude 

rigoureuse des antigènes propres à l'espèce. Nos observations dhontrent : 

a) l'existence d'antigènes ubiquitaires (polysaccharides du type de la sub- 

stance C, parentés entre les leishmanies et les mycohctéries atypiques), 

dont la signification fonctionnelle reste impr-écise ; 

b) la grande cmplexité des antigènes sanatiques solubles, propres à l'espèce, 

des t q p n o ~ s  et des leishrraanies. Vingt-cinq à trente co~sants anti- 

géniques ont été identifiés chez chacun des parasites étudiés ; certains 

de ces carposants, bien différents d'une espèce à l'autre, confèrent à 

chacune d ' elles un prof il irmiuncchimique caractéristi que. 



2. Etudes intra- e t  interspécifiques, e t  relations hôte-parasite 

L ' analyse hnuncélectrophorétique camparée des structures antigé- 

niques des Trypanosoniatidés hétéroxènes p e m t  l'étude précise des relations 

intersgcifiques, des variations intraspécifiques et des relations hôte-pa- 

rasi te  . 

a) Les parentés antigéniques des trypanosomes Salivaria, des trypanosorres 

Stercoraria e t  des Leishrriania s'établissent corn s u i t .  

A u  niveau de l a  section Stercoraria, entre l e s  çous-genres Schizo- 

trypanm (T. cruzi, T. dionisii) e t  H e r p e t o m  (T. rangeli), l e s  p e n t e s  

intéressent environ l e s  six dixièmes des camposants totaux identifiés. 

g Au sein du genre Leisrnia, s ' individualisent t ro is  groups de 

parentés pourvus,à notre avis, d'une valeur taxondque e t  phylcgénStique. 

Le canplexe Leishmnia donovani-tropica camprend des protozoaires antigé- 

niquement t rès  voisins ; il cffre  plus de parentés antigsniques avcc les  

Leishmania parasites de Reptiles africains (L. adleri, L. tarentolae) 

(sept dixièmes) qu'avec une leishmnie d i n e  dlAmerique latine (L. rne- 

xicana) (quatre dixièines) . 
@Au niveau des sections Stercoraria (T. cruzi) e t  Salivaria --- 

(T. brucei) e t  au niveau des genres Leishinania (L. doriovani) e t  -O- - 
sma (T. cruzi, T. brucei), l es  parentés antigëniques révélées concer-. - 
nent sensiblement l e s  t ro is  dixièmes de l a  structure antigénique. 

b) Chez les  trypanosms Salivaria, où l e  cycle évolutif individualise des 

stades différents successifs, on peut identifier des antigènes spécifiques 

de ces stades. &s épreuves d'absorption croisee confirment l'existence 

chez T. b. gambiense de plusieurs compsants antigéniques, - les uns, 

spécifiques des formes de culture, considérées c m  équivalentes des 

formes du tube digestif des glossines, -;les autres, spécifiques des for- 

mes sanpicoles, parasites de l'hcm~e. Panni ces derniers, au moins deux 

cmpsants  sont spécifiques de chaque variant, représenté par une popula- 

tion sanguicole clônée e t  sérotypée; i ls supportent l a  sp5cificité ixmmc- 

chimique des antigènes variables. 1 
C) Le f a i t  essentiel de cette analyse des struct~& antigéniques réside dans 

l a  mise en Pvidence au sein de cette mosaïque chplexe, d'antigènes t rès  

caractéristiques de l'espèce e t  trSs imnmogènes. 



L'irnrnuiogénicité de certains composants antighiques, é tab l ie .  

p r i m i t i v m t  5 l 'aide d'hyl?erirmninsérm expérimentaux, est con£irmSr dans 

un second temps par l'analyse de serums d'infectionhminenaturelle e t  de 

s é m  d'infection expérimentale d'animaux de laboratoire. 

Il s 'agit  : (i) du canpsant n05 spécifiwe de T. cruzi p r  rap- 

port aux autres Trypanosmtidés étudiés, (ii) des compsants 4 et 24 de 

L. donovani spécifiques du genre Leidmania, et (iii) des composants 

"cathodiques" s$cifiques des f o m s  sanguicoles de T. b. gambiens. 

Les progrès, concernant la connaissance de l a  structure antigéni- 

que globale des Trypanosonatidés et surtout celle des com~sants  reflétant 

l a  personnalit5 antigénique des es,nèces de cette famille de protozoaires, 

ont permis de progresser dans l'étude des relations hôte-parasite menge 

lors des infections humaines e t  expérimntales. Un nombre important de 

systèmes précipitants e s t  révélable chez les mlades at te ints  de l e i s h -  

niose viscérale ou de l a  mladie de Chagas. Par contre, ce nombre est  

plus faible dans l a  trypanosaniase africaine à T. gambiense quelque so i t  

l e  t~p d'antigène ut i l isé .  L'enploi d'antigène e ~ ~ a i t  des f o m s  sangui- 

coles permet d ' assurer l e  diagnostic immunoilectroplmrétique de cette 

parasitose. 

E h  dêpit de l a  variabilitc de l a  rSponse humorale observée h s  

les  infections déterminées p r  les  Tqpmoçor;iatidés, l a  r6velation des 

anticorps précipitants par ~ 0 6 l e c t r o p h o r è s e  oc- une place de cho& 

parmi les  méthodes diagnostiques de laboratoire, en raison de la spécifi- 

c i t é  conférée à ces techniques.par l'existence de cmpsants  irranuriogènes 

e t  spécifiques, déterminant l a  production des anticorps correspondants. 

3. Purification e t  localisation subcellulaire 

Enfin, l a  chromatographie d ' af f ini té ,  uti l isant des immnoadsor- 

bants,permet l a  purification du carrpsant n05 spécifique de T. cruzi e t  du 

composant variable V, sp5cifique des formes sanguicoles de T. b. brucei - ; 
ainsi  que, corrélativement, l'obtention des antis6rums mnospécifiques cor- 

l 
respondants. 



La localisation çubcellulaire de ces antigènes est désormais ren- 

due possible à l'aide des techniques d'irnrninofluorescenœet d'immnoproxy- 

dase utilisant la microscopie optique et électronique. Déjà ces techniques nous 

ont pnnis : (i) de localiser des antigènes correspondant au campsant nos 
à la surface des f o m s  de culture de T. cruzi,et (ii) de mntrer la locali- 

sation du carrp.sant variable V de T. b. brucei au niveau du nianteau de la 

surface cellulaire et de la mePnbrane du flagelle externe des formes s a . -  

4. Conclusion 

La connaissance de l'antigénicité des carrg-sants les plus repré- 

sentatifs des Trypnosomatides permettra une meilleure approche des problè- 

ES diagnostiques et irranunoprophylactiqueç,ainsi que l'étude des mécanisnies 

rmlCculaires de la variation antigenique. 
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Depuis la rédaction de ce travail, il est important de signaler 

la parution d'une excellente revue générale sur l'irranunologie des Leishmania 

publiée par ZU-, A. ("Parasitological review. Current status of the 

hnunology of blood and tissue Protozoa. 1. Leishmania. Exp. Parasit., 

1975, - 38, 370-400"). 

A propos de la trypmosomiase américaine à T. cruzi, un travail 

de ALVES, M.J.M. et COLZ;I, W. ("Glycoproteins £rom Trypanosofla cruzi : 

partial purification by gel chrcinatqraphy. FEBÇ Letters, -- 52, 188-190") a 
permis la purification partielle de trois glycoprot6ines par chromtcgraphie 

sur gel (Bio-Gel P. 150) en présence de 0,l % de Dodecyl Sulfate de Sodiun 

(SDS). Pour ces auteurs, l'observation d'une agglutination des f o m s  épi- 

rrastigotes de culture, en présence de concanavaline A, est un argument en 

faveur de l'éventuelle localisation d'une ou de pl-~sie'xs glycoprotéines 

à la surface mmbranaire des formes de culture. 

Or les constituants mmbranaires semblent jov,er un r6le impor- 

tant dans l'irmogénicité des f o m s  de culture. En effet, nous avons mntré 

qie le camposant sp5cifiqüe no 5 se localise à la sarface des formes épimas- 

tigotes et SEGIJRA et al. ont démntré l'importance de la fraction &ranai.re 

et flagellaire dans la protection expérimentale de 3.a souris (SECXRA, E.L., 

PAULONE, 1. , CERIÇOLA, J . et CONZALEZ-CAPPA, S .M. : E-perhental Chagas ' 
disease : protective activity in relation with subcellular fractions of the 

parasite. J. Parasitol., 1976, - 62, 131-133). Aussi ces récentes expérimentations 

nous inciteront à envisager dans l'avenir l'éventuelle nature glycoprotéinicpe 

du composant 5 de T. cruzi et sa ccmpraison avec des antigènes partiellenent 

purifiés par d'autres auteurs. 

Enfin à propos du comrposant variable de T. b. brucei, un travail 

récent de CROSS a permis de confirmer sa localisation sur le manteau cellulaire 

des formes tqpmastigotes sanguicoles (CRSS, G.A.M.:Identification, puri- 

fication and properties of clone-specific glycoprotein antigens constituting 

the surface coat of Trypanosom brucei. Parasit., 1475, 71, 393-417). 
1 - 



Cet auteur a obtenu à l'état pur le capsant variable par des 

techniques biochimiques classiques (chranaatographie sur Séphadex G 25, D m -  

Cellulose pis isoélectrofocalisation) et a mtré sa nature glycoprotéinique. 

Il s'agirait d'une simple chaîne plypeptidique ayant appareMnent un poids 

mléculaire de 65 000 et contenant environ 600 amino-acides et 20 résidus 

monosaccharidiques, Ces derniers résultats sont eri contradictioil avec l'en- 

semble des travaux biochimiques précédents et avec nos déductions prudentes 

sur l'hétérogénéité inmunochimique du ccanposant variable. Pour CROSS, l'hété- 

rogénéité, décrite précédmnt, pourrait provenir d'une dénaturation protéo- 

lytique lors de la préparation des extraits antigéniques. Néanmoins l'auteur 

reste prudent et souligne la nécéssité d'une confirmatio~ au sujet de l'homo- 
f généité biochimique du capsant variable. 

De ce travail strictenent biochimique, corriparé à notre pixi.fication 

uniquement inununochimique, il ressort qu'il sera indispsôble dans l'avenir 

d'associer des critères biochimiquès tels l'électrophorèse en gel de ply- 

acrylamide ou l'isc6lectrofocalisation à des contrôles -ochiniques par 

inanwiisation exp5rirnentale à l'aide de l'extrait purifié. 


