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ERRATUM 

Page 20 : pour le paragraphe 2-2-1- lire : 

2-2-1- 125 femelles ont été récoltées chez 

les souris témoins contre 93 chez les souris immunisées par 

l'antigène " métabolique " et 33 chez les souris immunisées 

par l'antigène " total ". L'antigène " total " induit donc 

une inhibition plus importante que l'antigène "métabolique" 

vis à vis du développement des larves en adultes. 
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INTRODUCTION 

1. LA BIOLOGIE DU PARASITE. 

La trichinose est une helminthiase cosmopolite, provoquée 

par TrichineLZa spiraZis , nématode qui peut parasiter pratiquement 

tous les mammifères. C'est en ingérant de la viande dite "trichinée" 

contenant des larves~encapsulées dans les espaces iriterfasciculaires, 

qu'un individu se parasite ; il devient d'abord hôte définitif après 

le développement des larves en adultes dans son intestin grêle puis 

devient ensuite hôte intermédiaire quand les larves pondues par les 

femelles fécondées sont disséminées dans tout l'organisme et se 

fixent dans les muscles squelettiques où elles deviennent infestantes. 

La trichinose apparaît sous forme d'épidémies parfois graves 

en Europe centrale et orientale, dans les pays de 1' Artic et, à un 

degré moindre, aux U.S.A. ; c'est très habituellement la viande de 

porc qui est à l'origine des épidémies. 

Le cycle se déroule de la façon suivante : 

30 heures après le repas infestant, les larves sont devenues adultes 

(GARDINER, 1976) après avoir effectué 4 mues (HARLEY, 1971) au niveau 

du duodénum et de jéjunum. Les adultes blanchâtres ont une taille 

as,sez variable ; en moyenne 3 mm de long sur 0,06 mm de diamètre pour 

les femelles et 2 mm sur 0,04 mm pour les mâles. Selon GARDINER l'ac- 

couplement et la ponte pourraient alors s'effectuer dans l'épithélium 

du grêle et non pas dans sa lumière comme cela était classiquement 

a3mis ; les larves L1 (10Cp x6p) traversent ensuite la muqueuse intes- 

tinale et pénètrent dans des veinules mésentériques ou des lacunes 

lymphatiques. Le flot circulatoire.les amène au coeur droit puis, 

par la petite circulation, au coeur gauche d'où elles sont disséminées 



dans t o u t  l 'organisme ; l e s  l a r v e s  ayant  a t t e i n t  l e s  muscles s t r iés  

s u r v i v e n t  des  mois e t  même des années dans l e u r  capsu le  ( r é a c t i o n  

f i b r e u s e  de  l ' h ô t e )  ; e l l e s  mesurent a l o r s  jusqu 'à  1 mm d e  long mais  

s o n t  " sp i r a l ée s "  dans l e u r  pseudo-kyste (400 x 250 p). La ch rono log ie  

du déroulement du cyc l e  e s t  schématisée s u r  l a  f i g u r e  1 (page 4 ) .  

La b r i é v e t é  du cyc l e  de  T.spiraZis f a i t  de  ce  nématode 

un modèle expérimental  remarquable,  mais t r è s  complexe s u r  l e  p l a n  

immunologique. En e f f e t s  l e s  d i f f é r e n t s  s t a d e s  i n t e s t i n a u x ,  vascu- 

l a i r e s  p u i s  muscula i res  q u i  s e  succèdent ,  r e p r é s e n t e n t  a u t a n t  de 

s t i m b l i  an t igén iques .  Les r é a c t i o n s  immunitaires  q u i  l e u r  co r r e s -  

pondent s o n t  pro parte s p é c i f i q u e s ,  s e  chevauchent e t  i n t e r v i e n n e n t  

même, pour c e r t a i n e s  d ' e n t r e  e l l e s ,  a posteriori dans l e  c a s  d 'une 

p r imo in fe s t a t i on .  

C ' e s t  en e f f e t  une course  par  é tapesque  l i v ~ e  l e  p a r a s i t e  

à son h ô t e  ; l e s  q u a t r e s  p r i n c i p a l e s  é t apes  é t a n t  l e s  s u i v a n t e s  : 

1) l e  pourcentage de l a r v e s  i n f e s t a n t e s  capables  de se t r a n s -  

former en adu l t e s .  

2) l a  durée  de  présence  des femel les  fécondées dans l ' i n t e s t i n  

g r ê l e .  

3) l e  nombre d e  l a r v e s  L1 pondues pa r  ce s  femel les .  

4 )  l e  nombre de  l a r v e s  capab1es.de f r a n c h i r  l a  muqueuse i n t e s -  

t i n a l e  e t  d ' a l l e r  s e  f i x e r  d a n s ' l e s  muscles.  

2.  L'IMMUNOLOGIE DE LA TRICHINOSE. 

I l  e s t  maintenant  démontré par  l e s  au t eu r s  que les r é a c t i o n s  

immunitaires  consécut ives  à l a  t r i c h i n o s e  s o n t  c e l l u l a i r e s  e t  humo- 

r a l e s  (LARSH, 1967).  De l ' a c u i t é  des  r é a c t i o n s  de type  c e l l u l a i r e  

dépend 'le pourcentage de l a r v e s  devenant a d u l t e s  (LARSH 1972) e t  l a  





longévité des adultes dans l'intestin grêle (jusqu'à lal'self cure") 

(LARSH, 1964 et 1975). Le fait est démontré indirectement sur des 

souris congénitalement athymiques chez lesquelles lal'self cure" 

s'effectue nettement plus tard que chez les souris normales témoins 

(RUITENBERG, 1974)(WALLS, 1973). Des substances anti-inflam~atoires 

telles que la cortisone prolongent également la longévité des adultes 

(COKER,1955)(CAMPBELLy 1968) et le même résultat peut-être obtenu 

chez des souris rendues imrnunotolérantes par inondation antigénique 

(LANCASTRE, 1971). Toujours dans le même sens notre antigène "méta- 

bolique" (issu du liquide de mues de larves musculaires) induit, 

en l'absence d'anticorps décelables, une augmentation de 1'HSR 

(hypersensibilité de type retardée) conférant aux souris et aux 

miniporcs ainsi immunisés une protection, appréciée en nombre de . 

larves enkystées, qui peut dépasser 99% (VERNES, 1975 et 1976). 

Parallèlement au développement de ~'HsR,' se développent des réactions 

humorales sériques et locales (Immunoglobulines sécrétées dans 

l'intestin grêle). En ce qui concerne la cinétique (après primoinfes- 

tation )d'apparition des anticorps sériques, l'augmentation des 

globulines est plus marquée chez la souris que chez le rat (VERNES, 

1975). Cette augmentation concerne les principales classes dli.mmunoglo- 

bulines à savoir Ig G1, Ig G2, Ig M et Ig A avec un maximum de 13 à 15 

jours après l'infestation chez la souris (sauf pour les Ig M qui con- 

tinuent à augnenter),~ compris pour les anticorps sécrétoires intes- 

tinaux qui sont essentiellement des Ig A (CRANDALL, 1972). Il semble 

de règle que ces anticorps sécrétoires locaux soient synthétisés 0 

plus précocement que les anticorps sériques ; par exemple lors 

d'une infestation par IVippostrongylus brasiZiensis les Ig A sécré- 

toires sont décelables'dès le 6 ème jour d'infestation alors que 



les anticorps sériques ne le sont qu'au 18 ème (YCULAIN, 1976). 

Pour T.spiraZis tous les stades sont immunogènes sauf les larves 

L1 qui ne sont d'ailleurs pas sensibles aux réactions immunitaires 

une fois la barrière intestinale franchie (DESPOMMIER, 1971)(JAMES, 

1975) ; l'immunogénicité des larves musculaires semble dépendre du 

stichocyte et de ses sécrétions particulaires (DESPOMMIER, 1965, 

1969, 1974 et 1976) ; stichocyte que ne possède pas la larve LI.. 

C'est à la'suite d'un travail préliminaire effectué par 

DESPOMMIYR, avec lequel nous échangeons des informations, que nous 

avons entrepris d'étudier les facteurs immunitaires inhibiteurs de 

la ponte. En effet cet auteur a démontré sur un modèle i n  vivo-in 

v i t r o  que des femelles de trichine issues de souris immunisées par 

de l'antigène ''particulaire" (DESPOMMIER, 1970 a et b) ont leur 

ponte inhihée de façon significative (DESPOMMIER ,1977). A sa demande 

nous avons voulu savoir si notre antigène "métabolique" induisait 

la même inhibition (malgré la différence de souche de trichine et 

de souche de souris). Nous avons ensuite poursuivi de notre côté 

l'expérimentation en explorant l'action d'immunodépresseurs i n  v i vo  

et i n  v i t r o  vis à vis de la ponte de femelles issues d'animaux 

témoins non artificiellement immunisés. Enfin nous avons. effectué 

une première analyse i n  v i t r o  des facteurs immunitaires humoraux 

et sécrétoires, inhibiteurs de la ponte chez la souris,le rat et 

le miniporc infestés ou immunisés. 



MATERIELS ET METHODES 



MATERIELS ET METHODES 

1. SOUCHE DE T.SPIRALIS. 

Obtenue en 1970 chez le professeur LAMY à l'institut 

Pasteur de Paris et entretenue dans notre laboratoire par passage 

sur souris "CBA" et Sur rat "Wistar". 

2. ANIMAUX. 

2-1- Souris : 

Souris consanguines "CBA" exemptes d'organismes patho- 

* 
gènes spécifiques (CNRS, 45, Orléans la Source), agées d'environ 

4 mois et pesant 20 à 25 gr. 

2-2- Rats : 

Rats "Wistar" conventionnels - élevés dans notre anina- 

lerie ( à air filtré et conditionné) et de 3 mois d'âge environ 

(origine CNRS) . 
2-3- Miniporcs : 
- - - 

Souche " Pitmann Moore " âgés d'environ 4 mois et d'un 

poids moyen de 10 Kg (élevage Lessieux, 95710 BRAY LUE). 

3. ANTIGENES DE T.SPIRALIS. 

3-1- Antigène " métabolique " : 

Obtenu en faisant survivre pendant 24 heures à 3 7 O C  

des larves musculaires dans du milieu 199 avec des antibiotiques 



(0,2 mg/nil de Streptomycine Specia et 100 U.I./ml de Specilline G 

Specia) ; après élimination des larves par centrifugation (3000 g 

10 minutes), le milieu est dyalisé 72 heures contre de l'eau ( en 

écoulement continu) et ensuite lyophilisé (VERNES, 1976). 

3-2- Antigèrle "total" somatique : 

Obtenu par broyage de larves musculaires en ClNa 1°/,, 

puis centrifugation (8000 g, 1 heure), dialyse du surnageant contre 

de l'eau et lyophilisation. 

4. INFESTATION ET IMMUNISATION DES ANIMAUX. 

4-1- Infestation : 

Les souris, les rats et les miniporcs sont infestés par 

canulation oesophagienne avec, respectivement, 200, 2000 et 5000 

larves infestantes par animal. 

4-2- Immunisation : 

- Souris : elles reçoivent 1 mg d'antigène par injection 
intrapéritonéale; l'antigène étant dilué dans 0,l ml de sérum phy- 

siologique et émulsionné dans 0,l ml de Freund incomplet. Par voie 

orale l'antigène est simplement dilué dans du NaCl 

- Rats : par infestation oesophlgienne (2000 larves). 

- Miniporcs : soit par infestation oesophagienne (5000 

larves) soit par 50 à 150 mg d'antigène métabolique administré 

per os.  

5. RECOLTE DES SERUMS IIC.WNS ET DES IMMUNOGLOBULINES. 

- - Les sérums sont récoltés 13 ou 14 jours après l'imrnu- 



nisation (ou l'infestation) chez les souris et les rats (sauf 

pour l'étude cinétique) ; après 30 jours chez les miniporcs. 

- Les sécrétions de l'intestin grêle de souris ou de 
rats sont récoltées 7 à 11 jours après l'immunisation ( ou l'in- 

festation) par lavage de la moitié antérieure du grêle par du 

NaCl à 9°/00 ; le grêle est ensuite ouvert longitudinalement et 

mis en survie sur milieu 199 à 37°C pendant 15 heures. Après 

centrifugation (5000'g 20 minutes), le sérum physiologique et 

le milieu incubé sont mélangés et concentrés sur membrane Amicon 

UM 10 jusqufà obtention de 5 ml pour un grêle de rat ou pour 3 

grêles de souris. 

- Les immunoglobulines sériques sont récoltées par 
3 précipitations et centrifugations successives au .sulfate d'am- 

monium à 45% de saturation et lavage au NaCl 9°/00. 

6. IMMUNODEPRESSION DES SOURIS. 

Elle est effectuée par injection intrapéritonéale de 

méthotrexate (MTX) injectable (Laboratoire Specia) qui est un 

antimitotique (de 2 à 4 mg par souris) auquel nous ajoutons de 

l'acétate de cortisone (Laboratoire Roussel) qui est un anti- 

inflammatoire (2 à 2,5 mg par souris). 

CHROMATOGRAPHIQUES. 

7-1- Séparation des Ig M et des Ig G : 

Elle est obtenue par chromatographie ascendante sur 

gel de 'Séphadex G 200 en tampon TRIS (0,l M et NaCl 0,2 M) à 



pH 8 dans une colonne de 1 m de haut et 5 cm de diamètre. Les 

dépôts sont de 3 à 5 ml et les fractions obtenues sont ramenées, 

par concentration sur membrane Amicon UM 10,au volume initial. 

7-2- Isolement des Ig A sériques ou sécrétoires (de 

souris ou de rats) : 

Elles sont obtenues par chromatographie d'affinité sur 

colonne de gel de Sépharose activé au CNBr (Pharmacia) sur lequel 

sont fixés 20 mg d'immunoglobulines anti Ig A de souris ou de rat 

par gramme de gel. Le temps de contact du sérum et du gel est de 

lh30 ; l'élution est faite au tampon glycine HC1 0,2 M et NaCl 

0,5 M pH 2,8. L'éluat est enfin dialysé contre du tampon phosphate 

0,l M pH 7,2 (24 h)  et ensuite contre du NaCl (24h). L'éluat 

est ramené au volume initial par concentration sur membrane Amicon 

UM 10. 3 ml de sérum ( ou de sécrétions) sont déposés sur une 

colonne de 20 ml de gel. Le lavage de la colonne est effectué par 

du NaCl 0,5 M à un débit de 2 ml/heure. La concentration en Ig B 

est appréciée par la mesure de la densité optique à 280 nm. 

7-3- Contrôle des immunoglobulines : 

- Les poids moléculaires des globulines séparées sur 
G 200 sont contrôlés en localisant les pics obtenus par rapport 

à ceux déterminés par des protéines calibrées ("Cornbithek> Boeh- 

ringer). Chez le rat les fractions Ig M et Ig G sont contrôlées 

par immunoélectrophorèse avec des anti Ig M (BAZIN, 1974) et des 

anti Ig G spécifiques (Lab'oratoire Cappel) . 
- Enfin les Ig A sériques ou secrétoires sont mises en 

évidence et dosées selon la méthode d'immunodiffusion radiale de 

MANCINI (Laboratoire Meloy) chez la souris. 



8. MISE EN CULTURE DES TRICHINES ADULTES ET COMPTAGE DES LARVES 

L1 PONDUES. 

Les trichines adultes sont récoltées chez 1; rat (2 ou 

3 rats par manipulation) 5 jours après leur infestation grâce à une 

technique dérivée de la méthode copïologique de Baerman : l'intestin 

grêle est prélevé et ouvert longitudinalement, la décantation ( une 

heure avec agitation'périodique) des trichines se fait à 37'C dans 

du milieu 199 à travers un tamis, dans un entonnoir à robinet. Un 

pool de trichines adultes est ainsi constitué et les femelles peu- 

vent être séparées des mâles à la loupe binoculaire. La mise en 

culture s'effectue sur milieu 199 avec ou sans sérum de veau (30%) 

dans des boites pour culture de cellules (Nuclon Delta 35 ml) con- 

tenant 10 ml de milieu. Le fond des boites est gravé au préalable 

selon des traits longitudinaux et parallèles espacés de 2 mm, per- 

mettant de compter les larves pondues au microscope inversé sans 

interrompre les cultures. Les femelles de trichine sont ainsi mises 

en culture à raison de 30 à 50 par boite, chaque moyenne de ponte 

par femelle étant effectuée sur 2 ou 3 boites (selon le volume des 

récoltes). La culture dure 24 heures dans une étuve à 37°C dont 

l'atmosphère est continuellement renouvelée et saturée en humidité 

Nos premières cultures furent effectuées dans une atmosphère conte- 

nant 10% de CO mais celui-ci s'avéra inutile dans la mesure ou 
2 

la durée des cultures n'est que de 24 heures. 

Pour l'expérience princeps nous avons mis 38% de sérum de veau 

(inactivé) dans le milieu 199. Ensuite nous nous sommes aperçus 

que les femelles pondent pratiquement autant de larves sans sérum 

de veau,et nous ne l'avons donc plus utilisé ; d'autant plus que 



s a  présence  a u r a i t  gêné l ' i n t e r p r é t a t i o n  des expériences menées 

avec des sérums de  s o u r i s ,  de r a t s  ou de  miniporcs .  

9. CALCULS STASTISTIQUES, 

Pour comparer l e s  moyennes de ponte des  t r i c h i n e s  f eme l l e s  

témoins e t  des t r i c h i n e s  en expérience nous avons e f f e c t u é  l e  "t" 

t e s t  de Student-Fischer  appl iqué  à l a  comparaison de deux moyennes. 

Nous avons a i n s i  a s s o c i é ,  un c o e f f i c i e n t  d e  v a r i a t i o n  à chaque 

moyenne de  ponte,  e t  l a  va l eu r  de  l a  p r o b a b i l i t é  p  à chaque compa- 

r a i s o n  d e  moyenne, Dans ces  condi t ions  il e s t  général lement  admis 

qu'une d i f f é r e n c e  peut  ê t r e  cons idérée  s i g n i f i c a t i v e  s i  l a  proba- 

b i l i t é  e s t  au moins de 9 5 2 ,  c ' e s t  à d i r e  s i  p e s t  i n f é r i e u r  ou 

é g a l  à 0,05.  



RESULTATS 1 



RESULTATS 

Pour toutes les expériences nous avons appelé J O (zéro) 

le jour de l'infestation des animaux, J (-x) (moins x) le jour 

d'une manipulation effectuée x jours avant l'infestation et J y 

y jours après l'infestation. 

1. MISE EN EVIDENCE DES FACTEURS IMMUNITAIRES INHIBITEURS DE 

LA PONTE. EXPERIENCE PRINCEPS IN VIVO-IN VITRO. 

1-1- Protocole expérimental : 

Sept jours avant leur infestation par 200 larves, 50 

souris reçoivent 1 mg d'antigène "métabolique" (dans 0,l ml de 

NaCl et dans 0,l ml d'adjuvant de Freund incomplet) en 

injection intrapéritonéale. Cinquante souris témoins ne reçoi- 

vent à J (-7) qu'une injection de NaCl et de Freund incom- 

plet; elles sont également infestées par 200 larves chacune. De 

J 5 à J 9, chaque jour, 10 souris témoins et 10 souris immunisées 

sont sacrifiées ; pour chaque souris les femelles de T.spiraZis 

sont récoltées, comptées et mises en culture. Les larves pondues 

sont comptées après 24 heures et 48 heures de culture. 

1-2- Résultats : 

Les résultats chiffrés sont donnés dans les tableaux 

1 et II pagesl7etl8; ils sont reproduits sur la figure 2 page 19. 

Quatre résultats peuvent en être extraits : 

1-2-1- Globalement le pourcentage de trichines 

adultes femelles récoltées chez les souris immunes par rapport 

à celles issues des souris témoins est de 65% ; la différence 



est statistiquement significative à J 5 et à J 9 (tableau II). 

Chez les souris immunes le développement. des larves infestantes 

en adultes est donc partiellement inhibé (35% d'adultes viables 

en moins), 

1-2-2- A J 9 l'élimination des adultes est pratique- 

ment terminée chez les souris immunes et non chez les souris témoins 

(7,5 femellespar souris). Donc les adultes viables sont plus rapi- 

dement éliminés chez'les souris irmunes que chez les souris témoins 

(tableau 1). 

1-2-3- Vis à vis du nombre de larves pondues par 

femelle en 24 heures, on peut noter (figure 2 page19) que la di- 

minution de la ponte n'apparait qu'à J 7 chez les femelles issues 

de souris témoins. On peut donc en conclure que chez les témoins 

les mécanismes de défenses imrnunologiques ne deviennent efficaces, 

vis à vis de la ponte des femelles, qu'au 7 ème jour après l'in- 

festation, 

Pour les manipulations in vitro nous avons donc utilisé des femel- 

les prélevées sur souris ou sur rats 5 jours après leur primoinfes- 

tation. 

1-2-4- Les pourcentages de réduction de la ponte 

chez les trichines issues des souris immunes par rapport à celles 

des témoins sont statistiquement hautement significatifs(tab1eau II) 

et vont en croissant régulierement de 36% à J 5 jusqu'à 88% à J 9. 

Qualitativement, les réponses immunitaires des souris immunes aug- 

mentent dans le temps par rapport aux témoins. 

Il faut enfin noter qu'entre 24 et 48 heures de culture 

(sans changer le milieu) les femelles pondent, en moyenne, environ 

2 fois moins que pendant les premières 24 heures ; les mêmes pour- 



Nb de femelles 

TABLEAU 1 : Résultats globaux de l'expérience princeps. 



TABLEAU II : 

Résultats finaux et stastistiques de l'expérience princeps 

~ b *  = Nombre 





centages de réduction étant retrouvés.; Nous avons donc choisi, 

pour les expériences suivantes, de compter les larves au bout de 

24 heures de culture. 

2. COMPARAISON DES EFFETS DE L'IMMUNISATION PAR L'ANTIGENE 

I N  VITRO. 

2-1- Protocole expérimental : 

Deux lots de 3 souris reçoivent, à J 7 une injection 

intrapéritonéale d'émulsion de Freund incomplet (0,l ml) et de 

NaCl 9OIo0 (0,l ml) contenant 1 mg (par souris) d'antigène 

"métaboliquet' pour un lot,ou d'antigène "total" pour l'autre 

lot. Trois autres souris (témoins) ne reçoivent que le Freund 

et le NaCl A.J O les 9 souris sont infestées par 200 

larves chacune et à J 7 les trichines adultes femelles sont dé-, 

nombrées (par lot de 3 souris) et mises en culture 24 heures sur 

milieu 199. Les larves pondues sont alors comptées. 

2-2- Résultats : tableau III page 21. 

2-2-1- 125 femelles ont été récoltées chez les 

souris témoins contre 93 chez les souris imniunisées par l'antigène 

"total" . L'antigène "total" induit donc une inhibition plus 
importante que l'antigène "métabolique" vis à vis du dévelo~pement 

des larves en adultes. 

2-2-2- L'immunisation par l'antigène "total" pro- 

voque une inhibition de ponte (-74%) statistiquement significa- 

tive (p=0,002) vis à vis des témoins. Cette inhibition de ponte 

est nettement supérieure à celle obtenue chez les T . s p i r a l i s  



TABLEAU III : 

Comparaison de l'efficacité des immunisations de 
souris par 1 'Ag "métaboliquetlet 1 'Ag "total". 

Ag métabolique 



femel les  i s s u e s  des s o u r i s  immunisées par  l ' a n t i g è n e  "métabolique" 

(-39%), l a  d i f f é r e n c e  de  ponte e n t r e  ce s  deux l o t s  de f eme l l e s  

é t a n t  s t a t i s t i q u e m e n t  t r è s  s i g n i f i c a t i v e  : p=0,0002. 

3 .  ACTION DES I~~fMUNO-DEPRESSEURS SUR LA PONTE 

3-1- Expériences i n  vivo-in v i t r o .  - 
3-1-1- Pro tocoles  expérimentaux : 

Deux expériences p a r a l l è l e s  ont  é t é  r éa -  

l i s é e s  : 

- 10 s o u r i s  r eço iven t  3  mg de méthot rexa te  e t  2,5 mg d ' a c é t a t e  

de  c o r t i s o n e  en i n j e c t i o n  i n t r a p é r i t o n é a l e  à J ( -1 ) .  

- 10 a u t r e s  s o u r i s  r eço iven t  2  mg de  méthot rexa te  e t  2  m g  d t a c é -  

t a t e  de c o r t i s o n e  à J 0 .  

Ces 20 s o u r i s  e t  20 s o u r i s  témoins son t  i n f e s t é e s  par  200 l a r v e s  

chacune à J 0 .  

De J 5 à J 9 ,  2  s o u r i s  témoins e t  2  s o u r i s  t r a i t é e s ,  par  s é r i e ,  

s o n t  s a c r i f i é e s  chaque jour  ; l e s  t r i c h i n e s  femel les  de chaque : 

s o u r i s  s o n t  comptées e t  mises en c u l t u r e  ; l e s  l a r v e s  pondues 

s o n t  comptées après  24 heures  de  c u l t u r e .  

3-1-2- R é s u l t a t s  

Tro is  r é s u l t a t s  peuvent e t r e  e x t r a i t s  des  

tab leaux  I V  e t  V pages23et24, correspondants  aux deux expér iences  

précédentes  : 

3-1-2-1- L ' ac t ion  conjuguée du méthot rexa te  
, 

e t  de  l ' a c é t a t e  de cor t i sone ,  f a v o r i s e  l ' i n s t a l l a t i o n  du p a r a s i t e  : 

net tement  p l u s  de v e r s  a d u l t e s  son t  r é c o l t é s  chez l e s  animaux 

t r a i t é s  (par  r appor t  aux témoins) ,  s u r t o u t  e n t r e  J 6 e t  J 8. Quand 



TABLEAU IV : 

Cinétique d'action des immuno-dépresseurs injectés à 3-1. 



TABLEAU V : 

Cinét ique  d ' a c t i o n  des  imrnuno-dépresseurs i n j e c t é s  à J 0 .  

Nb globaux de 9 : s o u r i s  témoins : 104 
p < O , O 1  ( significatif) 

s o u r i s  t r a i t é e s :  290 

Se l f  c u r e  chez 1 des 2  s o u r i s  témoins * Sel f  c u r e  chez 1 des  2  s o u r i s  t r a i t é e s .  



le traitement a été pratiqué à J O (tableau V), 290 femelles ont 

été récoltées globalement chez les souris traitées contre seule- 

ment 104 chez les témoins ; cette différence étant statistiquement 

significative (p =. 0 ;01). 

3-1-2-2- Les vers femelles issus des souris 

traitées ont leursponteslégèrement déprimées selon des pourcen- 

tages décroissants de J 5 à J 7 ; les valeurs négatives les plus 

fortes (-19,7%) étant logiquement enregistrées quand les produits 

sont injectés le jour de l'infestation. Cette expérience n'ayant 

pas été , au départ, conçue pour être analysée par un calcul sta- 

tistique (insuffisance de points par résultat), un seul de ces 

pourcentages négatifs s'est avéré significatif (tableau IV à J 6). 

3-1-2-3- Les femelles issues des souris 

traitées pondent notablement plus que celles issues des témoins 

à partir de J 8 (jusqu'à + 79,1%), de façon statistiquement signi- 

ficative. 

Nous avons regroupé et traduit en courbes l'ensemble 

des résultats concernant llexpérience.princeps et les immunodé- 

pressions dans la figure 3 page 27. 

3-2- Expérience in vitro 

3-2-1- Protocole expérimental 

Cinq souris sont infestées(à J 0) par 200 larves chacune ; les 

trichines femelles sont récoltées à J 5, mises en pool et réparties 

en 3 lots de 3 boites à raison de 30 femelles par boite : 3 boites 

témoins (milieu 199), 3 boites contenant 3,3 ug (par ml de milieu) 

de méthotrexate et 3boites en contenant 10 ug par ml. 

3-2-2- Résultats : tableau VI page 26. 

Nous avons constaté une légère action toxique de l'anti-mitotique 

au niveau de la ponte des femelles de T.spiraZis; cette action n'est 



TABLEAU VI : 

Action du Methotrexate in vitro 

Nb de  larves  



b de larves 
ar femelle 

Figure 3 

m m  Témoins 

Immunes 

- w - Immune- déprimées 

9 
Nombre 

, Comparaison des cinétiques de pontes de femelles 

issues de souris témoins, immunes 'et immuno-déprimées. 

de jours 



pas statistiquement significative et n'est pas proportionnelle 

aux deux doses que nous avons employées 

4. ACTION IN VITRO DE DIFFERENTIS IMMUNSERUMS ANTI-T.SPIRALIS SUR 

LA PONTE DES FENELLES * 

4-1- Immunsérums de souris : tableau V I 1  page 29 

Nous avons testé d'une part des sérums anti-anti- 

gène "métabolique" et d'autre part un sérum anti- antigène "total" ; 

ces sérums ont été récoltés sur des souris immunisées per os ou 

par voie intrapéritonéale. Quelle que soit la voie d'administration 

de l'antigène "métabolique" les immunsériims correspondants ne 

déterminent pas de réduction de ponte statistiquement significative. 

Par contre l'antigène somatique est à l'origine d'un immunsérum 

actif vis à vis de la ponte (-16,4% de réduction) de façon large- 

ment significative (p=0,0003). 

4-2- Immunsérums de miniporcs : tableau VI11 page 30 

L'antigène "métabolique"(administré per os ) ne 

donne pas d'immunsérum actif vis à vis de la ponte. Chez un mini- 

porc vacciné par ce même antigène puis infesté un mois plus tard, 

l'immunsérum récolté un mois après l'infestation s'est avérg  lus 

efficace vis à vis de la ponte (réduction de 10,9%) ; mais l'écart 

+ 
type assez élevé (- 5,6) de la moyenne de ponte des femelles témoins 

fait que ce résultat n'est pas statistiquement significatif (p=0,13). 

Par contre un immunsérum de miniporc infesté depuis un mois provo- 

que des réductions de ponte très significatives : - 20,5% quand il 

est dilué à 10% dans le milieu 199 et - 21,3% quand il est à 20% 

dans - le milieu. 
----------------------------------------------------------------- * Pour ces expériences et pour toutes celles qui suivent nous avons 
utilisé des femelles de T,spiraZis prélevées à 55 sur des rats primo- 

infestés. 



TABLEAU VI1 : 

Action de différents immunsérums de souris sur la ponte de femelles 

de trichines prélevées sur souris. ( I.P. = intrapéritonéale ). 

Immunsérums Probabilités 
par rappor 

ltimrnunsérum 

Anti-Antigène 

(immunisation 

(immunisation 

Anti-Antigène 



TABLEAU VI11 : 

Action de différents immunsérums de miniporcs sur 

la ponte de femelles de trichines prélevées sur rat. 

* 199 avec 10% de sérum immun ou témoin 
5 199 avec 20% de sérum immun 06 témoin , 

Immunsérums Probabilités 
rapport aux 

contenant du 

sérum inimun 

Vacciné per O 

puis infesté 

Infesté 

depuis 

1 mois 

Infesté 

depuis 

l 
1 mois 

I 

+ * 
55,8 - 0,3 

60,5 + - 2,O ik 

+ * 
70,2 - 2,7 

76,8 + - 0,8 * 

- 20,5 % 

- 21 3 %  
1 

p=O, 0071 

p=O ,0030 



4-3- Cinétiaue d'action d'immunsérums de rats récol- 

tés entre le 6ème et le 13ème jour après l'in- 

festation : tableau IX page 32 

Cette experience nous a permis de montrer que c'est 8 jours après 

l'infestation que les immunsérums sont les plus actifs mais qu'ils 

le sont dès le Gème jour ; chaque sérum utilisé étant constitué 

d'un pool de 3 sérums. Quelques écarts types trop élevés font que 

seul le sérum récolté à J 8 (et pratiquement aussi à J 11) provo- 

que une réaction de ponte statistiquement significative. 

5. ACTION IllJ VITRO DES I?IMUNOGLOBULINES TOTALES (ANTI-TRICHINE) 

DE RAT ET DE MINIPORC : tableau X page 33. 

Nous avons préparé les immunoglobulines, par précipitation au 

sulfate d'ammonium, à partir d'immunsérums de rats et de miniporcs 

infestés respectivement depuis 8 jours et 1 mois. 

Ces immunoglobulines provoquent des réductions de ponte 

qui vont de 20,6% à 32,6%; tous les résultats étant statistiquement 

très significatifs. 

Deux faits sont à noter : 

- Les immunoglobulines anti-trichines provoquent des réductions 

de ponte plus importantes que les imunsérums correspondants, 

surtout à la concentration de 20% dans le milieu de culture : 29 ,3% 

de réduction de ponte pour les immunoglobulines de rat et 32% pour 

celles de miniporc. 

- Aux mêmes concentrations (et notamment à 10%) des immunoglobulines 

de miniporc sont plus inhibitrices que celles de rat. 



3 2 

TABLEAU I X  : 

Cinétique dlaction,sur.la ponte des trichines,des sérums 

immuns de rat, du 6 ème au 13 ème-jour après l'infestation. 

S.T. = Sérum témoin 



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

3 3 

TABLEAU X : 

Actions globales des Immunoglobulines de rat et de miniporc 

sur des femelles de trichines prélevées sur des rats. 

Réduction de la 
en 24 h de culture 

ponte en% par 
Probabilités 

rapport aux 

*Les Ig sont ramenées au préalable à la même concentration que dans le sérum 

*Dans milieu 199 avec des Ig témoins aux mêmes concentrations que les Ig immunes. 



6 .  ACTIONSCOMPAREES (SUR LA PONTE IJJ VITRO DES TRICHINES) DES 

I G  A,IG M ET I G  G SERIQUES DE MINIPORC ET DE RATS INFESTES : 

t a b l e a u  X I  page 3 5 .  

6-1- Immunoglobulines d e  m i n i p o r c .  

F a u t e  d ' immunoglobulines a n t i  I g  A s p é c i f i q u e s  du 

p o r c  nous n e  pouvions  pas s é p a r e r  l e s  I g  A en  chromatographie  

d ' a f f i n i t é .  Nous avons donc simplement f r a c t i o n n é  l e s  i m u n o g l o -  

b u l i n e s  s é r i q u e s  s u r  g e l  de  Séphadex G 200. Nous avons a i n s i  o b t e n u  

2 p i c s  ( f i g u r e  4 page36) : l e  p remier  cor respond  e s s e n t i e l l e m e n t  

aux I g  M mais a u s s i  à une p a r t i e  d e s  I g  A e t  d e s  t r a c e s  d ' I g  G 

( v i s u a l i s é e s  en  imrnunoélectrophorèse) ; l e  second cor respond  

s u r t o u t  aux I g  G mais  a u s s i  à des  I g  A e t  à d e s  t r a c e s  d l I g  M. 

La p a r t i e  s u p é r i e u r e  du t a b l e a u  X I  montre que l a  f r a c t i o n  

c o n t e n a n t  e s s e n t i e l l e m e n t  d e s  I g  M e s t  n e t t e m e n t  p l u s  a c t i v e  (-22,2%) 

que c e l l e  c o n t e n a n t  d e s  I g  G (-12,7%) ; s e u l e  c e t t e  f r a c t i o n  I g  M 

donne un pourcen tage  d e  r é d u c t i o n  d e  p o n t e  s t a t i s t i q u e m e n t  s i g n i -  

f i c a t i f  (p=0,050).  Quant au sérum t o t a l  du même m i n i p o r c  i n f e s t é  

il s ' a v è r e  i c i  e n c o r e  moins a c t i f  (-13%) que s e s  immunoglobulines 

s é p a r é e s .  

6-2- Immunoglobulines d e  r a t  : 

Grâce  à des  a n t i - I g  A s p é c i f i q u e s  nous avons pu 

s é p a r e r  l e s  I g  A s é r i q u e s  e n  chromatographie  d ' a f f i n i t é ;  l e s  a u t r e s  

immunoglobulines é t a n t  e n s u i t e  f r a c t i o n n é e s  s u r  Séphadex G 200. 

Nous o b t e r n o n s  a l o r s  un p i c  I g  M (avec  d e s  t r a c e s  d ' I g  G) e t  d e u x  

a u t r e s  p i c s  (au l i e u  d 'un h a b i t u e l l e m e n t )  q u i  s e  s o n t  a v é r é s ,  e n  

, immunoélect rophorèse ,  ne  c o r r e s p o n d r e  t o u s  l e s  deux q u ' à  des  I g  G ;  

il s ' a g i t  là s a n s  d o u t e  d ' u n  a r t é f a c t  d e  m a n i p u l a t i o n  q u i  n ' a  



Actions comparées ( s u r  l a  ponte des t r i c h i n e s )  des  I g  A,  I g  M 

e t  I g  G s é r i q u e s  de miniporc e t  de r a t s  i n f e s t é s .  

TABLEAU XI : 

Jr: S 1 = sérum immun 



Figure 4 

h 

- Nomb r e 
5 O 100 de tubes 

Ig totales de miniporc primoinfesté. 

Fractionnement sur Séphadex G 200. 

Ig ( moins les Ig A) de rats primo-infestés. 

Fractioncement sur Séphadex G 200, 

Nomb r e 

de tubes 



d'ailleurs pas d' incidence notoire sur les résultats ( figure 4 )  

Ces résultats sont consignés dans la partie inférieure 

du tableau XI : ils confirment l'action prépondérante des Ig M 

(-19,8%) par rapport aux Ig G (-12,6% et -16,2%) et montrent le 

rôle négligeable joué par les Ig A sériques sur les ponte des 

femelles (-3,7%). Là encore seule la fraction Ig M provoque une 

inhibition statistiquement significative :p=0,035. 

Par ailleurs nous avons effectué, par imunodiffusion 

radiale, un dosage cinétique des Ig A sériques de souris primoin- 

festées qui confirme quantitativement le fait que ces Ig A ne 

semblent jouer qu'un rôle négligeable dans la trichinose. En effet 

celles-ci n'augmentent que faiblement vers le 13 ème jour après 

l'infestation par rapport aux témoins non infestés (0,53 mg/ml): 

J 5 : 0,51 mg/ml J 11 : 0,49 mg/mk 

J 13 : 0,59 mg/ml J 19 : 0,51mg/ml 

7. ACTION DES SECRETIONS INTESTINALES (TOTALES ET FRACTIONYEES) 

DE SOURIS ET DE RATS, INFESTES OU IMMUNISES : tableau XII page39. 

Quatre résultats peuvent être extraits de ce tableau : 

7-1-  a action des sécrétions globales des souris et des 

rats témoins est négligeable : respectivement -1,8% et -6,7%, 

chiffres qui ne sont pas statistiquement significatifs. 

7-2- Les sécrétions globales de souris et de rats 

infestés respectivement depuis 11 jours et 7 jours sont nettement 

actives (-11,3% et -25%) ; ces pourcentages sont statisti- 

quement significatifs. 

7-3- La présence des vers adultes dans l'intestin 



grêle n'est pas indispensable pour déclancher l'apparition des 

sécrétions actives puisque des souris, seulement inununisées per os 

par l'antigène total, ont des sécrétions inhibitrices de la ponte 

(-11%) de façon significative. 

7-4- Les Ig A sécrétoires semblent (quantitativement et 

qualitativement) constituer la majeure partie des globulines sécré- 

tées. En effet, après leur extraction par chromatographie d'affinité 

nous n'avons pas réussi à détecter d'autres immunoglobulines sur 

Séphadex G 200. 

Qualitativement ces Ig A sécrétoires se sont avérées actives, vis 

à vis de la ponte des T.spiralis femelles, à de faibles concentra- 

tions (de 15 a 2 4  pg par ml) aussi bien chez le rat (-13,lZ) que 

chez la souris (-16,5%) de façon statistiquement significative. 

Quant aux autres protéines (récoltées sur des rats à J 7), c'est 

à dire les sécrétions globales moins les Ig A sécrétoires, leur 

faible activité (-6,7%) n'est pas significative. 



TABLEAU XII : 

Action des sécrétions intestinales (totales ou fractionnées) 

de souris et de rats infestés ou immunisés. 





COMMENTAIRES 

Bien que la souche de l'.spiraZis, la lignée de souris, 

l'antigène et l'adjuvant que nous avons utilisés soient différents, 

les résultats de notre expérience princeps (tableau II page 18) 

confirment ceux de DESPOMMIER (1977) récenunent publiés ; le nom- 

bre de larves pondues est sous la dépendance de réactions immuni- 

taires qui représentent un facteur limitant de la parasitose. Il 

faut noter que ces réactions immunitaires peuvent intervenir chez 

les souris immunisées dès le 5 ème jour après l'infestation, ce 

qui apporte un argument supplémentaire aux conclusions de DENHAM 

(1966) sur la précocité d'intervention des réactions immunitaires 

au cours de la trichinose. La figure 2 (page 19) montre que chez 

les souris primo-infestées, la pression immunitaire commence à 

se faire sentir à 5 ' 7  mais qu'elle ne devient vraiment efficace 

qu'aux 8 ème et 9 ème jours après l'infestation (baisse de la 

ponte chez 1es"témoins"et augmentation chez les souris imuno- 

déprimées). On peut donc en déduire que les femelles de ~.spiraZis 

issues de souris primo-infestées et récoltées à J 5 et à J 6 

peuvent être considérées comme d'authentiques témoins : en effet 

elles n'ont pas encore subi de pression immunitaire comme le 

prouve indirectement, par comparaison avec ce qui se passe chez 

les souris témoins , l'absence d'augmentation de ponte chez les 

souris immunodéprimées. Deux hypûthèses complémentaires peuvent 

être avancées pour expliquer la légère diminution de ponte des 

femelles issues de souris immunodéprimées, par rapport aux témoins, 

de J 5 à J 7 (tableau IV et V pages23et24) ; la première concerne 

la toxicité éventuelle de l'antimitotique sur les vers, toxicité 



qui s'est avérée faible et non statistiquement significative 

i n  v i t r o  (tableau VI page 26) ; la seconde suggère que sous l'in- 

fluence des immuno-dépresseurs, des vers de faible vitalité et 

qui normalement auraient été éliminés, étaient néanmoins suscep- 

tibles d'atteindre leur maturité chez leur hôte, mais avec une 

capacité de ponte réduite. Sans être démontrée, cette seconde 

hypothèse est rendue très vraisemblable par le fait que, de 

J 5 à J 7 ,il y a pratiquement trois fois plus de femelles ins- 

tallées dans le tube digestif des souris traitées par les immu- 

no-dépresseurs que dans celui des souris témoins (tableau V page 24). 

En ce qui concerne les deux antigènes que nous avons 

utilisés nous savons (VERNES, 1975 et 1976) que l'antigène "méta- 

bolique" administré per os induit,en l'absence apparente d'anti- 

corps sériques, une augmentation notable de ~'HSR (hypersensi- 

bilité de type retardée) qui confère aux souris et aux porcs 

ainsi immunisés une protection (appréciée en nombre de larves 

enkystées) dépassant 99%. Malgré cette absence d'anticorps 

sériques nous avons montré ( expérience " princeps") que i n  vivo 

l'antigène métabolique induit une réduction de ponte statistique- 

mant significative, peut-être consécutive à l'action des mécanis- 

mes cellulaires sur les femelles au niveau de la muqueuse intes- 

tinale.  efficacité de la " vaccination " par l'antigène "méta- 

bol%quel' pourrait résulter, d'une part, d!une inhibition partielle 

de la ponte et d'autre part d'un blocage, à un certain niveau, des 

larves L 1 pondues . DENNIS (1970), DESPOMblIER (1971) et JA=.IES (1975) 
ont montré que les larves L 1 ne sont ni immunogènes ni sensibles 

aux réactions immunitaires de l'hôte ; ces larves, injectées par une 

intra-veineuse, sont en effet retrouvées enkystées dans les muscles 



pour une grande partie d'entre-elles quel que soit le degré d'im- 

munité de l'hôte . 11 est donc logique de penser que le blocage 
des larves L 1 doit s'effectuer au niveau de la muqueuse intes- 

tinale, avant que ces larves ne gagnent les espaces lymphatiques " 

ou les veinules mésentériques. Il ne s'agit là encore que d'une 

hypothèse que nous nous attachons actuellement à vérifier. 

L'antigène somatique "total" injecté par voie intrapé- 

ritonéal-e ( ou per Gs ) induit une montée des anticorps très 

proche de celle provoquée par une primo-infestation (CRANDALL,1972). 

Il n'est donc pas étonnant que cet antigène induise i n  vivo une 

inhibition de ponte nettement supérieure à celle que déclenche 

l'antigène "métabolique" (tableau III page 21). Nous avons re- 

trouvé i n  v i t r o  (tableau VI1 page 29) l'action significative des 

sérums anti-antigène somatique alors que les sérums anti-antigène 

"métabolique" sont inactifs ; un même résultat est atteint avec 

des immunsérums de porcs primo-infestés (tableau VI11 page 30), 

les immunsérums de porcs "vaccinés" par l'actigène "métabolique" 

s'avérant inefficaces. 

La cinstique d'action, sur la ponte, des immunsérums 

de rats primo-infestés nous montre (tableau IX page 32 ) que 

11efficacit5 est maximale à J 8 ; il est intéressant de noter que 

c'est justement de J 6 à J 8 que les femelles pondent le plus ; 

peut-être s'agit-il d'une adaptation de la réponse immunitaire 

au cycle de la trichinose. 

Dans nos conditions expérimentales les imunoglobulines 

immunes se sont avérées plus actives que les sérums totaux cor- 

respondants, notamment à la concentration de 20% dans le milieu 

de culture (tableau X page 33). Ce fait suggère que les protéines 



et les éléments organiques du sérum jouent un rôle trophique 

efficace dans les métabolismes des femelles en culture, et que 

cette action positive masque, en partie, l'activité inhibitrice 

des immunsérums. 

Notre étude de l'action des différentes immunoglobu- 

lines sériques (tableau XI page35) mène à la conclusion que 

seules les Ig M induisent une inhibition de ponte statistiquement 

significative ; les lg G n'ont qu'une action modérée qui s'est 

avérée, dans le cadre de nos expériences, non significative. 

Quant aux Ig A leur rôle semble négligeable. Ces 'résultats con- 

firment ceux de KNAN (1971) : des larves infestantes de T.spi- 

raZis incubées avec des Ig M anti-trichines avant l'infestation, 

induisent une parasitose (appréciée par 'le nombre d'<adultes et 

de larves musculaires) moindre que lorsqu'elles sont incubées 

avec des Ig G. PERRUDET-BADOUX (1975), de son côté, a obtenu 

des infestations du même ordre de grandeur chez deux lots de 

souris génétiquement sélectionnées, les unes pour leur forte 

production en anticorps sauf pour les Ig M, et les autres pour 

leur faible production en anticorps sauf également pour les Ig M. 

Ceci démontre indirectement le faible rôle joué par les immunoglo- 

bulines autres que les Ig M. 

Il est enfin intéressant de constater qu'au niveau des 

sécrétions intestinales seule la fraction Ig A s'est avérée active 

vis à vis de la ponte (tableau XII page 39) dans nos conditions 

expérimentales. Nous apportons ainsi un argument nouveau aux 

travaux qui attribuent aux Ig A sécrétoires un rôle primordial 

dans l'immunité au cours de la trichinose (CRANDALL, 1972) ainsi 

qu'aux conclusions de BAZIN (1973) sur les réponses immunologiques. 
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induites par voie orale. 

Il n'est peut-être pas sans intérêt de noter que les deux 

anticorps les plus actifs ont une structure polymérique : jusqu'à 

15 S de constante de sédimentation pour les Ig A sécrétoires et 

19 S (pentamère) pour les Ig M sériques. Nous essaierons donc, dans 

un proche avenir, de déterminer si l'efficacité de ces anticorps 

dépend effectivement de cette structure particulière. 

En conclusion nos travaux ont permis d'apporter quelques 

éléments originaux concernant l'immunologie de la trichinose et 

ses répercussions sur la ponte des femelles de T.spiraZis. 

 action prépondérante des Ig M au niveau du sérum, et 

des Ig A sécrétoires au niveau de l'intestin grêle, nous incite 

à poursuivre nos recherches dans ces deux directions pour essayer 

d'élucider leur mécanisme d'action. 
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