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RESUME

Nous avons constaté que le rat Fischer midle immunisé avec deux
doses dfépimastigotes de culture & 28°C peut étre prbtégé vis-a-vis
de la phase aigué et non de la phase chronique de 1'infection. En
effet, une infection sous-patente a été observée chez les rats n'ayant

recu que des épimastigotes.

L'étude immunologique humorale du sérum des rats en phase
chronique (rats immuns), nous a permis d'établir une possible corré-
lation entre la parasitémie sous-patente et les ph&noménes d'expression

antigénique et d'immunosuppression. D'autre-part, les résultats

négatifs obtenus par le transfert passif de ce sérum chez des receveurs

sains, semblent &tre 1iés : 1 - & 1'hdte le rat par sa capacité de
métaboliser rapidement les anticorps ; 2 - & la souche Tehuantepec
de T. cruzi utilisée ; celle-ci correspondrait, d'aprés nos résultats
d la souche du type CL, qui peut &chapper & la réponse immune de
1fh6te grace au phénoméne de modulation antigénique ; et 3 - & la

présence éventuelle de facteurs suppressifs dans le sérum.

L'étude réalisée au cours de 1'infection des rats en &tat de
déficit lymphocytaire et leurs témoins indique une concordance remar-
quable entre les quatre paramétres (parasitémie, anticorps anti-

T. cruzi, IgM et IgG2a, comp]ément)ﬂ Ces résultats impliquent les
lymphocytes B dans la production d'anticorps actifs dans 1'immunité,
Tes lymphocytes T jouent le rdle de cellules auxiliaires, quant au

complément i1 pourrait vraisemblablement contrdler 1a parasitémie.




INTRODUCTION

La trypanosomiase américaine ou maladie de Chagas affectait
d 1'origine des animaux et &tait transmise parvdes triatomes
sylvatiques. L'invasion des habitations par les triatomes infestés
par T. cruzi s'est effectuée lorsque 1'équilibre écologique de ce
milieu a €té perturbé par la présence de 1'homme. Ainsi, la maladie
a d'abord gagné Te milieu rurail en infectant 1'homme et les animaux
domestiques par 1'intermédiaire de vecteurs domiciliaires.Puis, il
est probable que la trypanosomiase'américaine se soit transformée
progressivement en une maladie urbaine en raison de 1'@migration
de personnes malades depuis les zones endémiques vers la ville ou
encore par transfusion sanguine ou par infection transplacentaire.
Cette grande chaine &pidémiologique a permis ainsi & T. cruzi (agent

de la maladie de Chagas) d'étendre son cycle évolutif.

Chez 1e vecteur, ce parasite se mu1t5p11e sous la forme
non infectante &pimastigote qui migre jusqu'au rectum ol elle
se transforme en trypomastigote métacyclique. Ces trypomastigotes
sont des formes infectieuses qui sont transmises a 1'homme et

aux animaux par les déjections du triatome.

Chez 1'hdte vertébré, le tnypanosomatidae se développe sous
la forme trypomastigote dans le sang circulant. Sous cette forme,
le parasite est exposé aux éléments effecteurs de la réponse immune,
tandis que la forme intracellulaire obligatoire ou amastigote assure
la survie des parasites ; sous cette derniére forme, le parasite

se multiplie et se différencie de nouveau en trypomastigote.




L'infection due & T. cruzi_est caraétérisée par une phase
aigué avec des trypcmastigotes circulants et par une phase chronique
sous-patente avec un contrdle rigide de la parasitémie. Pendant
cette phase chronique, i1 n'existe pas d'exacerbation spontanée de
Ta parasitémie et des rainfections ne sont pas & 1'origine d'une
nouvelle infection aigué.

Ces évidences suggérent que :

- 1'hdte infecté réagit & 1'invasion parasitaire en développant une
réponse immune qui met en cause &es anticorps humoraux, des cellules
sensibilisées et 1'interqction d'anticorps avéc différents types
cellulaires. Mais, les mécanismes qui permettent d'expliquer la
résistance du parasite et le contrdle de 1a parasitémie pendant
la phase chronique ne sont pas suffisamment connus ;

- 1'utilisation de méthodes immunologiques peut &tre envisagée pour
prévenir 1'infection. Cependant, les travaux de nombreux auteurs
concernant 1'étude de 1a réponse immune de 1'héte vis-d-vis de

Trypanosoma cruzi sont difficilement généralisables en raison des

différences parmi les souches du parasite et la variation de suscep-

tibilité des diverses espéces de mammifére.

Nous avons montré dans des expéfiences précédentes que ia
lignée consanguine de Rat Fischer (F344) mile est trés susceptible
d 1'infection par la souche Tehuantepec de T. cruzi. Néanmoins, la
mise au point d'un test d'immunisation (& 1'aide de§ formes épimasti-
gotes de culture & 28°C) nous a permis de protéger cette lignée

de rats contre la phase aigué& de 1'infection (RODRIGUEZ, 1980).




Le présent travail continue ces expériences préliminaires
sous deux axes. Le premier temps a consisté a vérifier 1'existence
d'une protection vis-&-vis de la phase aigud chez le rat Fischer mile
aprés 1'immunisation par des formes épimastigotes et a rechercher
1'effet protecteur du sérum de ces rats immuns par transfert passif.
Préalablement, une étude immuno]ogiqué humorale a permis de préciser
les différents paramétrés humoraux de cette protection. Puis nous
avons envisagé le role des cellules B et T dans la maladie de Chagas ;
ainsi une &tude au cours de 1'infection des rats en état de déficit
lymphocytaire a été réalisée, en prenant comme paramdtres 1'évolution
de la parasitémie, des anticorpé anti—T. cruzi, des IgM, des IgG2a

et de T1a consommation du complément.

Avant d'aborder 1'exposé de ées travaux, il est important
toutefois de rappeler quelques données générales concernant les
relations hdte-parasite dans 1'infection par T. cruzi : 1'imunité

naturelle, les modéles expérimentaux chez 1'animal et la réponse immune.




CHAPITRE I : RELATION HOTE - PARASITE

oooooooooo

——————————————

1,1. IMMUNITE NATURELLE A T. CRUZI

L'existence d'une immunité naturelle contre 1'infection
a T. cruzi a été mise en &vidence chez les animaux a sang froid
et les oiseaux. Par contre, plusieurs ordres de mammitéres, y
compris 1'homme, ont une faible immunité naturelle contre 1'in-
fection. C'est pour cela que les mammiféres sont considérés
comme les hotes typiques de T. cruii. Mais i1 existe une grande
variation dans la susceptibilité & 1'infection dépendant de fac-

teurs 1iés & 1'hdte et au parasite.

1.1.1, Facteurs 1iés a 1'hdte

T

Les travaux de DIAS (1933) nous informent que les reptiles
et les amphibiens ne sont pas infectés par des trypomastigotes
sanguicoles provenant de mammiféres infectés. En trois heures, tous
les trypomastigotes disparaissent du site d'inoculation et ne se
~ retrouvent pas dans le sang. En plus, sept jours aprés 1'infection ,
les tissus de ces animaux ne présehtent pas de formes amastigotes.
DIAS observe aussi une phagocytose des trypomastigotes chez le

reptile Ameiva surinamensis. Plus tard, RUBIO (1956) relate que

le principal mécanisme de défense naturelle contre les trypomasti-

gotes infectieux est probablement la phagocytose par les macrophages.

Ainsi, lorsque les trypomastigotes sont inoculés & des oiseaux,

des grenouilles ou des crapauds, quelques parasites réussissent a




gagner le sang mais sont phagocytés par Tes macrophages. RUBIO (1956)
a aussi signalé que le sérum d'oiseaux, de grenouille et de crapaud
contient des substances lytiques qui réagissent contre les formes
trypomastigotes de T. cruzi. Le mécanisme qui permet d'expliguer

cet effet a été étudié avec du sérum de poulet par KIERSZENBAUM

et al. (1976). I1 montre que la résistance du poulet a 1'infection
par T. cruzi et la capacité de leur sérum a lyser les formes trypo-
mastigotes dépendant du systéme du4comp1ément. Les parasites injectés
d des poulets privés de complément peuvent &tre détectés dans le
sang au moins pendant 24 heures alors que ‘chez les animaux normaux,
ils disparaissent en une minute. La boursectomie hormonale ou
1'administration de corticostéroides ne rend pas le poulet susceptible
a T. cruzi ; Tles anticorps ne jouent éucun’réle dans cette lyse

qui dépend du complément puisque les poulets agammaglobulinémiques
sont aussi capables de détruire les parasites. En plus, la lyse

in vitro des trypomastigotes par ]é sérum normal est dlie & 1'acti-

" vation du compiément par la voie alterne, car 1a lyse se déclenche

en 1'absence d'ions calcium, mais nécessite la présence d'ions
magnésium. |

D'autres études sur 1'immuni£é naturelle des oiseaux contre
T. cruzi ont &té réalisées chez 1'embryon de poulet mais les
résultats sont contradictoires. PIPKING (1960) rapporte que 1'infec-
tion expériméntale d'embryon de poulet est & 1'ori§ine d'un parasi-
tisme transitoire dans le sang, dans quelques orgahes et dans la
membrane corioallantoide. CONEJOS (1947) trouve une parasitémie
transitoire chez des oiseaux issus d'émbryons inoculés avec
T. cruzi. Par contre, cette observation ne fut pas confirmée par

NERY-GUIMARES et LAGE (1972). Ces derniers auteurs montrent




qu'environ 50 % des oeufs incub&s normaux ou soumis & une boursec-

tomie hormonale présentent des flagellés du 4éme au 12éme jour de

lfinoculation, alors qu'aprés 1'éclosion, les oiseaux ne présentent

pas de trypomastigote circulant. Ces observations peuvent

_sfexp]iquer par un taux beaucoup plus bas de complément chez les

embryons de poulet, taux qui augmente tout & coup aprés 1'éclosion

* (KIERSZENBAUM et al., 1976) - |
L'observation des infections naturelles chez 1‘homme, chez

le réservoir de virus et chez les animaux expérimentalement infectés,

démontre une grande variation de susceptibilité vis-a-vis de la

maladie, méme & 1'intérieur d'une méme espdce. Ainsi, 1'oppossum

‘et le tatou par exemple, présentent une infection non mortelle

avec une parasitémie trés faible et aucune altération tissulaire

décelable. Par ailleurs, dans le cas des animaux domestiques (chien,

chat ) et des animaux infectés exﬁérimentalement (souris consanguines,

par exemple) Te contraire est observé : la parasitémie est élevée

et il existe une altération tissulaire (voir GOBLE, 1970). Ainsi,

dans les exemples suivants, on pourra constater des situations

différentes :

~ le cours de 1'infection chez les singes Cebus aprés inoculations
répétées avec différentes doses de parasites fut &étudié par

TORRES et TABARES (1958). Ces inoculations furent faites par

. différentes voies. Les animaux meurent entre 95 et 243 jours aprés
1'infection en présentant une myocardite chronique diffuse avec
des variations individuelles importantes, tandis que le singe
Rhesus développe une infection nén fatale accompagnée d'une
1ymphocytose, d'une anémie et d'une augmentation progressive

des taux d'IgM (MARSDEN et al., 1970).




. Tes animaux domestiques comme le chien et le chat, et méme

1'homme ,meurent rarement au cours de la phase aigu& (DIAS, 1956).

Les jeunes chiens infectés'par une souche virulente de T. cruzi
peuvent déve]opper parfois la phase aigué de la maladie et succomber,
ou par contre survivre et développer une cardiopathie semblable

d la cardiopathie chagasique humaine (ANSELMI et al., 1966). I1

fut également démontré 1'existence de 1ésions du myocarde, des
muscles squelettiques et du systéme nerveux chez le chien en phase

aigué de la maladie (KRAMER, 1972).

. le cobaye présente une myocardite chronique diffuse et la présence
d'antigénes parasitaires est intimément liée a 1'histopathologie

de la maladie (FRANCO, 1972). Dans le méme modéle, LIMA (1977)

en étudiant le systéme de conduction'pér coupes sériées a essayé
d'établir une corrélation entre les 1ésions tissulaire§ et les

altérations électrocardiographiques.

. Enfin, 1'infection expérimentale de différentes lignées de souris
" et de rats peut aboutir soit au déve]oppemenf d'une phase aigué
mortelle avec unefwuteparasitémie, soit & 1'apparition des
symptomes de la phase chronique de 1a maladie (PIZZI et al., 1949 ;
HAUSCHKA et al., 1950 ; BRENER, 1971 ; TRISCHMANN et al., 1978 ;
RIVERA-VANDERPAS et al., 1980), -

- . - - -

Différentes souches consanguines de souris ont une résis-
tance naturelle variable a T. cruzi (HAUSCHKA, 1947 ; PIZZI et al.,
1949). Les souris consanguines sont plus suceptibles au pérasité
que les souris conventionnelles (GOBLE, 1951). Des études plus

récentes avec des souches consanguines de souris montrent gque le




principal déterminant génétique de résistance n'est pas associé au
complexe majeur H-2 d'histocompatibilité chez Ta souris (TRISCHMANN
et al., 1978). De méme, le complexe ‘majeur d'histocompatibilité ne
semble pas jouer de rdle important dans 1'infection par T. cruzi

chez le rat (RIVERA-VANDERPAS et al., 1980).

- Sexe

- gy -

Les rapports cliniques indfquent que la maladie de Chagas
a davantage d'incidence et est pTus sévére chez 1'homme que chez
la femme. Ces résultats peuvent s'expliquer par. des contacts plus
fréquents avec levsecteur de 1'infection ﬁour Ta popu]atioh male.
Des &tudes expérimentales ont de plus démontré une éusceptibi]ité
accrue chez le male lorsque 1a parasitémie gst appréciée par le
degré d'invasion du parasite dans ies tissus et son temps de '
survie (HAUSCHKA, 1947). Ces observations ont &té confirmées

postérieurement par GALLIARD et al. (1962).

- Age

Dés les premiéres expériences, il a ete signa]é 1'apparition
d'infections nettement plus sévéres chez les jeunes enfants (CHAGAS,
1909), chez la souris, le rat et les jeunes lapins (NIMI, 1935).
Quelques années plus tard, 1'influence de 1'dge sur la résistance
a T. cruzi a &té constatée. Les souris de moiné de 10 semainés
montrent une susceptibilité maximale & 1'infection. D'autres &tudes
chez le rat définissent 1'influence de 1'adge sur le développement
- de la réponse immune et montrent chez plusieurs groupes d'animaux
d'age différent, des changements significatifs dans 1'apparition
de 1a production des anticorps en tant que preuve d'une protection

(KOLODNY, 1940).




1.1.2. Facteurs 1iés au parasite

L'infection de 1'hdte vertébré est clairement influencée
par la souche de T. cruzi. Les populations de T. cruzi qui circulent
dans la nature en parasitant 1'homme, 1é réservoir domestique et
.sylvatique, ainsi que les vecteurs renferment probablement un
mélange de populations hatérogénes en‘réison du passage naturel
et continu des parasites entre les différents hotes. Néanmoins,
malgré ces conditions, la souche manifeste fréquemment des traitsr
caractéristiques qui permettent son individualisation ; c'est pour
cela que probablement des facteurs sélectifs de 1'hdte dont les
parasites ont &té isolés peuvent fournir un certain degré dfhomo—

généité a la population (BRENER, 1973 ; BRENER, 1979).

L'étude des différentes pobu]ations de T. cruzi implique
d'établir des corrélations entre les données suivantes : le compor-
tement de la souche Tors des infections expé?imenta]es, les
implications cliniques et épidémiolégiques, celles-ci permettant
de comprendre le rdle possible du parasite dans la pathogénie de
la maladie.

Les souches peuvent &tre ihdividua]isée§ en commengant
par 1'étude du comportement et du cours de lfinfection chez 1'hdte,
puis par une analyse moléculaire des composants ou des produits

métaboliques du parasite.

- - " - o " . - -

IT a déja été démontré que des souches différentes de
T..cruzi inoculées 3 des animaux de laboratoire, présentent des
caractéristiques différentes. Les paramétres considérés sont

la morphologie des parasites dans le sang périphérique, 1'évolution




- 10 -

de 1'infection chez 1'hdte, les courbes de parasitémie, 1'affinité
pour certains tissus et les 1ésions histopathologiques chez
1'animal expérimental. Pris.dans leur ensemble, plusieurs de ces
paramétres permettent d'établir des souches types de T. cruzi.

‘ Selon 1a morphologie que présentent les trypomastigotes dans
le sang circulant de 1'hdte, BRENER et CHIARI (1963), BRENER'(1973)
décrivent trois formes de trypomastigotes (Fig. 1), & savoir :

- la forme fine qui présente un noyau allongé, un kinétoplaste sub-
terminal et un flagelle 1ibre, long (souche Y, par exemple)

- la forme Tongue qui présente un noyau ovale, un kinétoplaste sub-
terminal et un flagelle libre, long

- la forme trapue qui présente un noyau en position postérieure,

un kinétoplaste terminal et un cytoplasme ‘fortement vacuolisé

(souche CL, par exemple).

Les formes fines de quelques populations de parasites
prédominent pendant tout le cours de 1finfection exéprimentale,
tandis que dans dfautres populations de T. cruzi les formes fines
constituent la majorité aux premiers jours de 1'infection, mais
elles sont progressivement remplacées par des formes trapues qui
arrivent a constituer plus de 90 % de 1a population de parasites
(BRENER et CHIARI, 1963 ; BRENER, 1965) (Tableau I).

Cette différence dans la distribution des formes trypomas-
tigotes pendant le développement de 1'infection permet d'étudier
les possibles différences physiologiques entre les parasites
(Tableau I). En effet, lorsque les trypomastigotes sanguicoles
sont inoculé&s par voie intraveineuse a des souris normales, les
formes fines disparaissent rapidemeﬁt de la circulation pour accom-
plir leur cycle cellulaire ; par contre, les formes trapues restent

quelques jours dans le sang sans &tre prises par les cellules de
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1'hdte. Chez les animaux immunisés qui survivent spontanément a

la phase aigué, les formes fines introduites par voie intraveineuse
Vsont rapidement détruites, tandis que les formes trapues se
montrent beaucoup plus résistantes et restent dans la circulation
pendant un temps prolongé (BRENER, 1969). Plus tard; ces observa-
tions furent confirmées par HOWELLS et CHIARI (1975) qui obtiennent
des populations pratiquément-pures derformes trapues, 24 heures

a 48 heures aprés 1'inoculation des parasites par voie intraVeineuse
chez des souris normales. Ces formes trapues sont moins infectantes
que la population normé]e des trypcmastigotes de la méme souche,
qui d'ailleurs produisent un haut degré d'infectivité chez les
‘triatomes.

L'affinité que certaines souches ont poﬁr des tissus déter-
minés, a permis de les classer en souches myotropes (ANDRADE et
ANDRADE, 1966 ; BICE et ZELEDON, 1970) ou en souches réticulotropes
(TALIAFERRO et PIZZI, 1955). MELO et BRENER (1978) décrivent le
comportement des souches Y et CL, ense basant surla distributicn
quantitative des parasites chez 1'animal infecté (Tableau I). Ainsi,
la souche Y (macrophagotrophique) a une préférence pour le parasi-
tisme des macrophages de la rate, du foie et de la mo&lle osseuse.
Cette souche appartient aux souches réticd]otrOphiques déja
€tudiées par TALIAFERRO et PIZZI (1955). Enfin, la souche CL
présente un parasitisme faible des macrophages, mais a une préfé-.
rence pour le tissu musculaire.

ANDRADE (1979) établit trois types de souches parmi
différentes souches de T. cruzi &tudiées en se basant sur le
profil morphologique, sur la parasitémie et sur la distribution

des parasites dans les tissus : (Tableau II)
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TABLEAD I
QUELQUES CARACTERISTIQUES DES FORMES TRYPOMASTIGOTES SANGUICOLES
DE DEUX SOUCHES TYPE DE T. CRUZI

CARACTERISTIQUES . SOUCHE TYPE

- - o 3~ > - s "

Profil morphclogique
(Brener et Chiari, 1963 ; Fine Trapue
Brener, 1973)

Distribution des formes Prédominant du Prédominant
pendant le cours de 1'infec- début & la fin d la fin de
tion aiqué (Srener et Chiari, de 1'infection 1'infection

1963 ; Brener, 1965)

Chez souris Disparaissent Restent quelques
: pps normales rapidement de 1a  jours dans le

Différences £ circulaticn sang
physiologiques .

Chez TS ATt paptapent s

phase aigué détruites résistantes
Distribution des parasites 1Macrophages de
chez 1'animal infecté la rate, du foie, Tissu
(Melo et Brener, 1978) de la moglle musculaire

osseuse

& Erabres par inoculation intraveineuse (Brener, 1569 ; Howells et
Chiari, 1975)

Cette caractéristique appartient aux souches réticulotrophiques
étudides par Taliaferro et Pizzi {1955)
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- type I : qui présente une rapide_mu]tiplieation, des hautes
parasitémies trés prématurées avec une grande mortalité des
souris ; environ 10 jours aprés 1iinfection, des formes fines
sont prédominantes et on observe un réticulotropisme dans la
phase initiale de 1finfection (souches Y et péruVienne) ;

- type Il : qui présente une multiplication lente, des pics
irréguliers de parasitémie entre-le 12éme et 20&me jours aprés
1"infection, une prédominance de formes trapues pendant 1'in-
fection, un nombre trés faible de formes fines dans la phase
initiale ; ce type a une prédominance myotropﬁique (souche Sao
FELIPE) ;-

- type III : qui présente une multiplication trés lente, des
pics élevés de parasitémie entre le 208me” et 30&me jours aprés
1'infection, un faible pourcentage de mortalité et une prédomi-
nance des formes trapues du parasite pendant 1'infection avec
un parasitisme au niveau de muscles squelettiques (souche

colombienne).

Les &tudes chimiothérapeutiques montrent aussi des diffe-
rences de susceptibilité entre les souches de T. cruzi. BRENER et al.
(1976) montrent que les souches de type Y sont beaucoup plus
résistantes au traitement par le nitrofurane et par un dérivé
nitroimidazole que les souches type CL.

L'hétérogénéité antigénique des popuiations de T. cruzi

peut permettre aussi sa différenciation ; ainsi trois groupes

parmi 36 souches furent décrits par NUSSENZWEIG et al. (1962 ; 1963) :




CARACTERISTIQUES DES

TABLEAV 1

TROIS SOUCHES TYPES CLASSEES PAR ANDRADE (1979)

-

SOUCHES TYPES

I I1 111
R . : Fines dans la
Profil morphologique Fines phase initiale Trapues
Multipiication Rapide Lente Trés lente
Parasitémie Haute irréguliere Pics élevés
g;?:g:g;iggeges Réticulo- Muscle Muscle
1'animal infecté endothéliale cardiaqgue squelettique
Exemples Péruvienne Sao Ferive Colcmbienne

'
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- Groupe A : formé par des souches qui peuvent absorber complétement
les agglutinines du sérum anti-A ;

- Groupe B : formé par des'souches qui peuvent absorber une partie
des agglutinines du sérum anti-A ;

- Groupe C : formé par des souches différentes des groupes A et B,

mais qui probablement sont plus proches du groupe A.

Ces trois groupes immunologiques ne furent ni clairement
associés avec la pathogénicité de 1fh6te, ni avec la distribution
géographique (NUSSENZWEIG et GOBLE, 1966). Les tests de protection
(NUSSENZWEIG et al., 1963) n'ont pas permis non plus d'aboutir
d cette classification, |

KRETTLI et BRENER (1976) réalisent un test dfagglutination
des formes sanguicoles et classent 1és'souches en trois types :

- des souches dont les parasites sont‘remarquab1ement agglutinés

. et lysés par des anti sérums homologues et hétérologues (souches
Y et Berenice) ; |

- des souches dont les trypomastigotes ne sont pas agglutinés
(CL, J) ;

- des populations de parasites partiellement agglutinés (FL).

D'autre part, KLOETZEL et CAMARGO (1976), avec le test
~ d'immunofluorescence trouvent des différences antigéniques entre
les épimastigotes de culture et les formes sanguicoles des souches
Y et Brésil ; ces différences antigéniques correspondent aux
types immunologiques A et B décrits par NUSSENZWEIG et GOBLE
(1966).

BERGENDI et al. (1970) a partir d'un extrait hydrosoluble
de formes de culture de T. cruzi identifient trois fractions
antigéniquement réactives dont une est considérée comme similaire

a celles décrites par NUSSENZWEIG et GOBLE (1966).
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Par contre, des €tudes immunostructﬁra]es portant sur
différentes souches de T. cruzi d'drigine variée montrent une
grande homogénéité antigénique (AFCHAIN et al., 1979).

Les analyses antigéniques des souches I, II, III décrites
par ANDRADE (1979) suggérent que ie degré majeur d'immunogénicité
correspond & la souche II, tandis que le degré mineur correspond
a la souche III.

L'évaluation des profils .enzymatiques de T. cruzi par des
analyses électrophorétiques a perﬁis de classer les souches en
souches sylvatiques et en souches domici]iaires'(MILES et al., 1977).

Enfin, i1 a été observé que les caractéristiques cliniques .
de la maladie de Chagas varient selon la zone de distribution
géographique. Ainsi, les cas aigus‘sbnﬁ plus fréquents en
Argentine que dans les autres zones endémiques, alors que les
états intestinaux extrémes sont communs au Brésil, mais trés rares

au Vénézuéla (0.M.S., 1974).

Aprés avoir vu cet ensemble de facteurs qui jouent un
role important dans 1'étude de 1'immunité a T. cruzi, il est évident
que la morphologie de chacune des formes sanguicoles est un mafqueur
représentant les différences physioiogiques et les possibilités
d'évolution. Mais le probléme posé est de savoir comment établir
une corrélation entre tous ces facteurs morphologiques, pathologiques,

épidémiologiques et biochimiques.

- Entretien_in vivo et _in vitro

La virulence des souches de T. cruzi peut étre affectée
par leur mode d'entretien. I1 a &té observé que 1'entretien prolongé
dans un milieu de culture diminue la virulence, que 1'entretien

- in vivo chez des animaux susceptibles peut provoquer une augmentation
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de la pathogéhicité. Ces observations sont conditionnées par
beaucoup de facteurs, donc i1 n'est pas possible d'établir une
régle générale. Ainsi, 1'entretien prolongé in vitro peut provoquer
une diminution de 1'action infectieuse de la souche de T. cruzi
(GOBLE, 1951 ; PIZZI et PRAGER, 1952), une augmentation de la
‘viru1ence dans le cas de scuches considérées comme de basse
virulence ou tout simp}ément‘ne pas affecter les souches (PACKCHANIAN
et SWEETS, 1947). | |

Les résultats d'entretien in vivo sont également imprévi—
sibles. Malgré l‘absenée de nombreuses évidences expérimentales,
il semble que les souches virulentes entretenues par passage
‘mécanique chez la souris montrent des caractéristiques inhérentes
de virulence lorsqu'elles sont isolées'd'humainé ou de vecteurs
dans les zones endémiques, tandis que Tles sbuches moins virulentes
ne présentent pas des caractéristiques inhérentes de virulence
lorsqu'elles sont isolées d'animaux (NORMAN et KAGAN, 1960 ;
NUSSENZWEIG et al., 1963). D'autre part, il ﬁ'est pas connu que
la virulence d'une souche originalement de basse virulence puisse
augmenter aprés avoir été -entretenue chez des animaux tandis que
Ta virulence d'une souche hautement virulente peut se rétablir par

passages répétés chez des animaux (GOBLE, 1951 ; PHILIPPS, 1960).

Un autre facteur qui peut aussi jouer un rdle important
dans la résistance naturelle est la quantité de parasites inoculés
chez 1'hote. Ainsi, téndis que quelques auteurs remarquent une
corrélation compléte entre le nombre de parasites inoculés et 1la
sévérité de 1'infection (DA SILVA et NUSSENZWEIG, 1953 ; HEWITT
et al., 1963), d'autres trouvent une corrélation partie]]e. |

(MAZZOTTI, 1940 ; PIZZI et PRAGER, 1952) et enfin certains ne




trouvent aucune corrélation(KOLODNY, 1940). Ces résultats

contradictoires sont probablement diis au type de scuche utilisée.

PHILIPS (1960) a démontré qu'il existe deux types d'infection

éxpérimenta]e d T. cruzi et chacune dépend des caractéristiques

de la souche :

- dans un type, 1'intensité et le cours de 1'infection sont
associés avec le nombre de parasites inoculés ;

- dans 1'autre type, la réducticn du nombre de parasites inoculés
ne modifie pas 1'intensité de 1a réponse, méme si celle-ci peut

apparaitre de fagon retardée.

I1 faut signaler que la voie utiliser pour inoculer les
parasites peut influencer la sévérité de }'1nféction. 11 fut
démontré que des infections plus homogénes sont obtenues si les
parasites sont inoculés par voie scus-cutanée (DA SILVA et
NUSSENZWEIG, 1953 ; HEWITT et al., 1963). En particulier, 1'infec~
tion par cette voie entraine chez la souris une parasitémie qui

varie en fonction de la dose d'infection.

1.2. MODELES EXPERIMENTAUX CHEZ L'ANIMAL

Plusieurs espéces d'animaux ont été utilisées pour les
- @tudes expérimentales sur la maladie de Chagas. Parmi celles-ci

on peut signaler :

- Cobaye
Le cobaye a servi de modéle depuis les premiéres investi-

gations. L'infection se développe faiblement, Tes parasitémies

sont basses et la mortalité est retardée (MAYER et ROCHALIMA, 1954).

Des &tudes plus récentes décrivent des 1ésions du myocarde et du

muscle squelettique avec participation de cellules du systéme
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phagocytique mononucléaire. Le cobaye apparéit comme un modéle
intéressant pour 1'étude de la réponse immunclogique dans le cas

de ces myocardites chagasiques (BRENER, 1979).

- Chinchilla
BAFORT et al. (1973) suggérent que le Chinchilla lamigera

peut étre un excellent modéle expérimental ; cet animal est extré-
mement susceptible & 1'infection, on trouve un grand nombre de
trypanosomes dans le sang et de nqmbreuses formes intracellulaires
dans les organes. L'infection est fatale expérimentalement, mais

elle n'est pas fulminante dans la nature.’

- Singe

Les primates présentent un certaih gegré de résistance aux
inoculations (TORRES et TABARES, 1§58) et i1 est difficile d'avaluer
le cours de 1'infection. Des travaux immunologiques ultérieurs
démontrent qu'il existe une phase aigué et chronique de 1'infection
(GUIMARES et MIRANDA, 1961 ; MARSDEN et al., 1970, 1976 ; SEAH et al.,
1974) ; les images électrocardiographiques et histopathologiques
(MILES et al., 1979) ressemblent fort & celles obtenues chez les
humains.

IT fut également démontré que le sérum du singe Rhésus
infecté avec T. cruzi présente des auto-anticorps EVI (endocarde,
veines, interstice du muscle strié), des auto-anticorps PN (nerf
périphérique) (SZARFMAN et al., 1978) et des immunoglobulines réa-
gissant avec les tissus (SZARFMAN et al., 1981), identiques & ceux
décrits dans les infections humaines. Ces derniers auteurs proposent
le singe Rhésus comme modéle convenable pour les études expérimen-

tales sur 7a maladie de Chagas.
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- Lapin

Les lapins sont des animaux trés peu susceptibles a
1'ihfection a T. cruzi et peu de chercheurs utilisent ce modéle.

TEIXEIRA et al. (1975) décrivent une myocardite chronique
chez les lapins ressemblant & celle observée dans des cas humains
chroniques, tandis que CHIARI et al. (1980) signalent aprés une
période d'observation allant: de 4 mois & 2 ans, 1'absence de
myocardite chronique évolutive et de toute autre 1ésion tissulaire
qui puisse permettre de recommander le lapin comme un modéle expé-
rimental.

IT faut signaler aussi que les animaux en phase chronique
présentent une réaction positive de fixation du comblément. Sur le
plan immunologique, le lapin semble &tre un bon modéle expérimental

comme i1 a &té démontré par TEIXEIRA et SANTGS BUCH (1974) et
SANTOS BUCH et TEIXEIRA (1974).

Les chiens sont considérés comme 1'espéce animale la plus
convenable pour les &tudes anatomopathologiques et électrocardio-
graphiques. Les jeunes chiéns infectés par une scuche virulente
de T. cruzi développent la pha;e aigué et meurent entre 20 et
30 jours aprés 1'infection. Mais ‘lorsqu'ils survivent, ils
développent une cardiopathie semblable & celle subie par les
humains (ANSELMI et al., 1966 ; PIFANO et al., 1962). De plus, i1
a été démontré qu'il existe une corrélation entre les résultats
électrocardiographiques, histologiques et le systéme de conduction

(ANSELMI et al., 1967, 1971).
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- Souris

Dans la trypanosomiase expérimenta]e, les souris ont été
Jes animaux les plus uti]i;és. Cette espéce a servi comme modéle
aussi bien dans la phase aigug& que dans la phase chronique de
1'infection et méme pour les études thérapeutiques expérimentales,
de différentes souches de souris démontrent la grande variabilité

de cet hote a 1'infection (PIZZI et al., 1954). Ainsi, de nombreuses

études ont montré qu'en utilisant cette espéce (AMDRADE, 1974 ;
CULBERSTON et KESSLER, 1942 ; KAGAN et NORMAN, 1960 ; WATKINS, 1966)
la susceptibilité est 1iée soit au parasite (souches, entretien

in vivo et in vitro, quantité de parasites inoculés), soit & 1'hote

(1ignées, sexe, dge).

Les infections chroniques chez 1a souris s'accompagnent
d'altérations macroscopiques et microscopiques au niveau du coeur
(ANDRADE et ANDRADE, 1976), d'une myocardite chagasique (KUMAR
et al., 1969). En plus, des altérations du systéme nerveux autonome
ont été décrites au moyen de Ta microscopie optique (TAFURI et
BRENER, 1967). LAGUENS et al. (1980) en suivant une étude sur le

plan morphologique, &lectrocardiographique et immunologique chez

des souris au cours de la phase chronique, concluent que la maladie

chez ces animaux est assez semblable & 1a maladie chronique humaine.

- Rat
Chez le rat, différents aspects plus généraux concernant

1a maladie de Chagas ont &té considérés. Ces animaux développent

une infection plus faible que celle observée chei la souris infectée

avec 1a méme souche (PIZZI, 1953). I1 semble que la résistance a

T. cruzi dépende de 1'age des animaux (KOLODNY, 1940). PiZZI et ai.,

1953).




~contre, chez les animaux plus dgés, 1'augmentation de Ta réponse

Les rats Wistar de 25 & 50 grs infectés par la souche Y développent

et des formes sanguicoles en quantité suffisante pour des é&tudes
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‘t .
ont montré que les jeunes rats (Ratus ncrvegicus) développent une

haute parasitémie et que Tes mécanismes immunologiques semblent

fondamentalement humoraux avec une phagocytose secondaire. Par

immune est expliquée principalement par la phagocytose et par

la digestion de Ta plupart des parasites au site d'inoculation.

une infection mortelle entre 10 et 25 jours avec des 1ésions_irré-
guliéres du myocarde et dans que]qﬁes cas, une myocardite intensive.
En utilisant 1a méme ]ignég de rats et 1a-méme‘$ouche de parasite,
SCORZA et SCORZA (1972) observent aussi des myocardites intensives
mais les animaux survivent. D'autre part, des rats Wistar, ainsi

que tous les rats R. norvegicus dans ' la phase chronique de la

maladie présentent des 1ésions du systéme nerveux autonome (ALCANTARA
et OLIVEIRA, 1964 ; ALCANTARA et al., 1965). Nos résultats établissent
clairement que le rat Fischer mé]e'développe la phase aigué de la
maladie en succombant avec un nombre important de formes trypomas-
tigotes sanguicoles (RODRIGUEZ, 1980). Par contre, le rat Fischer
femelle développe une faible barasitémie qui'disparait vers le

40éme jour aprés 1'infection (RIVERA;VANDERPAS, 1980) ; au niveau

de cette lignée de rats, il semble que la résistance soit davantage
1iée au sexe qu'd 1'age des animaux.

Le traitement immunosuppressif (dose subléthale de rayons X,
thymectomie, cortisone) a été utilisé pour rendre cet hdte suscep-
tible et &tudier le développement de 1a phase aigus chez des rats
normalement résistants (BEHBEHANI, 1971 ; COVERet GUTTERIDGE, 1978 ;
ROBERSON et al., 1973 ; RUBIO, 1954). Ainsi, GUTTERIDGE et al. (1978)

utilisent des rats irradiés pour obtenir des formes intracellulaires

biochimiques.
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1.3. REPONSE IMMUNE

IT est évident que les mécanismes immunitaires de 1'héte
interviennent dans le déroulement de 1'infection & T. cruzi. En
effet, le nombre &levé de trypomastigotes sanguico]e$ circulants
pendant la phase aigué de 1'infection diminue progressivement au

moment de 1'initiation de la-phase chronique. Pendant la phase

chronique, les parasites ne sont pas détectés & 1'examen direct
de sang, mais néanmoins, ils subsistent chez 1'hdte durant toute
sa vie avec 1'établissement d'un &quilibre entre le parasite

et 1'hdte ; d'ailleurs chez un héte remarquablement susceptible,
les inoculations de doses non mortelles de parasiteé ou de souche
de basse virulence, induisent chez 1'hdte une forte protection
contre d'autres épreuves utilisant des doses mortelles de souches

homologues ou hétérologues.

1.3.1. Immunité humorale

L'immunité humorale participe dans la résistance 3 7. cruzi
comme le démontrent les trois faits suivants : 1'augmentation deé
immunoglobulines durant les pHases d'infeétion ; les résultats
positifs obtenus par transfert passif, et une plus grande infecti-
vité des animaux mauvais producteurs d'anticorps (souris BIOZZI). .

La participation de la réponse humorale de 1fh6te dans la protection
semble dépendre de la forme fine ou trapue du trypomastfgote
sanguicole, des récepteurs d'anticorps au niveau des trypomastigotes,
de 1a durée de 1'infection et des mécanismes d'activation du

complément.




~ Immunoglobulines

En ce qui concerne les études des taux d'immunogliobulines
(Ig) dans le sérum humain ét d'animaux en phases aigué et chronique
de 1'infection par T. cruzi, les résu]tats sont contradictoires.
Les sérums de patients au cours de la phase aigué de 1'infection
(LELCHUK et al., 1970) présentent des concentrations normales d'IgG,
IgM et IgA, bien que 1'on observe des anticorps anti-trypanosome
de nature IgM. Pourtant, VATTUONE et al. (1973) démontrent que
les concentrations d'IgM et IgG sont remarquabliement plus hautes
dans la phase aigué que dans la phase chronique, par rapport & des
contrdles non infectés. Lfétude d'une infection humaine acquise
par accident dans un laboratoire montre que les taux d'IgM et IgG
restent normaux 19 jours aprés 1'infection. Ces taux augmentent
remarquablement dans le sérum entre le 402me et le 100&me jour
aprés 1'infection (HANSON, 1976). Des anticorps spécifiques IgM
furent démontrés par CAMARGO et AMATO NETO (1974) sur 19 cas aigus,
suite d une infection transfusionnelle sanguine ou naturelle par
vecteur ; mais de tels anticorps ne sont pas détectés dans 40 cas
chroniques. Quelques années plus tard, SCHMUNIS et al. (1978)v
décrivent des concentrations d'IgM . élevées dans la phase aigué
humaine par rapport & celles observées chez des contrdies sains.

Les résultats des taux des -immunoglobulines sériques chez
des patients en phase chronique de 1a maladie montrent des
valeurs normales d'IgM et IgA et une faible augmentation des IgG
(LELCHUK et al., 1970). D'aprés VATTUONE et al. (1973), les taux .
d'IgG augmentent remarquablement par rapport aux'groupes contrdles ;
cependant, MARSDEN et al. (1970) trouvent que les taux d'IgG,

d'IgM et d'IgA sont davantage similaires a ceux détectds chez les

humains non infectés qui habitent dans la méme zone endémique.
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Ces résultats contradictoires peuvént étre expliqués par
les méthodo]ogiesdifférentes uti]féées pour déterminer les taux des
immunoglobulines et par la sélectioh des groupes contrdles.

Dans 1'infection par T. cruzi chez la souris, les courbes
dfévo]ution des IgG et des IgM sont assez réguliéres. Les perturba-
tions des immunogiobulines portent essentiellement sur les IgG2 dont
le taux trés augmenté a la fin de Ja phase parasitémique ne diminue
que trés progressivement ensuite, L'@lévation considérable du
taux des IgG2 persiste bien aprés*1a phase de parasitémie (CARP3EN
et al., 1974). En utilisant le méme modele, HANSON (1977)
détermine 1a relation entre les protéines sériques, les taux
d'IgG et IgM et la parasitémie chez des souris infectées expérimen-
talement par T. cruzi. Les résultats démontrent une augmentation
des gammaglobulines totales entre la 2éme et 1a 6éme semaine
aprés 1'infection,puis une diminution de 1a concentration s'appro-
chant des valeurs normales vers la 21éme semaine. Dans cette étude,
1'augmentation principale des gammaglobulines sériques coincide
avec la diminution des parasites dans le sang ; les niveaux les
plus &levés de gammaglobulines se retrouvent lorsque les parasites
ne sont pas observés a 1'examen direct de sang. Les concentrations
d'IgG et d'IgM sont aussi augmentées, 1'augmentation des IgG
coincide avec 1'augmentation des gammaglobulines et diminue entre
la 8eme et la 15&me semaine et vers la 202me semaine, les taux
restent plus élevés que ceux des sérums normaux. Les IgM augmentent
entre la 2éme et la 5éme semaine puis diminuent vers la 15&me

semaine pour redevenir normaux d la 20&me semaine.
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- Rdle des anticorps dans la résistance de 1'hdte

Dans 1a maladie de Chagas, il a &té démontré des anticorps
circulants par les tests sérologiques tels que 1'agglutination,
la précipitation, 1'hémagglutination, la fixation du complément,
1'immunofluorescence indirecte (GOBLE, 1970).

Le role des anticorps circulants dans la résistance contre
1finfection d T. cruzi a été le sujet de controverses (BRENER,

1980). Les premiers auteurs démontrent 1'effet protecteur du sérum
immun par transfert passif (CULBERSTON et KOLODNY, 1938 ; KOLODNY,
1940). Le sérum de rat'pré1evé lors d'une infection aigué expérimen-
tale & T. cruzi injecté chez des rats rormaux donne une protection
remarquable. Les rats qui recoivent wune ;eu]e injection de 0.5 ml de
sérum immun, deux semaines aprés 1'infection, pkésentent une dimi-
nution remarquable de la parasitémie et de 1a mortalité. Le sérum
de rat donneur a un effet protecteur & peu prés 35 jours aprés
1'infection, ce qui cofincide avec 1'élimination des parasites

du sang périphérique du donneur. Les expérieﬁces de transfert
passif de sérum furent poursuivies par KAGAN et NORMAN (1961) et
SCOTT (1979) et montrent des résultats similaires chez 1a souris,
tandis que HAUSCHKA et al. (1950) ne parviennent pas a protéger

des souris normales préalablement injectées avec du sérum de souris
récupéré lors de la phase aigué, contre une infection homologue
1éthale.

II semble que 1a prptection par anticorps spécifiques contre
1'infection puisse étre importante pour certaines souches de T. cruzi,
McHARDY (1977) démontre qu'une seu]é dose de sérum anti-T. cruzi
de souris convalescentes,appliquée un jour aprés 1'infection homologue
(souche Y) donne une protection remarquable par rapport aux contrdles

ayant recu du sérum normal. Par contre, ie méme sérum anti-T. cruzi
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de souris convalescentes est significativement moins efficace
chez des souris infectées avec la souche Tulahuen.

D'autre part, 1'effet protecteur des anticorps humoraux
dépend aussi des animaux immunisés. Les sérums de souris immunisées
avec des formes vivantes de culture de T. cruzi ne donnent pas de
proteétion aux receveurs consanguins méme s'ils sont injectés
deux jours avant ou deux jours aprés 1'infection d'é&preuve avec
1a souche Tulahuen (REED, 1980). D'ailleurs, 1'injection d'antisérum
contre la forme de culture de T. cruzi n'affecte pas le cours de
la parasitémie ni l1a mortalité de souris ayant une infection patente
établie. VOLLER et SHAW (1965) montrent seulement une immunisation
passive trés 1égére 1orsqufi]s utilisent des sérums de lapin ou
de souris anti-épimastigotes ou trypomastigotes broyss.

KIERSZENBAUM (1980) met 1'accent sur le role défensif de
1'immunité humorale dans la protection de 1'hdte contre 1'infection
d T. cruzi ; des transferts passifs de sérum immun chez des souris
athymiques un jour avant 1'infection avec 1a souche Tulahuen retarde
1'apparition des parasites et prolonge la survie par rapport aux
contrdoles athymiques qui recoivent du sérum .normal.

L'absence de protection dans certaines expériences peut étre
due & 1'antisérum utilisé. Souvent, i1 est préparé contre la forme
épimastigote ; cette forme ne se trouve bas chez 1'hdote vertébré,
ce qui explique le peu dfeffet qu'il exerce sur les formes trypomas-
tigote et amastigote chez la souris (HANSON, 1976).

D'autres expériences ont démontré que les facteurs humoraux
peuvent influencer le cours de 1'infection aT. cruzi. Le parasite
préalablement incubé avec du sérum immun, produit chez la souris des
parasitémies moins sévéres et des mortalités plus bassesA(PIZZI

et al., 1954 ; PIZZI et RUBIO, 1955). Récemment, i1 a &t& démontré
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clairement la participation des anticorps dans la résistance de 1'hote
4 T. cruzi, ce qui a permis d'éclaircir certaines controverses.
KRETTLI et BRENER (1976) et KRETTLI.(1978) étudient 1'effet du

sérum immun de souris ayant une infection chronique sur les formes
sanguicoles de deux souches types de 1. cruzi (souche§ Y et CL),
ainsi que 1'action protectrice de ces sérums chez 1'hdte. Les formes
fines (souche Y) sont fortement agglutinées in vitro par le sérum
immun homologue ou par le sérum jmmun hétérologue anti-CL ; 1'agglu-
tination s'effectue avec du sérum immun recueilli entre la 7éme

et la 22&me semaine aprés 1'infection ; elle est négative avec du
sérum recueilli 4 semaines<aprés 1'infection. Le sé(um dé patients_
en phase chronique de la maladie agg]uting aussi les parasites

de la souche Y, tandis que les formes trapues (souche CL) ne sont

pas affectées par ces mémes sérums. L'infectivité de la souche Y .
diminue remarquablement lorsque les trypomastigotes sont préincubées
avéc du sérum immun de souris ou de malades en phase chronique.

Ces parasites ainsi traités induisent chez 1a souris des parasitémies
beaucoup plus basses que celles observées chez des souris ayant

recu des trypomastigotes non traités. La parasitémie n'est pas
affectée chez les souris inoculées avec des parasites de la souche CL
préalablement incubés avec du sérum immun.

Ces résultats expérimehtaux permettent de penser que le
développement de 1a réponse immune de 1'h6te dans 1a phase chronique
de 1a maladie peut étre en relation avec 1'aggiutination et la perte
dfinfectivité du parasite.

L'effet protecteur du sérum par transfert passif a &té aussi
étudié avec les souches Y et CL. Les souris qui recoivent du sérum
immun homologue ou hétérologue une heure avant 1'infection d'épreuve

. avec la souche Y présentent une parasitémie et une mortalité
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remarquablement plus bassesque cellesdes animaux qui regoivent

du sérum normal de souris; tandis que le cours de 1a parasitémie

et le pourcentage de mortalité ne sont pas affectés chez les animaux
qui recoivent du sérum immun et sont inoculés avec des trypomasti-
gotes de la souche CL. Les différences entre les souches Y et CL

sont probablement en relation avec les différences observées

dans la distribution quéntitative des parasites chez 1'animal
infecté (MELO et BRENER, 1978) (p. 12 ). D'ailleurs, KRETTLI.et
BRENER (1976) signalent que ces différences sont étroitement ﬁara]-
igles aux @tudes effecfuées précédemment : la forme fine des
trypomastigotes sanguicoles qui prédominent dans 1a souche Y

s'ils sont inoculés par injection intraveineuse chez la souris
disparaissent rapidement de la circulation ;‘tandis gue les formes
trapues prédominantes chez la souclie CL sont capables de rester
quelques jours dans le sang (BRENER, 1969 ; HOWELLS et CHIARI, 1975).
Les résultats discordants obtenus concernant les mécanismes humoraux
de 1'immunité peuvent 2tre justifiés par les variations intra-
spécifiques de T. cruzi. Cette suggestion est partiellement
envisagée par McHARDY (1977) qui pense que la variabilité de ses
résultats d'immunisation passive avec des sérums de souris en |
convalescence et comme infection d'épreuve, les souches Y et
Tulahuen (‘b- 13 ) peut &tre causée par les différences de
comportement des souches de T. cruzi.

Le rdle des anticorps dans la résistance de 1'hdte fut étudié
par KIERSZENBAUM et HOWARD (1976) en utilisant des souris bonnes
(Ab/H) et mauvaises (Ab/L) répondeuses. Ces deux lignées de souris
génétiquement sélectionnées différent dans leur capacité de produire
toutes les classes des immunoglobulines mais montrent des différences

néqligeables en ce qui concerne la réponse immune cellulaire. Les
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souris mauvaises répondeuses sont davantage susceptibles a 1'ino-
culation avec les deux souches de T. cruzi, ceci basé sur les
parasitémies maximales et 1% survie. L'effet des anticorps par
transfert passif fut déterminé chez les souris Ab/L qui recoivent
une injection de sérum immun provenant d'animaux en phase chronique ;
1'infection d'épreuve fut faite avec une souche de haute virulence.
La protection observée démontre que la susceptibilité plus grande
des souris Ab/L est due & leur défaut dans la capacité de
synthétiser des anticorps plutét qu'a une incapacité génétique
inhérente.

HANSON (1977) met en évidence 1'importance des anticorps
dans la résistance de 1'héte en démontrant que chez des souris
infectées, 1'augmentation des gammaglobulines totales et en
particulier des IgG est en relation avec la diminution des formes
sanguicoles et des formes intracellulaires. La concentration
maximale des facteurs sériques s'@tablit & 1a 6éme semaine aprés
1'infection. Le transfert passif de ce sérum (de la 6éme semaine)
induit chez les receveurs normaux une diminution de la parasitémie
et de 1a mortaiité aprés 1'infection. La densité des formes intra-
cellulaires est d'autant plus faible chez les souris immunisées.
Des observations plus directes dela participation des immunoglo-

" bulines IgG dans les mécanismes de résistance de 1'hdte sont
données par CASTELLO BRANCO (1978) grédce & des études sur le

sérum immun recueilli chez des souris lors de la phase aigué

et chronique de 1a maladie en effectuant différents fractionnements
des immunoglobulines (7S, 7S appauvries en IgG, 19S5, IgG). Les

tests in vivo et in vitro donnent les résultats suivants : (a) - les

souris sont protégées contre une infection d'épreuve avec la souche

Y, aprés transfert passif du.sérum complet, ainsi que des fractions
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7S et IgG obtenues d'animaux en phase chronfque 5 i1 n'observe pas
de protection cheZ les souris receVant les fractions 19S5 et 75
appauvries en IgG ; (b) - i1 n'obtiént pas de protection par
transfert passif de sérum immun total 19S et 7S d'animaux en

phase aigué ; (c) - 1'agglutination des formes sanguicoles est
observée avec du sérum immun complet et avec les fractions 7S

et IgG de souris en phase chronique ; la fraction 7S appauvrie

en IgG n'a pas d'effet agglutinant. Ces données établissent .
clairement que 1'IgG de souris esf 1! immunoglobuline induisant

la résistance durant la ph§se chronique de la mé]adie expérimentale
de la souris. Le fractionnement de sérum immun d'animaux en phase
chronique en utilisant 1'absorption avec la protéine A et un
antisérum monospécifique suggére que 1'effet protecteur dépend.de

1'1gG2a et de 1'IgG2b, mais non de 1'IgGl (TAKEHARA et al., 1978).

- Rdole du complément

Le systéme du complément eét un ensemble de protéines
sériques (C1, C4, C2, C3, C5, C6, C7, C8, C9) qui sont activées
dans certaines circonstances les unes aprés les autres, selon une
séquence bien définie. Ces protéines sont cabab]es de se fixer
sur un grand nombre de systémes antiééne-anticorps et jouent un
‘réle. essentiel dans les dispositifs effecteurs de 1'immuniteé.
L'activation se congoit par deux voies. La voie classique est
sous la dépeﬁdance de la fréquence d‘immuncomp]exeé ol 1'anticorps
posséde le site de fixation du Clq (IgGl - IgG2 - IgG3 - IgM) en

présence d'ions calcium (Ca2+). La voie alterne, dite de la
properdine, peut &tre activée par des substances immunologiques
(agrégats d'immunog]obu]ines) ou non immunologiques (polysaccharides,
venin de cobra) qui mettent en jeu les différents &léments de

ce systéme 3 partir d'un facteur de départ inactif (le facteur
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d'initiation) aboutissant & la formation dé plusieurs convertases,
1'une en particu]fer qui agit sur 1e C3 et 1'autre sur le C5 ;
les ions magnésium (Mg2+), mais non’les ions calcium (Ca2+) sont
indispensables au fonctionnement de 1a voie alterne.

Parmi les mécanismes immuns de 1'h6te contre la Trypanoso-
miase Américaine (Maladie de Chagas), la lyse des formes épimasti-
gotes de culture et des formes sanguicoles de T. cruzi a été décrite

comme un mécanisme dépendant du complément.

- Etude in vitro

Les formes épimastigotes de culture sont lysées par le
sérum normal humain ou le sérum normal de cobaye (MUNIZ et BORRIELLO,
1945). La lyse immune de cette forme de culture demande 15 partici-
pation des anticorps et du comp1émén£ dui e%t activé par la voie
classique en ne faisant pas appel au systéme de Ta properdine. La
cinétique de la réaction est similaire a celle suivie pour la
lyse immune des érythrocytes sensibi]isés de mouton : en effet, la
concentration d'ions bivalents est nécessaire pour obtenir une
lyse oﬁtima]e, les composants C3 et C4 se fixent sur la membrane
cellulaire entrainant des modifications ultra-structurales caracté-
| ristiqués (ANZIANO et al., 1972). D'autre§ chercheurs considérent
que la lyse des formes_épimastigotes ne demande pas la participation
d'anticorps, le complément étant.activé par 1a_voie alterne. Le
sérum norma]lhumain, de rat, de 1ap{n, de cobaye, de hamster, de
poulet, de pigeon, de grenouille et de crapaud produisent une
destruction rapide des épimastigotes ; seul le sérum de sodfié ne
posséde pas cettepropriété (RUBIO, 1954). D'ailleurs, le processus

dépend des ions M92+ et non des ions Ca’t

; 1'effet lytique est
€1iminé par chauffage du sérum & 50°C pendant 30 minutes ; la lyse

" est inhibée par 1'&iimination de 1a properdine et 1'activité
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lytique est présente dans le ;érum de cobaye déficient en C4
(NOGUEIRA et al., 1975).

Les formes trypomastigotes sanguicoles sont lysées par
le sérum normal de crapaud, de grenouille et de poulet (RUBIO,
1954 ; KIERSZENBAUM et al., 1976) ; le complément &tant activé par
‘1a voie alterne (KIERSZENBAUM et al., 1976) ( p. 5 ). Par contre,
les formes trypomastigotes sanguico]es sont considérablement
résistantes a 1'effet lytique du'sérum normal humain, de cobaye
et de souris (RUBIO, 1954 ; BUDZKO et al., 1975). |

Le sérum de pafients en phase chronique de la maladie de
Chagas, le sérum de souris immunisées ainsi que les gammaglobulines
seules correspondantes additionnées de complément actif sont
capables d'induire la lyse des formes tr}pemastigotes. L'absence
du complément ou son activation par chauffage ou par 1'utilisation
d'agents tels que les facteurs isolés du s&rum de cobra (FVC), les
endotoxines, 1'EDTA (éthyléneglycol - tétraacétate) sont capables
d'empécher la lyse. La capacité 1yt§que du sérum est rétablie par
1'addition de complément actif. Ainsi, dans le sérum humain, le
complément est activé par ‘la voie classique et par la voie alterne.
Dans le sérum de souris, 1'activatipn se déroulelau moins par la
voie alterne (BUDZKO et al., 1975). |

Des é&tudes plus récentes avec des souches différentes de
T. cruzi ont démontré pour lapremiére fois que le sérum normal
humain avec sa source de complément est capable de lyser des
trypomastigotes de certaines souches isoiées du sang de souris
en infection aigué ; cette lyse dépénd<ksla présence dfanticorps
1iés & la surface de la membrane des tnybmmastigotes ainsi que
de la souche de T. cruzi. Les trypomastigotes de la souche Y

et BERENICE sont lysés aprés incubation avec du complément
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humain normal & 37°C, tandis.que les trypomastigotes de la souche CL
et GILMAR sont résistants & 1a lyse par du compiément humain
normal (KRETTLI et NUSSENZWEIG, 1977 ; KRETTLI et al., 1979). Ces
résultats sont expliqués : a) par la présence d'anticorps 1iés a
la membrane du parasite ; ceci a été montré par les techniques
.d'immunofluorescence et par des immunoglobulines anti-souris marquées
a 1'jode 125 ; b) par 1'absence de Iyée,par le complément humain,
de trypomastigotes isolés de souris exposées a des irradiations
léthales ; en effet, ils ne présentent pas d'immunog]obu]inesv
liges a leur membrane.lPourtant, ces parasites sont lysés par le
complément humain aprés incubation avec du sérum de souris en
-phase chronique ou en phase aigué de la maladie. c) par 1'absence
de lyse,par le complément humain,de trypomastigdtes préalablement
incubés a 37°C de fagcon a enlever les anticorps liés a leur surface.
d) par 1'absence de Iyse,pér le complément humain,de trypomasti-
gotes provenant de culture in vitro de macrophages infectés.
L'activation de la voie altgrne du cbmp]ément est plus
importante pour la lyse immune des différentes formes de T. cruzi
(KRETTLI et al., 1979). La lyse est empéchée par 1'épuisement
du facteur B ou de la properdine dq complément humain normal.
Néanmoins, le fait d'observer une diminution remarquable de 1la
lyse avec du sérum déficient en facteur C2 du complément ou en
absence d'ions Ca2+'suggére que cette lyse est due & la partici-
pation combinée de la voie alterne et la voie classique.
La raison pour laquelle les formes trypomastigotes de
la souche CL ne sont lysées par le éomplément malgré la présence
d'anticorps Tiés a leur membrane, n'est pas claire. I1 est peu pro-

bable que ceci dépende de la nature des anticorps anti-CL existants ;

en effet, les trypomastigotes de la souche Y recueillis de souris
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irradiées mais préalablement incubés avec du sérum immun anti-CL
sont lysés en présence de complément. D'autre part, les trypomas-
tigotes de la souche CL ne ‘sont pas fondamen£a1ement résistants a
1a lyse par le complément ; elle peut &tre induite aprés incubation
avec du sérum de souris chroniquement infectées. Apparemment, les
parasites sont dotés dfun mécanisme dfévasion qui prévient la lyse
dépendante du complément. Ce mécanisme entrainant une modulation
des antigénes de la surface n'est pas clair. I1 existe quelques
évidences que les parasites de la soucﬁe CL éliminent plus
rapidement les anticorps attachés & leur surface que les trypomaé-
tigotes de 1a souche Y (KRETTLI et al., 1979).

La résistance du poulet & 1'infection par T. cruzi est due
a 1'actiyation de la voie alterne du.complément, et le sérum de
poulet inject® a des souris infectées provoque une diminution de
la parasitémie (KIERSZENBAUM et al., 1976) ( p. 5 ). Ces études
indiquent un rdle possible du complément dans le contrdle de la

parasitémie.

- Etude in vivo

Des résultats contradictoires ont é&té obtenus dans les
études sur le mécanisme de défense des hotes mammiféres infectés
expérimentalement avec T. cruzi au sujet de la lyse immune dépen-
~ dante du complément. Chez des souris infectées avec la souche
Tulahuen, 1'épuisement du compliément avec le facteur isolé
du venin de cobra (FVC, qui épuise le facteur C3 du complément)
entraine une remarquable exacerbation de 1a maladie, montrant une
augmentation significative de la parasitémie et des mortalités
prématurées en comparaison avec des souris témoins non traitées.
Ceci suggére que le contrdle de la parasitémie est di a la lyse

in vivo des trypomastigotes sanguicoles (BUDZKO et al., 1975)
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Cependant, KRETTLI (1978) démontre que les courbes de barasitémie
et la mortalité chez la souris déffciente en C5 sont similaires
a celles obtenues chez 1a souris ayant des taux normaux en C5.
Ceci signifie que la lyse immune ne joue aucun rdle remarquable
dans le contrdéle de 1'infection. Récemment, des résultats similaires
ont €té publiés par DALMASO et JARVIN (1980) ; la parasitémie de
souris génétiquement déficientes en C5 est similaire ou méme plus
basse que chez des souris avec des taux normaux de comp]ément 3 il
n'y a pas de différence dans les ﬁourcentages de mortalité et les
taux de C3 ne sont pas affectés. Ces mémes autéurs remarquent
qu'il n'y a pas de différences au cours de 1'infection entre un
cobaye génétiquement déficient en C4 et le témoin. La persistance
d'infections sous-patentes et le pourcentage de mofta]ité suggérent
que la voie classique joue un faible rdle protecteur. D'ailleurs,-
la voie alterne reste fonctionnelle chez le cobaye déficient en C4,
ainsi ces résultats n'écartent pas le role de la voie-a1terne dans
la protection contre T. cruzi. Ces différences peuvent &tre dues
au facteur C3 jouant comme un agent opsonisant en augmentant
1'englobement et la destruction des parasites par le macrophage.
Si ce fait se confirme, le cours de 1'infection pourrait &tre
influencé uniquement par 1'Epuisement du facteur C3 et non par
défaut de facteur C5.

La susceptibilité des trypomastigotes & la lyse immune
du complément peut &tre 1iée aux caractéristiques signalées
précédemment chez les différentes formes de trypomastigotes des
souches types de T. cruzi (morphologie, comportement de la souche

Tors des infections expérimentales).
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1.3.2. Immunité a médiation cellulaire

- Manifestations de 1'hypersensibilité retardée in vivo

Les manifestations de 1'hypersensibilité retardée déclenchées
par 1'introduction de 1'antigéne T. cruzi, ont été &tudiges chez
‘1'homme atteint de maladie de Chagas, ainsi que chez des animaux
expérimentalement infectés par T. cruzi. |

Dans 1a maladie de Chagaé, 1a réaction inf]ammatoire‘1ocalisée
au point d'infection (signe de Romana ou comp]exe-opta]mo—ganglionnaires
chagome ou chancre cuténé) est caractérisée par 1'infi1fration des
lymphocytes et par des 1&sions granulomateuses. D'ailleurs, les
1ésions histopathologiques trouvées chez les malades chagasiques
ressemblent 3 celles décrites pour d’autres'inféctions a tendance
chronique donnant naissance a une hypersensibilité retardée (tuber-
culose, syphilis, rhumatisme articulaire aigu) (TEIXEIRA, 1979).

Malgré ces observations, ‘i1 existe des différences importantes
dans les résuitats des tests cutanés ; ceci ést probablement di
d la diversité des antigénes utilisés : homogénats de formes de
culture, fractions subcellulaires, extraits de cellules infectées
in vitro. Les réactions cutanées avec les antigénes préparés a partir
des formes de culture de T. cruzi se sont révélées négatives chez
1'homme (PESSOA et CARDOSO, 1942 ; MUNIZ et FREITAS, 1944) et chez
le chien (PELLEGRINO, 1946) en phase aigué et en phase chronique de
la maladie. Cependant, des réactions cutanées positives de type
retardé ont été décrites par AMATO NETO et al. (1964) chez des
patients en phase chronique en utilisant une fraction soluble
extraite de cellules infectées ou des trypomastigotes obtenus de
culture de tissu. Une fraction insoluble préparée a partir d'une

suspension de formes épimastigotes de culture détruites par




pression, donne une réaction positive chez le cobaye infecté
(GONZALEZ-CAPPA et al., 1968). Chez un singe Rhésus immunisé et
chez deux singes Rhésus infectés dépuis trois mois, SEAH et al.
(1974) observent une réaction cutanée positive de type retardé

en utilisant un antigéne issu de formes épimastigotes de culture.
TEIXEIRA et SANT0S-BUCH (1975) &tudient 1a réponse cutanée chez
des lapins immunisés et chez des 1apfns en phase chronique vis-a-
vis d'un homogénat et de différentes fractions préparées a partir
de trypomastigotes de culture de tissu? Les auteurs détectent des
réactions de type immédiat et retardé, soit en utilisant 1'homo-
génat, soit en utilisant les différentes fractions ; néanmoins,
les antigénes particulaires provoquent des réactions de type
retardé p]us fortes que les réactions de fype immédiat. ZELEDON et
PONCE (1974) en essayant de mettre au point un test de diagnostic
en utilisant des formes de culture soumises & des décongélations
répétées suivies de recongélations a -70°C montrent que la
fraction soluble donne une réaction positive. de type immédiat

en 10 & 15 min chez des patients en phase chronigue, alors que
1'antigéne insoluble induit une faible réaction de type retardé,
ce qui ne permet pas son utilisation pour le diagnostic. Chez

les souris, la réponse cutanée d'h&persensibi]ité peut étre

- augmentée en utilisant du Mycobacterium bovis, Bacillus Calmette-

Guérin (BCG), du Cyclophosphamide ou les deux, avant 1'immunisation

par T. cruzi (ABRAHAMSOHN et al., 1981).

- Manifestations de T'hypersensipi]ité retardée in vitro

Les tests d‘hypersensib%]ité in vitro.mettent en évidence
1'existence d'une immunité d médiation cellulaire mais ne prouvent
pas sa participation dans la résistance & 1'infection vis-d-vis

de T. cruzi. Cependant, il est évident qu'il existe une &troite

-39 -
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corrélation entre les résultats des tests in vitro et les mécanismes

immuns de défense.

SEAH (1970) observe une inhibition remarquable de 1a
migration des macrophages lorsque des cellules d'exsudat péritonéal
de souris immune sont incubées avec 1'antigéne T. cruzi. YANOVSKY
et ALBADO (1972) et LECHUCK et al. (1974) observent que 1a
migration leucocytaire chez les patients souffrants de maladie
de Chagas est inhibée vis-a-vis des antigénes spécifiques. Une
corrélation intéressante fut trouvée entre le degré d'inhibition
de la migration dés cellules mononucléaires du sang et la nature
de la fraction subcellulaire utilisée pour immuniser les lapins:
(TEIXEIRA et SANTOS BUCH, 1975). Lé fest de'migration des leuco-
cytes de sujets en phase chronique ou en phase indéterminée
de-la maladie fut étudié en utilisant comme antigéne un extrait
de formes de culture de T. cruzi ou un extrait de coeur normai de
rat. Les résultats &tablissent que les leucocytes des patients en
phase chronique de la maladie réagissent remarquablement avec les
deux antigénes, tandis que la plupart des leucocytes des patients
en phase indéterminée ne réagissent pas avec les antigénes de
coeur et seulement 5 des 14 patients en phase indéterminée
réagissent avec 1'antigéne T. cruzi. Ceci suggére que les malades
en phase indétermin&e peuvent déveldpper la phase éhronique

de la maladie (TOLEDO BARROS et al., 1979).

En considérant que la transformation blastique des leucocytes

sous 1'influence de divers stimulants spécifiques représente une
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évidence d'immunité a médiation cellulaire, TSCHUDI et al. (1972)
étudient la transformation des lymphocytes obtenus du sang périphé-
rique de patients en phase chronique en utilisant un antigéne
préparé & partir de la forme épimastigote de T. cruzi ; cinqg a

30 % des lymphocytes se transforment en présence de 1'antigéne
.spécifique. Des résultats intéressant furent obtenus par TEIXEIRA
et SANTOS-BUCH (1975). Ils montrent qUe 1'incubation des lympho-
cytes d'un animal en phase chronidue avec la forﬁe trypomastigote
de T. cruzi provoque une diminution des parasites et une transfor-
mation blastique. Ceci'peut étre dd @ 1'action cytotoxique des
lymphocytes sensibilisés sur le parasite et suggére que la libération
d'antigénes par le parasite est capable dfinduire,la transformation

des lymphocytes.

- Tranéfert des cellules sensibilisées

Une autre évidence en faveﬁr de la participation de 1'immu-
nité @ médiation cellulaire dans 1'infection & T. cruzi, est le
transfert passif de cellules sensibilisées & des receveurs suscep-
tibles. Le transfert de cellules lymphoides de 1la rate de rats
ayant survécus a une infection aigué par T. cruzi, entrainent une
protection chez des rats receveurs (ROBERSON et HANSON, 1974). |
Des résultats similaires furent trouvés pér SANTOS (1973) et KUHN
et DURUM (1975). Les lymphocytes de la rate et des ganglions
lymphatiques isolés de souris infectées, sont plus efficaces
pour transférer la protection & des receQeurs syngéniques que
les macrophages d'exsudat péritonéal (BURGESS et HANSON, 1979).

Des études plus récentes ont essayé d'identifier 1le
mécanisme immun imp]iqﬁé dans la défense de 1'hdéte, en utilisant
des sous-populations. purifiées de cellules lymphoides isolées

de la rate de souris immunisées. Ainsi, i1 a &té démontré que des
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souris susceptibles peuvent étre protégées d'unemaniére plus
effective avec la sous-population appauvrie en cellules T que

la sous-population de cellules T elle-méme (TRISCHMANN, 1980).
b'autre part, REED (1980) démoentre une protection partielle avec

la population de lymphocytes de la rate'de donneurs immuns ;
cependant, la sous-population enrichie en lymphocytes T donne

une protection remarquablement plus effective que la sous-popu-
lation enrichie avec les lymphocytes B. Au contraire, SCOTT (1979)
démontre que 1'immunité dépend des cellules B et que les cellules T

jouent le réle de cellules auxiliaires.

- Déficits lymphocytaires

Des états de déficit immunitaire induits expérimentalement
chez 1'hdte, provoquent une augmentation de’ la sévérité de 1'infec-
tion & T. cruzi. La thymectomie néonatale chez la souris (BEHBEHANI,
1971 ; SCHMUNIS et al., 1971) et méme chez le rat (ROBERSON et al.,
1973) ainsi que 1'administration de sérum anti-thymocyte, inhibent
le développement de 1'immunité acquise. La thymectomie néonatale
de Ta souris ou du rat provoque une augmentation du nombre de
parasites et aussi la mort des animaux par rapport & des témoins
n‘ayant subi que le stress opératoire (ROBERSON et al., 1973).
Pourtant, la production des anticorps n'est pas affectée ; ainsi
e sérum des rats thymectomisés transmet la protection & des
receveurs vis-d-vis de 1'épreuve d'infection (ROBERSON et al., 1973).
D'autre part, SCHMUNIS et al. (1971) observent que Ta production
des anticorps est retardée chez les souris thymectomisées. Le |
sérum anti- thymocyte administré a des souris en‘phase aigué,
entraine des parasitémies nettement plus élevées et augmente le
nombre d'amastigdtes dans les muscles cardiaques, par rabport

aux contrdles n'ayant recu que du sérum normal. Mais 1'administration




de sérum anti-thymocyte a des souris ayant survécu & une phase
‘aiqgué, n'est pas capable d'induiré a nouveau une parasitémie,
seules des parasitémies sous-patentes sont observées (ROBERSON
et al., 1973). _

Un autre modé&le expérimental de carence en cellules T
utilisé pour ce genre dfétudés est Ta souris NUDE, qui présente
une agénésie congénitale du thymus, KIERSZENBAUM et PIENKOWSKI
(1979) dans le méme modéle démontrent que la souris homozygote
athymique congénitale (nu/nu) est‘plus susceptible i 1'infection
a T. cruzi que la souris hétérozygote avec thyﬁus (nu/+). En plus,
la transplantation ﬁéonata}e de thymus chez les souris athymiques,
rétablit les niveaux normaux de résistance & T. cruzi.

Ces évidences démontrent la participation de 1'immunité
d médiation cellulaire chez les animaux expérimentaux et chez

1'homme infectés par T. cruzi.

1.4, ESSAIS DE PROTECTION CONTRET. CRUZI

I1 est certain qu'une infection primaire chez des animaux
induit une immunité remarquable contre la phase aigué de la maladie
de Chagas. Ces observations suggérent la possibilité du développement
de méthodes d'immunoprophylaxie contre 1‘infection & T. cruzi. A

L'immunisation active a &té réalisée avec des parasites

vivants atténués, des parasites morts et avec des fractions

cellulaires. Tous Tes animaux ainsi immunisés survivent habituellement

a 1'infection d'épreuve. MENEZES (1969, 1971) immunise des hdtes
vertébrés avec des formes de culture d'une souche non virulence
de T. cruzi ; i1 observe une protection partielle aprés &preuve avec

- des formes virulentes sanguicoles. FERNANDEZ et al. (1965, 1966)
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montrent que les formes de culture traitées avecdg]'actinomycine D
gardent leur mobilité, ma1§ leur multiplication et leur diffé-
renciation sont inhibées d'une maniére irréversible. Les parasites
ainsi traités ne sont pas capables d'infecter des souris et

donnent seulement une protection partielle contre une &preuve
virulente. Les formes de Tﬂ cruzi provenant de culture de tissu

aprés irradiation ne sont pas capables d'infecter ni des cultures
cellulaires ni des souris. Ces pérasites induiseﬁt aussi une
protection partielle seulement lorsqu'ils sont inoculés réguliérement
chaque semaine (HANSON, 1977).

Des vaccins ont &té préparés a partir de formes épimastigotes
détruites par des méthodes chimiques en utilisant 1e merthiolate
(MUNIZ et al., 1946), le formol ou le phénol (HAUSCHKA et al., 1950)
ou une solution de perchlorite de sodium (KIERSZENBAUM et BUDZKO,
1975). Mais les résultats ne donnéht pas une protection totale.

De meilleurs résultats sont obtenus avec des vaccins préparés a
partir de flagellés détruits par des méthodeé physiques. Une augmen-
tation remarquable du temps de survie est détectée chez des souris
immunisées avec des formes de culture désintégrées par ultrasons
(GOBLE, 1964). L'inoculation des formes de culture détruites par
congélation-décongélation (MC‘HARDY et ELPHICK,'1978) ou par ultra-
sons (NEAL et JOHNSON, 1977) induit une protection partielle
représentée par une diminution de la parasitémie et de la mortalité.

Les trypanosomatidae monoxénes non pathogé&nes pour 1'homme,
présentent des antigénes communs avec T. cruzi, qui conférent a
la souris une certaine protection cbntre une souche 1éthale. L'homo-

génat de Crithidia fasciculata donne une faible immunité contre

T. cruzi (JOHNSON et al., 1963 ; PEREIRA et al., 1977). Pourtant
des résultats plus intéressants sont obtenus avec des flagellés

vivants d'Herpetomonassamuelpessoai. Une infection primaire
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suscitée chez la souris par ce trypanosomatidae monoxéne, lui
confére une protection partielle contre T. cruzi (SOUZA et al.,
1974). '

L'existence probable d'une réaction antigénique croisée
entre certains composants de T. cruzi et les cellules de tissus
du coeur tend a développer des essais de fractionnement sub-cellu-
laire du parasite ; fractions pouvant protéger le vertébré sans
donner lieu & un effet autoimmun. SEGURA et al. (1977) comparent
la capacité de protection de deux fractions extraites des formes
de culture de T. cruzi et démontrent que la fraction flagellaire
produit une résistance plus importante chez les souris aprés
épreuve avec des formes virulentes, par rapport & la fraction
membranaire. KANEDA (1973) démontre que le pouvoir d'immunisation
des homogénats des formes de culture est en relation avec la frac-
tion ribosomale obtenue par centrifugation & 150.000 g. D'autre
part, SCOTT et SNARY (1979), isolent une glycoprotéine de la
surface cellulaire de T. cruzi. L'utilisation de la saponine ou
de 1'adjuvant complet de Freund, entraine avec cette g]ycoproféine
une protection contre 1'infection aigué chez la souris ;en plus,
il semble que cette glycoprotéine ne suscite pas la formation
d'autoanticorps. Une fraction polyribosomale isolée des formes
- épimastigotes de la souche Y, induit une faible réponse anticorps
mais, avec une réponse cellulaire. Cette fraction a aussi 1la
capacité d'induire un haut degré de protection contre T. cruzi

(LEON et al., 1980).
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CHAPITRE 2 : MATERIELAet METHODES

. .
oooooooooooooooo

2.1. MODELE ANIMAL

Le modéle rat a &té employé pour les essais de protection
contre 1'infection par T. cruzi et pour les &tudes sur les mécanismes
de cette résistance.

Trois sortes de rats ont été-utilisées_:

- Des rats Fischer (F344) cohsanguins miles de 150 a 180°g et
femelles de 100‘a 120 g provenant du Centre d'Elevage IFFA-Crédo
L'ARBRESLE, France ; '

- Des rats Fischer (F344) consangufng males et femelles nouveadk-nés,
traités avec du sérum de lapin anti-y afin de supprimer la |
synthése des immunoglobulines ; ]es rats controles ont été
traités avec du sérum normal de lapin ; tous ces rats ont été
entretenus dans un isolateur plastique stérile (LA CALHENE,Paris)
avant et aprés leur naissance ;

- Des rats nu/nu femelles &gés de 2 mois et leurs hétérozygotes nu/+
provenant du PROEFDIEREN-CENTRUM, Louvin (Belgique), entretenus dans
un isolateur plastique stérile. Le rat mutant "NUDE" présente une

agénésie congénitale du thymus.

2.2. ENTRETIEN DES DIFFERENTES FORMES DE LA SOUCHE TEHUANTEPEC DE T, CRUZI

La souche Tehuantepec de T. cruzi provient du vecteur

Triatoma sp. Elle a &té isolée au Mexique par E. BRUMPT (1938).

Cette souche est entretenue dans nétre laboratoire, sous les formes

suivantes :
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- Forme épimastigote de cultured 28°C. Elle est entretenue par deux

repiquages hebdomadaires sur le milieu GLSH, contenant du glucose,
de la lactalbumine hydrolysée, de 1'extrait d'hémoglobine de
boeuf et 10 % de sérum de veau ; |

~ Forme trypomastigote de culture & 37°. Cette forme se développe

sur monocouche de fibroblastes de rét'Fischer (3T3FR) avec du

milieu de culture MEM'contenant 5 % de sérum de veau foetal (SVF).
Des formeé trypomastigotes sanguicoles de rats Fischer males

sont inoculés a des monocouches de fibroblastes;aprés 4 a 5

jours de culture & 37°C apparaissent .dans le surnageant

des formes trypomastigotes. L'entretien se fait deux fois par semaine
sur cellules fibroblastiques non infectées ; .

- Forme trypomastigote sanguicole. La forme'sanguico]e de T. cruzi

est éntretenue et stabilisée par passages tous ies 28 a 30 jours
chez le rat Fischer mile. Les tr&pomastigotes sont obtenus par
ponction rétro- orbitale chez des rats Fischer males. Le sang
est prélevé sur anticoagulant (Héparine & la dose de 80 UI/ml)
et dilué avec une solution d'Alsever. Un ml de cette solution
contenant 15.104 trypomastigotes est inoculé aux rats par

voie intrapéritonéale.

2.3. METHODE DE COMPTAGE DES PARASITES

- Formes de culture & 28°C et 37°C

Les formes &pimastigotes de culture 3 28°C et les formes
trypomastigotes de culture & 37°C ont été évaluées par comptage

a la cellule de THOMA.
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- Formes sanguicoles

Les formes trypomastigotes sanguicoles sont comptées par
la méthode de PIZZI (1957) et BRENER (1961, 1962). En routine,
5 ul de sang prélevé a la queue du rat (aprés avoir é€liminé la
premiére goutte), sont placés directement entré lame et lamelle
(22 mm x 22 mm). Mais, chez les animaux entretenus dans des con-
ditions stériles(isolateur plastique), le sang est prélevé par
ponctionrétro-orbitale & 1'aide dfun microcapillaire hépariné,
puis 5 ul de ce prélévement est placé entre lame et lamelle.

Le comptage s'effectue & 1'objectif 40 du microscope
en observant a frais les trypomastigotes d'au moins 60 champs
par examen. Les résultats sont exprimés en trypomastigotes par

millimétre cubique (mm3) de sang.

2.4. TYPAGE DE LA SOUCHE TEHUANTEPEC DE T. CRUZI

- Isolement des trypomastigotes de rat

Les trypomastigotes sont obtenus par ponction au niveau
du sinus rétro-orbital de rats en phase aigug de 1a maladie.
Le sang est prélevé sur tube contenant des billes de verre, ensuite il est
- défibriné et centrifugé pendant 10 min & 100 g d température
ambiante. Les trypomastigotes se tfouvent alors dans le surnageant,
qui est centrifugé a 1000 g pendant 15 min. La couche inférieure
est lavée trois fois avec du milieu MEM-SVF (1000 g - 15 min). Les
parasites sont comptés dans la cellule de THOMA et 1a suspension

ajustée a 10.106 trypomastigotes par ml.
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- Lyse des trypomastigotes sanguicoles

Un aliquot de 50 ul de sérum normal humain, comme source
de complément (CHu) et une dilution au 1/2 de CHu sont ajoutées a
deux tubes contenant 50 ul de la suspension de parasites (10.106
trypomastigotes par ml de milieu MEM). Pour les tubes contréles
on utilise Tle sérum humain décomplémenté & 56°C pendant 30 min
(Hul) & la place du CHu.

Les tubes sont incubés pengant une heure a 37°C. Aprés
1'incubation, les tubes sont placés dans la glace et les trypomas-
tigotes sont comptés a 1'aide de la cellule de THOMA ; chaque
comptage se fait deux fois. Le pourcentage de lyse est calculé
selon 1'équation :

% lyse = 100 - - x 100

A = nombre de parasites aprés 1'incubation avec du
sérum humain normal, comme source de complément (CHu)
B = nombre de parasites aprés 1'incubation avec du

sérum humain normal décomplémenté (Hul)

2.5. ESSAIS DE PROTECTION CONTRE L'INFECTION PAR T. CRUZI CHEZ

DES RATS FISCHER MALES

2.5.1. Protection active avec des formes épimastigotes

Nos travaux préliminaires (RODRIGUEZ,1980) avaient montré
que le rat Fischer (F344) male peut étre protégé contre 1'infection
aigué de la maladie. La protection-a été induite de fagon active

“par 1'inoculation intrapéritonéale de formes épimastigotes de
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culture a 28°C, 1'infection d'épreuve se faisant aussi par voie
intrapéritonéale avec une dose moyenne iéthale de trypomastigotes
sanguicoles. Néanmoins, i1 &tait nécessaire de confirmer cette
observation par une série plus importante et une étude immunologique

humorale de cette résistance.

- Schéma de protection

Le schéma suivi pour la protection est celui déja étab]i
dans la premiére expérience (RODRIGUEZ,1980) (Tableau IIIA - Pe 51).

Un groupe de 21 rats Fischer mdles regoit par voie intra-
péritonéale 1 ml de solution tamponnée de Hanks-Wallace contenant
6.106 épimastigotes ayant 6 jours de culture. Quinze jours aprés
cette premiére inoculation, le groupe regoit une doée d'épimasti-
gotes dans les mémes conditions, '

Le groupe témoin formé par 6 rats recoit a un intervalle
de 15 jours, 2 injections de 1 ml ae solution de Hanks Wallace
tamponnée.

L'infection d'épreuve par 15.104 trypomastigotes sanguicoles
est réalisée par voie intrapéritonéale 50 jours aprés la premiére
inoculation d'immunisation ou d'injection contrdle.

Deux autres groupes formés chacun de 5 rats sont protégés
avec des épimastigotes de six.jours de culture dans les mémes
conditions que précédemment : les rats d'un des deux groupes sont
réinfectés avec des'trypomastigotes au 140éme jour aprés la premiére
inoculation tandis que 1'autre groupe ne recoit pas 1'infection

d'épreuve.

- Prélévements sanguins -

Les rats subissent une 18gére anesthésie a 1'éther. Les
prélévements sanguins au niveau du sinus rétro-orbitale sont faits

tous les 15 jours. Le sérum recueilli individuellement est utilisé




- 5] -

TABLEAU I ] ] ESSAIs DE PROTECTION CONTRE L'INFECTION PAR T.cruzi
CHEZ DES RATS FISCHER MALES
A PROTECTION ACTIVE
TRYPOMASTIGOTES

EPIMASTIGOTES SANGUICOLES

(6.108) (15.104)
b v .

‘ TRYPOMASTIGOTES
; SANGUICOLES (15.104

L e
HANKS WALLACE ,

(1mi)
$ b R
1 ] . 1 ]
[ 1 1 ¢ o ] ]
0 15 50 140 JOURS

B pROTECTION PASSIVE

o . d’anticorps
SERUM IMMUN QU SERUM NORMAL

{3Iml)
4
) 1
HEURES 4
TRYPOMASTIGOTES SANGUICOLES
(1.104) :
b. de cellules

PERITONEALES OU DE LA RATE
i (6.108)

0 24
HEURES 1

TRYPOMASTIGOTES SANGUICOLES
( 1.104)
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pour &tudier 1'évolution des IgM, des IgG2a, des anticorps hémagglu-
tinants et des anticorps lytiques. La parasitémie est contrdlée

chaque semaine en utilisant du sang prélevé & la queue.

2.5.2, Transfert passif d'anticorps

Le sérum des rats immunisés avec des épimastigotes de culture -
est prélevé au 126éme jour aprés .ia premiére immunisation. Un pool
de sérum immun a &té utilisé pour‘1e'transfert. |

Trois ml1 de sérum jmmun‘ inactivé-(56°plpendant 30 min)
sont injectés par voie intraveineuse d des rats Fischer miles.

Une heure plus tard, 1.104 trypomastigotes sanguicoies sont inoculés
par voie intrapéritonéale (Tableau III Ba - p. 51 ).

Un groupe contrdle regoit en méme temps une quantité éga]é
de sérum normal inactivé de rats sains une heure avant 1'infection.

La parasitémie est contrdlée toutes les semaines par la
méthode de routine dés le 14éme jour aprés 1'infection.

La mortalité est surveillée réguliérement.

2.5.3. Transfert passif de cellules sensibilisées

Les cellules utilisées pour le transfert sont obtenues
au 45éme jouk de rats Fischer infectés avec 15.104'trypomastigotes

sanguicoles (Tableau III Bc - p. 51 ).

- Récupération des cellules de la rate

La rate est prélevée stérilement et dilacérée au moyen de
pinces courbes dans du milieu MEM-SVF ; le filtrat obtenu par passage
a travers de la gaze est centrifugé pendant 10 minutes a 2000 g.

Les cellules sont numérées dans,uné cellule de THOMA. La suspension

est ajustée & uné concentration de 6{108 cellules totales/ml.
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- Récupération des cellules péritonéales

Les cellules sont obtenues par lavage de la cavits périto-
néale de rats immuns avec 20 ml de milieu MEM-SVF contenant
25 IU par ml d'héparinate de Calcium. Les cellules péritonéales sont
centrifugées 3 2000 g et lavées deux fois dans le milieu MEM. La

suspension est ajustée & une concentration de 6.108 cellules/ml.

- Transfert de cellules sensibilisées

Deux groupes formés chacuh par six rats fegoivent par voie
intrapéritonéa]é 2 ml de milieu MEM contenant 6.10% cellules de
rate et 6.108 ce11u1es'péritonéa1es respectivement. Vingt quatre
heures plus tard, 15.104 trypomastigotes sanguicoles sont injectés

par voie intrapéritonéale.

2.6. UTILISATION DE RATS DEFICIENTS EN LYMPHOCYTES B OU T

- Sérum anti-u de lapin

Le sérum anti-u (aimablement fourni ﬁar le Dr. H. BAZIN),
fut préparé par 1'immunisation de deux lapins avec des IgM monocio-
nales purifiées de rat (PROTEINE IR 202) (BAZIN et al., 1974)
additionné d'adjuvant complet de Freund. Les protéines de myé&lome
furent isolées du liquide d'ascite par fi1tratidn en gel sur Ac A22
et Ac A34 (IBF, France), puis soumises & une chromatographie
d'échange ionique sur DEAE cellulose et a une électrophorése de
par du sérum de rats dépourvus de germes pathogénes et la fraction
pseudoglobulinique de sérum normal ﬁe rat. Les antisérums et le sérum

normal de lapin (SNL) furent absorbés avec des cellules du foie et du rein.

Ce sérum anti-y ne présénte pas d'affinité pour les cellules thymiques




- 54 -

de rat ; en effet, les tests d'immunofluorescence indirecte effectués
avec ce sérum anti-y vis-&-vis de cellules thymiques de rat se

sont révélés négatifs. Finalement 1'antisérum est dialysé contre

du tampon phosphate (PBS) et stérilisé par filtration sur filtre

MILLIPORE (porosité 0,22 u).

- Traitement par du sérum anti-u des rats nouveaux-nés

Les rats Fischer utilisés dans cette expérience furent
divisés en deux groupes (Tableau IV A - Pp. 55 ),

Le premier groupe formé par 6 rats femelles et deux rats
males recoit tous les jours par voie intrapéritonéale, 0,2 ml
d'antisérum anti-u du jour zéro au 12eme jour aprés la naissance.
Ensuite, entre le 12éme jour et le 60éme jour, les rats recoivent
une injection de 0,3 ml d'anti-u trois fois par semaine.

Le second groupe formé par 5 rats femelles et 4 rats
males sont traités de la méme fagon que le groupe précédent, mais
dans ce cas, on utilise du sérum normal de lapin (SNL) au lieu de

Sérum anti-u.

- Infection par I, cruzi

Les formes trypomastigotes sont prélevées par ponction

cardiaque chez des rats au 28éme jour d'infection. Le sang
mélangé a de 1'héparine est dilué dans une solution d'Alsever afin
dfobtenir une solution contenant 1.'104 trypomastigotes par ml. Ces
trypomastigotes sont injectés au groupe de rats déficients en
lymphocytes B et au groupe contrdle par voie intrapéritonédale
46 jours aprés leur naissance.
Les rats "NUDE" recoivent également 1 ml'd'une solution

d'Alsever contenant 1.10° trypomastigotes (Tableau IV B - p. 55 ),




TABLEAU IV A

SERUM ANTI-U OU SNL

- b5 .

TRAITEMENT AVEC DU SERUM ANTI-p,DU SNL
ET INFECTION PAR T.cruzi CHEZ DES RATS
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- Prélévements sanguins

Les rats traités avec du sérum anti-y ou du SNL et les rats
nu/nu et nu/+ sont saignés dans 1'enceinte méme de 1'isolateur
aprés une 1égére anesthésie a 1'imalgéne 1000 (0,01 ml par voie
intramusculaire). Les prélévements sanguins sont effectuéds au
niveau du sinusrétro-orbital toutes les semaines afin de déterminer
la parasitémie et tous les deux semaihes pour 1e§ études immunolo-

giques humorales.

2.7. PARAMETRES DE L'IMMUNITE HUMORALE

- Dosage d'IgM et IgG2a

~ Les concentrations d'IgM et IgG2a furent déterminées par
la technique d‘immunodiffusion radiale simple (MANCINI, 1965).
Cette technique est couramment utilisée en routine pour le dosage
des immunoglobulines et du complément.

La technique consiste & préparer une plaque d'agar dans
1aque1ie un antisérum monospécifique a été préalablement incorporé.
La solution antigénique est déposée dans un puits creusé dans le
gel. L'antigéne diffuse dans 1'agar et donne lieu a la formation
d'un halo de précipitation dont le diamétre extérieur est en
relation directe avec la concentration en antigéne de la solution.

Si différentes solutions antigéniques de concentrations
connues sont utilisées, on obtient une courbe de référence qui
exprime la surface du précipité (en ordonnée) en fonction de 1la
concentration d'antigéne correspondant (en abscisse). Cette courbe
permet de calculer la concentration en antigéne d'un &chantillon

non connu.
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L'antisérum est obtenu selon 1a méthode de BAZIN et al.
(1974) ( p. 53 ). Les standards d'IgM et IgG2a sont des protéines
monoclonales LOU/C purifiées ; ces protéines ne sont pas celles

utilisées pour la préparation d'antisérum anti-y.

- Réaction d'immunodiffusion

3 g d'agar sont ajoutés a 100 ml d'une solution tamponnée
de barbiturate de sodium & pH 8.6 et portés a ébullition dans un
bain—marie jusqufé dissolution de 1'agar, puis placés a 60°C au
bain-marie.

Pour la détermination des IgM : 0,02 ml d'antisérum anti-p
sont ajoutés a 3 ml de gélose. Pour la détermination des IgG2a :
0,2 ml d'antisérum anti-IgG2a sont ajoutés & 3 ml de gélose. Ce
mélange est ensuite coulé sur lame de verre: 10 u1 des différentes
solutions des sérums a tester diluées au 1/2, 1/5, 1/10 et 1/20
et 1/30 pour Ta détermination des IgM et des IgG2a respectivement,
sont déposés par puits préalablement creusés dans le gel. Les
plaques sont laissées & température ambiantebpendant 48 heures

avant lecture.

- Dosage de 1'activité du complément

Les niveaux de C4 et les niveaux des composants de la voie

~ alterne du complément furent déterminés par la technique de LACHMANN
et HOBART (1978). Cette technique é été mise au point sur gel

comme une technique dfimmunodiffusion radiale simple. On incorpore
des globules rouges et un réactif approprié d la gélose. On dépose
une quantité fixe du sérum a tester dans un puits creusé dans le gel.
La mesure de Ta concentration est donnée en fonction du diamétre

du halo d'hémolyses aprés diffusion des composants dans 1'agarose

Les résultats sont exprimés en pourcentage de consommation du C4
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et de la voie alterne du comp]ément par rapport aux niveaux
respectifs obtenus dans des sérums normaux.

Les niveaux de C4 furent déterminés par la diffusion de
8 ul de sérum non dilué dans 1'agarose dans laquelle on a incorporé
préalablement des érythrocytes de mouton et du sérum de cobaye
>déficient en C4 (animal entretenu & 1'Institut Pasteur) dans un
diluant “Fixation complement"” (Oxoide; Ltd, London).

Pour la détermination dell'activité de 1a voie alterne du
complément, on incorpore préalablement & 1'agarose des érythrbcytes
non sensibilisés de cobaye dans un diluant contenant 10 mM d'acide
éthyléne glycol-Bis ( B -Aminoethyl &ther-N-N-Tetraacétique) et
7 mM de magnesium. Ce diluant permet 1'activation de 1a voie

alterne aboutissant & la lyse de érythrocytes de cobaye.

- Détermination des niveaux de la voie alterne (VA)

La gélose se prépare en dissolvant 2 g d'agar-agar purifié
(FLUKA) dans 100 m1 d'eau déminéralisée. Le mélange est porté &
85°C dans un bain-marie, en homogénéisant de temps en temps, puis
placé a 45°C on ajoute 1,5 ml d'une solution de DEAE Dextran (& 10 mg/
ml dfeau).

Dans un petit bécher, on mélange 5 ml de gélose, 5 ml d;une
solution tamponnée d'EGTA et M92+ (a pH 6,5), puis on ajoute des
hématies de cobaye & 10 % en PBS. Ce mélange est enéuite coulé sur
lames de verre dégra.issées. Les sérums 3 tester sont déposés dans .
les puits préalablement creusés dans le gel. On laisse une nuit &
4°C. Le lendemain, les lames sont placées & 37°C pendant 1a 2 heures

avant d'effectuer la lecture au planimétre.
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- Détermination des niveaux de C4

Les globules rouges de mouton a la concentration de 10 %
en solution tamponnée de vérona] a pH 7,2 (préparée a partir des
comprimés "Fixation Complement", CFT, qui contient les ions Mg2+
et les ions Ca2+) sont sensibilisés avec du sérum hémolytique
décomplémenté (antisérum anti-&rythrocytes de mouton) préalablement
dilué en CFT pour obtenir une dose minimale d'hémolyse.

La g&lose préparé de 1a méme fagon que pour la détermination

de la VA est mélangéeavec du sérum de cobaye déficient en C4 + CFT

concentré deux fois, puis on ajoute des hématies sensibilisées

v

10 % et on coule sur lame. La suite de la technique est identique

Qn

celle décrite pour la détermination de la voie alterne.

Dosage par hémagglutination des anficorps'anti-T. cruzi

La réaction d'hémagg]utinatioh utilisée en sérologie est
une technique semi-quantitative ; elle a comme principe de mettre
en présence des dilutions variables d'antisérum avec une concentra-
tion donnée d'hématies recouvertes d'antigéné soluble ; rendant ainsi
visible le phénoméne spécifique de 1iaison antigéne-anticorps.

La méthodologie consiste a traiter les hématies par la
glutaraldéhyde ce qui les rend capables de réagir spontanément
avec des antigénes solubles. Puis, ces globules rouges sensibilisés
sont ajoutés a différentes di]ution d'antisérum. Le titre d'hémag-
glutination est défini comme 1a plus forte dilution donnant une

agglutination.

- Titrage de 1'antigéne

L'extrait antigénique hydrosoluble de T. cruzi a été obtenu
a partir de suspensions de formes épimastigotes dans du NaCl 1°/..
aprés congélation & - 20°C et broyages successifs au mortier glace.

Aprés le dernier broyage, la solution est centrifugée a 26.000 g
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pendant une heure & 4°C. Le surnageant est dialysé 20 heures contre
de 1'eau distillée (100 volumes d'eau distillée pour un volume

de la solution & dialyser) et ensuite, la fraction hydrosoluble

a été lyophilisée (AFCHAIN, 1976).

A partir de 40 mg de cet extrait antigénique h&droso]ub]e
ont été effectues des dilutions variables du 1/25éme au 1/1600&me
en tampon glycocolle sous un volume de 0,5 ml; Chacune des dilutions
a été utilisée pour sensibi]iser_]es globules rouges de mouton
formolés a 2.5 %. |

Le titrage de 1'antigéne a été réalisé par 1'incubation
des globules rouges sensibﬁ]isés avec des différentes diiutions
des antisérums positifs et négatifs, en sgivant la méthodologie
de la réaction d'hémagglutination. .

La dilution d'antigéne choisie pour déceler 1les anticorps
des &chantillons est celfe dont le titre est parfaitement comparable
pafmi les antisérums positifs et en plus sans réaction avec les

sérums négatifs.

- Préparation et sensibilisation des hématies

Les globules rouges de mouton (Difco) sont lavés cingq fois
en tampon phosphate physiologique (PES), a la concentration finale
de 8 % en PBS et mélangés V/V avec une solution de formol & 3 %.
Aprés une agitation de 18 heures a 37°C, ils sont centrifugés
a 1500“g pendant 10 min, lavés 5 fois en tampon glycocolle, puis
répartis en aliquots de 2,5 ml et conservés a 4°C.

La sensibilisation des hématies est réalisée sur le culot
obtenu aprés centrifugation d'un aliquot de 2,5 ml, en ajoutant
0,5 ml de la solution d'antigénevde titre connu en tampon glycocolle

et 0,3 ml de glutaraldéhyde 3 1 % en tampon glycocolle.




- Réactionvd'hémagg]utination

50 ul des antisérums sont décomplémenté pendant 30 min
d 56°C au bain-marie, puis s'ajoutent les hématies de mouton
formolées dans le rapport 1 goutte d‘ahtisérum décomplément par
1 goutte d'hématie 50 % afin d'@liminer les agglutinines naturelles
de ces sérums. Aprés les avoir 1aissés'30 min en contact a la
température du 1aborat61re,'i]s sont centrifugés a 2500 g pendant
5 min. Le surnageant est récupéré et dilué dans 1 ml de tampon
glycocolle contenant de 1'albumine humaine a 0,2 %.
Les dilutions ont été faites de 1/2 en 1/2 sous un
volume de 50 ul & partir de la dilution initiale 1/40 dans les
‘alvéoles en U d'une plague de microtitration (Mjcrétitter system).
Une goutte d'hématies sensibilisées est ajoutée d chaque alvéole
contenant les dilutions de sérum a tester. La lecture est effectuée
aprés 3 heures de contact & 4°C. L'absence d'hémagglutination
spontanée est vérifiée en ajoutant une goutte d'hématies non

sensibilisées au sérum dilué au 1/2.

- Dosage des anticorps lytiques anti-T. cruzi

Les anticorps lytfques ont été décrit récemment pour détecter
la phase chronique de 1'infection (KRETTLI, communication personnelle).
Le principe de la technique est de mettre en évidence des anticorps
lytiques, présents dans des sérums Spécifiques, préalablement fixés
sur la surface des trypomastigotes de culture ou des trypomastigotes
d'animaux irradiés.

La méthodologie consiste & fixer sur les trypomastigotes
des anticorps de sérums spécifiéues, ce qui les rend susceptibles

d'étre lysés par le complément humain.
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- Réaction de trypanolyse

L'antisérum est décomplémenté pendant 30 min & 56°C, et
puis d partir de la dilution initiale 1/5, on effectue les
différentes dilutions de 1/2 en 1/2 sous un volume de 0,1 ml en
MEM-SVF 5 %. |

La suspension des trypomastigotes de culture a 37°C sur
fibroblastes (3T3FR) est diluée pour obtenir 10 & 12.106 parasites
par ml de milieu. 0,1 ml de cette suspension de parasites est
ajoutée & chaque tube contenant les dilutions d'antisérum a tester
Le volume final sera de 0,2 ml par tube.

Les tubes témoins contiennent un volume égal de la suspension
de parasites et 0,1 m1 de sérum normal décomplémenté aux dilutions
1/5 et 1/10.

Les antisérums a tester et les contrdles contenant la
suspension de parasites sont incubés pendant 30 min & 37°C au
bain-marie. Ensuite, 50 ul de chacune des suspensions (trypomas-
tigotes-antisérum, trypomastigotes-sérum normal) sont placés
dans des tubes plastique contenant 50 ul de sérum normal humafn,
comme source de compiément (CHu). Chacun de ces tubes aura son
contrdle respectif contenant 50 y1 de sérum normal humain
décomplémenté.

Les deux séries de tubes sont incubées pendant une heure
a 37°C au bain-marie. Aprés incubation, les tubes sont placés dans
la glace.

Le pourcentage de lyse est calculé selon la technique

expliquée précédemment ( p. 49 ).
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3.1. COMPORTEMENT DU RAT FISCHER MALE ET FEMELLE VIS-A-VIS DE LA SOUCHE

TEHUANTEPEC DE T. CRUZI

Nous avions montré que la lignée consanguine de rat Fischer (F344)
male (Rodriguez, 1980 ) infect@e avec la souche Tehuantepec de Trypanosoma
cruzi, développe la phase aigué de 15 maladie de Chagas en succombant avec
un nombre important de formes trypomastigotes sanghico]es (Fig. 2, ). Le
comportement du rat Fischer mdle vis-a-vis de la souche utilisée est carac-
térisé par 1'apparition des parasites vers le 2leme jour aprés 1'infection
et une augmentation progressive de la-parasitémie jusqu'a 1a mort.de 1'a-
nimal, parasitémie atteignant environ 1.10% parasites par mm3. La viru]ence
de Ta souche ne varie pas en fonction de la dose d'inoculation et la mor-
talité des rats reste dans des délais pratiquement identiques (28-40 jours
aprés 1'infection). Par contre, le rat Fischer (F344) femelle infecté
(Rivera-Vanderpas, 1980) avec la méme souche et un nombre &gal de trypo-
mastigotes (15 x 104) développe la phase aigué et la récupération de cette
phase est évidente par la disparition des parasites dans le sang circulant
(Fig. 2, p.64).

D'aprés ces résultats nous avons mis au point un modéle d"immunité
chez le rat Fischer mile, contre 1'infection aigué de'ia maladie, d'une
facon active par 1'injection intrapéritonéale de formes épimastigotes de
culture & 28°C. Nous avons aussi essayé de protéger le rat Fischer male

d'une fagon passive en utilisant le sérum et les cellules d'animaux immuns.
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FIGURE 2 : Parasitémie des rats Fischer miles et femelles
infectés avec des trypomastigotes sanguicoles de T. cruzi
Rats miles (o

*) et rats femelles (¢+++es+e) infectés
avec 15.10% trypomastigotes. Rats miles (¢ ————s) infectés
avec 1,10k trypomastigotes
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D'autre part, chez le rat femelle résistant ad la phase aigqué
de 1'infection, nous avons &tudié le rdle des lymphocytes B et T dans.
1"induction de 1a réponse immune contre T. cruzi, en utilisant des rats
ayant une inactivation expérimentale de lymphocytes B et des rats ayant

des déficits congénitaux de lymphocytes T.

3.2. ESSAIS DE PROTECTION CONTRE L'INFECTION

Nous avons confirmé que les rats Fischer mdle sont protégés contre |

la phase aigué de 1'infection lorsqu'ils regoivent par voie intrapéritonéale

6 x 108 épimastigotes de culture a 28°C a un intervalle de quinze jours.

Le tableau V () résume les .résultats obtenus dans cette nouvelle
expérience et aussi ceux des études préliminaires. Vingt sur vingt et un
des rats injectés avec des épimastigotes de six jours de culture survivent
a 1'infection d'épreuve faite au 50éme jour de 1'immunisation. La protection
est aussi significative chez le groupe qui recoit 1'infection d'épreuve
140 jours aprés la premiére dose immunisante (cing sur cing survivants).

Le temps de culture des épimastigotes semble étre important pour
induire une protection ; ainsi, de meilleurs résultats ont été obtenus
lorsqu'on utilise des épimastigotes de 6 jours de culture plutét que des
épimastigotes de 3 jours de culture (des résultats préliminaires de pro-

tection : neuf sur douze survivants. (tableau V, p.66).

- Parasitémie :
Les rats qui survivent ne présentent pas de parasites & 1'examen
direct microscopique, tandis que ceux . qui succombent & 1'infection d'épreuve

présentent une faible parasitémie détectée vers le 35&me jour. Le groupe




TABLEAU ¥ : Survie et mortalité des rats Fischer miles aprés 1'infection d'&preuve avec une dose de

15.104 trypomastigotes (sanguicoles) de T. cruzi

Doses d*'immunisation avec Temps de culture Temps d'épreuve Nombre de
des épimastigotes (jours aprés la (1)
un intervalle de 15 jours {en jours) protection) survivants
3 50 9/12 (2)
Epimastigotes de 6 50 20/21
culture & 28°C 6 140 5/5
(6 x 10 parasites/ml)
6 - ) 5/5
3 . : (2) )
Milieu GLSH aprés , 50 /6
3 jours de culture(l ml)
' ' (2)
Milieu GLSH veuf(1l ml) 50 0/6
Solution Hanks Wallace (1 ml) » 50 0/6

(1) Les survivants n’ont jamais présenté de parasites a 1'examen direct microscopique

(2) Résultats préliminaires

-99-
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contrdle qui recoit la solution tamponnée Hanks Wallace développe une haute
parasitémie dés 21 jours aprés l'jnfection et les rats. succombent. Finalement,
le groupe protégé avec des épimastigotes, mais n'ayant pas recu 1'infection
d'épreuve, n'a pas présenté de parasites a 1'examen direct microscopique.
Néanmoins, des parasites ont été détectés par culture de la rate dilacérée

dans le milieu MEM & 37°C§

- Mortalité :

La résistance significative vis-a-vis de T. cruzi obtenue chez
le rat Fischer male aprés 1'injection intrapéritongale des formes épimasti-
gotes de culture, a &té aussi mise en évidence par la diminution du pour-
centage de mortalité et de la période de mortalité des animaux immunisés
non survivants et des animaux témoins.

La figure 3 (p.68) résume les résultats obtenﬁs dans cette
nouvelle expérience et aussi ceux des &tudes préliminaires. La mortalité
des rats prbtégés non survivants (41-45 jours) et celle des rats ayant recu
du milieu ayant servi & la culture des formes épimastigotes (38-45 jours)

présente un 1éger décalage par rapport aux animaux témoins (32-38 jours).

- e o v o o e mn 3 s o e o - - - e A A e - e

L'évolution des anticorps anti-T. cruzi, des IgM, des IgG2a au
cours de la protection et de 1'infection d'épreuve a été étudiee chez
10 rats immunisés survivants du groupe des rats qui ont donné 20 sur-

vivants sur 21.

A partir de la rate dilacérée, les cellules blanches sont séparées
et mises & fusionner avec des cellules myélomateuses de rat LOU, ceci dans
- une culture sur monocouche de fibroblastes plus macrophages. Quatre semaines

plus tard, ont été observées des formes trypomastigotes dans le milieu.
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Période de mortalité des rats Fischer mdles protégés

FIGURE 3 :
avec des formes épimastigotes de culture de T. cruzi puis

infectés par 15.10k trypomastigotes sanguicoles de T. eruzi
Rats protégés avec des épimastigotes de six jours de culture
(@———48), Rats protégés avec des épimastigotes de trois
jours de culture (4 4). Rats injectés avec le milieu
GLSH ayant servi & la culture des formes épimastigotes
(© ©). Rats t&moins injectds avec le milieu GLSH

neuf ou la solution de Hanks Wallace (s ======= ). L'infection
d'épreuve a été réalisée au 508me jour de la premidre

injection de protection.
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Chez les animaux témoins injectés avec la solution tamponnée
de Hanks Wallace et chez le groupe ayant recu les mémes doses d'épimasti-
gotes mais qui n'ont pas &té infectés gvec des trypomastigotes, les anti-
corps anti-T. cruzi et les différentes immunoglobulines ont é&té aussi
recherchés.

Les résultats de chacune des études humorales sont représentés

par la moyenne du nombre de dosages dans chaque groupe de rats.

. Dosage par hémagglutination passive (Fig. 4, p. 70).

Chez les animaux immunisés ayant regu 1'infection d'épreuve ou non,

une réponse primaire d'anticorps commence a s'@lever entre le 15éme et le

35eme jour aprés 1'injection des formes épimastigotes. Chez le groupe de rats

non infectés donc n'ayant regu que les formes épimastigotes, cette réponse
atteint un maximum aux environs du 49éme-64éme jour ; ensuite, le taux
décroit de fagon significative au 73éme jour, et puis s'éléve a nouveau ;
au 126éme jour aprés la premiére dose immunisante, i1 est au 80éme. Paf
contre, chez le groupe de rats immunisés ayant regu 1'infection d'épreuve,
une réponse secondaire caractérisée par .une élévation du taux des anticdrps
sériques atteint un maximum (1 : 320) au 126éme jour, taux Supérieur aux
taux des anticorps du groupe de rats immunisds non infecté&s (80éme).

Chez les rats ayant recgu une so]ution tamponnée de Hanks Wallace
les anticorps apparaissent vers le 64éme jour, le taux est le méme que
celui décelé chez le groupe immunisé non infeété (40éme). Cette période

correspond aussi d& la période de parasitémie trés élevée.
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FIGURE 4 : Evolution des anticorps anti-T. cruzi décelés par la

méthode d'hémagglutination passive chez les rats Fischer

miles protégés avec 6.108 gpimastigotes de T. cruzi : Rats
protégés ayant regu 1ltinfection d'épreuve au 50éme jour
(e——*). Rats n'ayant recu que des épimastigotes (o —m———7).
Rats témoins n'ayant regu que 1'infection d'épreuve (s=-trreseee- ).
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La figure5(p. 79 représente le pourcentage de lyse des trypomas-
tigotes de culture a 37°C en utilisant la concentration au 5éme des sérums a

tester.

Chez les animaux n'ayant regu que des épimastigotes et chez le groupe |

controle, les taux d'anticorps lytiques suivent une cinétique généralement
semblable & celle observée avec la technique d'hémagglutination passive.

Chez les animaux immunisés ayant regu 1'infection d'épreuve, le
pourcentage de lyse atteint un maximum (80 %) le 73éme jour, ce pourcentage
diminue pour atteindre un seuil inférieur au 50 % au 94éme jour, puis s'éléve
vers le 139éme jour, le pourcentage de lyse est de 84 %, soit un pourcentage

proche du pourcentage de lyse (70 %) obtenu chez Tes animaux non infectés,

donc n'ayant recu que les formes épimastigotes. -

B kR e X g Ry~ Sy

Les variations des IgM et des IgG2a sont assez semblables chez les
animaux immunisés soit ayant recu 1'infection d'épreuve, soit n'ayant regu
que des épimastigotes. Les taux d'IgM (fig. 6,p.73) ne montrent aucun accrois-
sement significatif au cours de 1'expérience ; par contre, les taux d'IgGZa
(fig. 7,p.74) présentent une augmentation considérable aux environs du 50-
64&me jour .aprés la premiére dose d'immunisation, ayant un maximum vers le
73éme jour. Puis, ces IgG2a augmentent ou diminuent 1égérement pour atteindre
un seuil encore important (5,5-6,5 mg/m1) au 139&me jour. Chez le groupe
contrdle, une légére &lévation du taux des IgG2a est observée vers le 64éme
Jjour,

I1 faut aussi signaler qu'une deuxiéme infection avec 15.104 try-
pomastigotes sanguicoles ne fait pas varier les taux des IgM et des IgG2a et

des anticorps anti-T. cruzi au 230éme jour & la fin de 1'expérience.
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FIGURE 5 : Cinétique des anticorps lytiques chez les rats Fischer
males protégés avec 6.108 &pimastigotes de T. cruzi : Rats
protégés ayant regu l'infection d'épreuve au 50&me jour
(*——1). Rats n'ayant recu que des &pimastigotes (* ————+)
témoins n'ayant requ que 1'infection d'épreuve (s++e-eeeee J.




igM (mg/mi)

- 73 -

0 T L] LJ L ) l‘ T 1 L
\ 15 35 49 64 73 94 126 139
'[ I JOURS
Epimastigotes Trypomastigotes
FIGURE 6 :

protégés avec 6.10
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Evolution_des IgM chez les rats Fischer miles
épimastigotes de T. cruzi

protégés ayant recu 1l'infection d'épreuve au 508me jour
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*). Rats t&moins n'ayant requ que 1'infection
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FIGURE T : Evolution des IgG2a chez les rats Fischer miles
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Le sérum (au 126&me jour) des rats,immunisés avec des épimastigotes
de culture,utilisés pour le transfert passif a donné un titre au 320&me

en hémagglutination, 80 % de lyse et 5,56 mg/ml d'IgG2a.

- Parasitémie :

Chez lesratsayant recu le sérum de rats sains, les parasites sont
observés vers le 21éme jour aﬁrés 1'infection (Figl 8,p.76); Puis le déve-
loppement de 1a‘phase aigué est évident par 1'augmentation progressive de
la parasitémie. Le nombre de parasites atteint .un maximum d'environ 6.10%
par mm3 de sang au moment de la mort de 1'animal.

Chez les rats'profégés‘avec le sérum des rats immuns, il est a

noter un 1éger décalage dans 1'apparition des parasites dans le sang

- {vers le 28éme jour) par rapport aux contrdles ayant recu le sérum de rats

sains (vers le 2léme jour). Mais, 1'évolution de la parasitémie (Fig. 8,p.76)

est semblable a celle du groupe contrdle.

- Mortalite :

La mortalité du groupe contrdle ayant recu le sérum de rats sains
et du groupe ayant recu le sérum de rats immuns a &té observé & des périodes
différentes :

- les rats du groupe contrdle sont morts entre le 3léme et le 37éme jdur ;

- les rats du groupe“protégé-sont morts entre le 40éme et le 45éme jour

aprés 1'infection.
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I1 faut aussi signaler que 1'utilisation d'une dose d'infection
10 fois plus faible (1.103 trypomastigotes sanguicoles) pour prouver
l'effet protecteur du sérum {ﬁmun, ne flait pas varier la sévérité de la
phase aigué de 1'infection. Ainsi, la morta11té apparait a la méme période
(42-43 jours aprés 1'infection) et i1 est observé seulement un décalage

de 1'apparition des parasites (vers le 36éme jour).

3.2.3.2. Transfert des cellules sensibilisées

Nous avons utilisé des cellules de la rate, des cellules péritonéaleg

et méme du sérum de rats Fischer femelles infectées avec des trypomastigotes

sanguicoles pour essayer d'induire une protection chez le receveur rat

Fischer male.

- Parasitémie

On observe toujours le caractére progressivement ascendant des courbes

de parasitémie des rats Fischer mdles infectés avec la souche Tehuantepec
de T. cruzi. En effet, le groupe ayant recu les cellules de la rate et le
groupe ayant regu les cellules péritonéales présentent un développement
intense de 1'infection.(Fig. 9, p.78).

I1 faut aussi remarquer les délais d'apparition des trypomastigotes
dans le sang : ainsi, les parasites apparaissent vers le 23éme jour aprés
1'infection chez Te groupe ayant recu les cellules péritonéales ; tandis
que chez le groupe ayant recu les cellules de la rate les parasites appa-

raissent vers le 35éme jour aprés 1'infection.
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- Mortaliteé

La mort des animaux survient entre le 32-35éme jour chez le groupe
inoculé avec les cellules péritonéales et entre e 37-39&me jour chez
les receveurs de cellules de la rate.
| Le transfert passif d'l ml de sérum des rats femelles chez les
rats miles donne une diminution du nombke de parasites mais n'évite pas

1la mort des animaux.

3.3. ROLE DES LYMPHOCYTES B

Chez les rats traités avec du sérum anti-y ef du SNL, les anticorps
anti-T. cruzi ont été décelés par la téchniqué d'hémagglutination passive.
Les deux.groupes furent classés selon le sexe (Fig. 10,p.80). Les rats |
males traités avec du SNL présentent des taux significatifs d'anticorps
détectés dés la 2éme semaine aprés 1'infection. Dans cette période, un
rat femelle seulement traité avec du SNL présente un titre faible d'anti-
corps ; cépendant, tous les rats de ce groupe présentent des anticorps
d partir de la 4éme semaine'aprés 1'infection, ces anticorps augmentent
pour atteindre un seuil important (titre de 160eme) a la 10eme semaine
d la fin de 1'expérience. Par cbntre, chez Tes rats males et femelles du
- groupe traité avec du sérum anti-u la réaction d'hémagglutination est

négative (Fig. 10).(p. 80).

Les taux des IgM et des IgG2a des sérums de rats traités avec du
sérum anti-py ou du sérum normal de lapin (SNL) sont indiqués dans le

tableau VI (P. 81). Une augmentation significative de ces immunoglobulines
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est observée au cours de 1'infection chez les rats traités avec du SNL,
tandis que chez les rats traités avec du sérum anti-u, aucune &lévation
du taux d'IgM et d'IgG2a n'a pu étre observée, soit un jour avant 1'in-

fection, soit les semaines suivant 1'infection par T. cruzi.

Les résultats des taux du C4 et.de la voie.alterne du cdmp]ément
sont exprimés en pourcentage de consommation de C4 et en pourcentage de
consommation de la voie alterne par rapport aux taux de rats normaux non
traités (Fig. 11 ; p.83)Lle pourcentage de consommation de C4 et de la voie
alterne du complément diminuent progressivemgnt chez Tes rats traités avec
du SNL. Chez des rats traités avec du sérum antijp; une diminution de la
voie a]ferne est aussi observée au cours de 1'infection. Par contre, il
n'y a pas de variations de§ taux du C4 chez le groupe traité avec du sérum
anti-p.

La figure 11 (p.83) démontre ayssi une éonsommation de Ta voie
alterne plus importante & 1a 6éme semaine aprés 1'infection par rapport

a la 2éme semaine aprés 1'infection.

- Parasitémie

La parasitémie a été suivie par 1'examen direct microscopique chez
les groupes classés selon le sexe (Fig. 12,p.84).

Chez les rats males traités avec du SNL, les parasites apparaissent
vers la 42me semaine aprés 1'infection ; tandis que, chez les rats miles
traités avec du sérum anti-u, la paraéitémie apparait plus tét (3éme semaine,
aprés 1'infection). Puis, chez les deux groupes (traités avec du sérum
anti1ﬁ ou du SNL), 1a parasitémie augmente progressivement ; en particulier,
avec un nombre trés important de parasites (5.104-105 par mm3) au moment de

1a mort des animaux.
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FIGURE 11 : Evolution des taux de Ch et de la voie alterne du
complément chez les rats traités avec du sérum normal de
lapin (SNL) ou du sérum anti-u avant 1'infection par 1.10
trypomastigotes sanguicoles de T. cruzi.
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Chez les rats femelles traités avec du SNL, les parasites sont i
observés la 4éme semaine aprés 1'infectibn (Fig. 12,p;84 }. Ce groupe de
rats déve]oppe une phase aigué moins sévére que les rats miles traités avec
du SNL ; ainsi, la parasitémie est faib]e; les parasites ne sont plus
observés dans le sang vers la 7éme semaine aprés 1'infection et tous les
animaux survivent. Par contre, chez 1esiréts femelles traités avec du
sérum anti-u, la parasitémie apparait vers la 3éme.semaine aprés 1'infection j
ensuite la phasevaigué de la maladie se développe et les rats meurent avec
un nombre de parasites (d'environ 5.104/mm3) d peu prés identique a ceux
observés chez les rats miles traités avec du SNL. Ainsi, les rats femelles
traités avec du sérum anti-u sont significativement plus susceptibles & la
phase aigué de 1'infection que leurs contrdles traitéé avec du SNL.

. Chez les rats males et femelles fraités avec du sérum anti-u, la
parasitémfe apparait plus tét (3éme semaine aprés 1'infection) que chez
les rats miles et feme]]és traités avec du SNL. De plus, tous les rats
traités avec du sérum anti-py développent une haute parasitémie et succombent.
‘Dans ce cas aussi, les rats femelles qui meurent en phase aigué, semblent

étre plus résistantes que les rats mdles traités avec du sérum anti-u.

- Mortalité

La mort des animaux survfent entre la 5éme semaine et la 8éme
-sehaine aprés 1'infection. La mortalité chez les rats mdles traités avec
du sérum anti-u ou avéc du SNL a été observée 3 la méme période (5&me-6éme
semaine) ; chez les rats femelles traités avec du sérum anti-u, 1a période
de mortalité (6éme-8éme semaine) présente un 1éger décalage par rapport aux

deux groupes précédents. Les rats femelles traités avec du SNL survivent

d 1'infection.




3.4. ROLE DES LYMPHOCYTES T

- Evolution des anticorps anti-T. cruzi hémagglutinants

Les titres.d‘anticorps anti-T. cruzi décelés par la technique
d'hémagglutination passive sont observés a la 3éme semaine aprés 1'infection
chez Tes deux groupes de rats (Nu/+ et Nu/Nu) (Fig. 13,p.87 ). Dans cette
période, les rats Nu/Nu seulement présentent un titre faible d'anticorps.
Chez les rats Nu/+, les taux d'anticorps spécifiques augmentent signi-

ficativement au cours de 1'infection.

- Evolution des IgM et des IgG2a

' Les taux des IgM et des IgG2a-des rats Nu/+ et Nu/Nu au cours de
1'infection par T. cruzi, sont indiqués dans le tableau VII (p.88). La
comparaison des valeurs des IgM entre les rats Nu/+ et Nu/Nu montre qu'a
la premiére semaine 1'écart observé n'est pas significatif (p = 0,08),

- alors qu'a la 3éme semaine les rats Nu/+ présentent un taux d'IgM un peu
plus élevé (p = 0,02). Par contre, en ce qui concerne les IgG2a, aussi
bien 3@ la premiére semaine qu'a la 3éme semeaine, les rats Nu/+ présentent
toujours des valeurs supérieures avec des écarts types significatifs

(p = 0,0295 et p = 0,0195).

- Taux du complément

La figure 14 (p.90) montre le pourcentage de consommation de C4
et le pourcentage de consommation de la voie alterne du complément
observés chez les rats athymiques (Nu/Nu) et leurs contrdles (Nu/+). Les

taux de C4 du complément ne sont pas modifiés chez les deux groupes
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FIGURE 13 : Evolution des anticorps anti-T. cruzi révélés par
la méthode d'hémagglutination passive cheﬁ les rats nu/+
et nu/nu au cours de 1'infection par 1.107 trypomastigotes
sanguicoles de T. cruzi.
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infectés par T. cruzi. Par contre, 1'infection des deux groupes de

rats est accompagnée par un décroissement significatif des taux du
complément de la voie alterne. Cette diminution est observée d'abord
(3éme semaine aprés 1'infection) chez les. rats Nu/Nu, tandis que chez
les rats contrdles (Nu/+) elle n'est observée qu‘é la 5éme Semaine apreés

1'infection.

- Parasitémie

Chez les rats Nu/+, on n'observe pas de parasites & 1'examen
microscopique pendant la durée de 1'expérience (Fig. 15,p. 91). Par contre,
deux sur six rats Nu/Nu possédent des parasites dans le sang dé&s la
premiére semaine aprés 1'infection. A partir de la 2éme semaine, tous
les rats Nu/Nu présentent une augmentdtion péogressive de 15 parasitémie
et meurent avec un nombre important de barasites (environ 5.103 par mm3).

Les rats athymiques Nu/Nu sont plus susceptibles & la phase

aigué de 1'infection que leur contrdle Nu/+ .

- Mortaliteé
Les rats Nu/+ survivent jusqu'a la fin de 1'expérience (12éme se-
maine), tandis que les rats Nu/Nu succombent entre la 2éme et 4éme semaine

aprés 1'infection.

3.5. TYPAGE DE LA SOUCHE TEHUANTEPEC DE T. CRUZI

Les trypomastigotes sanguicoles de la souche Tehuantepec de T. cruzi

présentent une morpho]ogie semblable & Ta forme trapue de la souche type

CL (Fig. 16,p. 93) décrite par Brener (1973) (p.11).
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FIGURE 14 : Evolution des taux de Cl et de la voie alterne du
complément chez les rats nu/+ et nu/nu au cours de 1'infec—
tion par 1.10k4 trypomastigotes sanguicoles de T. cruzi.
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FIGURE 15 : Paraﬁitémie des rats nu/+ et nu/nu aprés 1l'infec-
tion par 1.10% grypomastigotes sanguicoles de T. cruzi.
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Une autre concordance entre cette souche Tehuantepec et 1a
souche de forme trapue type CL est dbservée par 1'absence de lyse par
le complément humain normal des trypomastigotes,'isolés de rats en

phase aigué de 1'infection.




a4

4

.

]

i ek J

]
s :
{ A
i
|
i A
o1
VMl sk i w2 &

Figure 16 : Morphologie des formes trypomastigotes
sanguicoles de la souche Tehuantepec de T. cruzi.
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION ET CONCLUSION

.
oooooooooooooooooo

4.1. ESSAIS DE PROTECTION CONTRE L'INFECTION

- 4.1.1. Protection active avec des formes épimastigotes

L'utilisation d'un nombre de rats trés important nous a donc
permis de constater que le rat Fischer mdle consanguin (F344) suscep-
tible @ Ta maladie de Chagas, peut étre protégé contre la phase aigué

de 1'infection. La protection a &té induite de fagoﬁ active par deux

)

als jodrs d'intervalle. Ainsi 20 rats sur 21 ont survécu a 1'infection

inoculations intrapéritonéales de formes épimastigotes de culture (6.10

d'épreuve effectuée 50 jours aprés la premiére dose dfimmunisation
(Tableau v.)

En ce qui concerne la parasitémie, un des paramétres utilisés
pour mesurer 1'effet protecteur, elle s'est révélée négative a 1'examen
direct microscopique chez les rats immunisés ayant survécu & 1'infec-
tion d'épreuve et chez le groupe n'ayant recu que des épimastigétes.
Néanmoins, une parasitémie soué-patente a.été mise en évidence par
culture de cellules de la rate chez le groupe nfayant recu que des
épimastigotes.

Les formes épimastigotes de culture a 28°C sont des formes non
infectantes, elles sont détruites par le complément (ANZIANO et al.,
1972 ; NOGUEIRA et al., 1975) ; mais, dans les cultures de ces formes
se trouve un nombre insignifiant de formes infectantes trypomastigotes
(0,05‘%). Ainsi, il est possible de considérer que 1a protection chez

le rat Fischer midle contre la mort par une dose léthale de trypomasti-




gotes sanguicoles de T. cruzi puisse étre due au stimuius immuno-
génique des épimastigotes détruits ou bien & Ta parasitémie sous-
patente en raison du nombre trés bas de formes trypomastigotes existant
dans les cultures d'épimastigotes et méme aux deux. La protection

contre 1'infection par T. cruzi semble demander des organismes vivants
(GOBLE, 1961). I1 a &té décrit que des souches non virulentes de

T. cruzi (SEAH et MARSDEN, 1969), des formes épimastigotes de culture
(MENEZES, 1976) ou des flagellés vivants de trypanosomatidae

‘monoxénes (SOUZA et al., 1974) conférent une protection chez

la souris contre 1'infection par une souche virulente de T. cruzi.

Une autre preuve d'immunité contre la phase aigué a été démontrée
par 1'absence de parasites dans le sang circulant chez ies rats
immunisés survivants aprés avoir regu une deux1eme réinfection avec
15.104 trypomastigotes sanguicoles. En effet, chez les animaux et
méme chez 1'homme en phase chronique de 1a maladie, des réinfections
ne sont pas 3 1'origine d'une nouvelle infection aigué.

L'augmentation du nombre d'animaux sufvivants dans cette expé-
rience (20 survivants sur 21) (TableauV ) peut &tre due 3 un
nombre différent de trypomastigotes dans les cultures d'épimastigotes
de 6 jours en comparaison avec 1'expérience préliminaire (9 survivants
- sur 12) (TableauV ) ol nous avons utilisé des épimastigotes de
3 jours de culture.

L'infection d'épreuve, effectuée 140 jdurs aprés deux immuni-
sations par des formes de culture d 28°C, entraine encore une trés
bonne survie des rats (six animaux sur six) ; ceci démontre la per-

sistance de 1'effect protecteur di aux formes de culture 3 28°C.




La mise au point de ce test d'immunité contre la phase aigué
de 1a maladie nous a permis d'envisager le mécanisme d'action des
anticorps sériques dans la ;ésistance acquise & T. cruzi par transfert
passif de sérum. I1 a &té nécessaire préalablement d'étudier 1'évolution
des anticorps anti-T. cruzi et 1'évolution des immunoglobulines.

Des anticorps hémagglutinants et lytiques anti-T. cruzi ont été
mis en évidence chez les rats immunisés ayant recu 1'infection d'épreuve
ou non et méme dans le groupe témoins démontrant ainsi qu'il n'existe
pas de corrélation entre les titres d'anticorps sériques et la protection
des animaux.

I1 est & noter d'abord, que les formes trypomastigotes sangui-
coles chez Te groupe immunisé ayant recu 1'infection d'épreuve
entrajne une réponse secondaire, aussi importante pour les anticorps
hémagglutinants (Fig.4 ) que pour les anticorps lytiques (Fig.5 ).
Ensuite, une diminution seulement des anticorps lytiques est observée
vers le 94éme jour dans ce groupe. Par contre, chez le groupe immunisé
n'ayant recu que des épimastigotes, une diminution significative des
anticorps hémagglutinants (Fig.4 ) et des anticorps lytiques
(Fig.5 ) est observée plus’ précocement vers le 738me jour. Dans
notre expérience préliminaire (RODRIGUEZ, 1980), cette méme diminution
assez importante avait été observée par les techniques d'hémaggluti-

‘nation passive et d'immunofluorescence indirecte chez les rats immunisés
n'ayant pas recu 1'infection d'épreuve.

Aprés cette dépression (vers le 73&me jour) au niveau des
anticorps, une remontée des anticorps hémagglutinants et lytiques
s'observe pour les deux expériences. I1 est possible qu' une corré-
lation existe entre cette remontée ef 1'infection sous-patente.

En effet, chez les rats n'ayant recu que des épimastigotes, un

développement des parasites peut s'effectuer vers le 73&me jour,
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développement non détectable a 1'examen directe microscopique. Chez
les rats protégés ayant regu 1'inféttion d'épreuye, cet éventuel
développement de la parasitémie sous-patente serait plus tardif et
pourrait &tre seulement en relation avec les anticorps lytiques.
D'aprés ces observations une question pourrait &tre pogée : s'agit-il
de deux courbes différentes ou non ? Pour répondre & la premiére
question, les études concernant les analyses antigéniques des trypa-
nosomatidae suggérent la possibilité d'une spécificité antigénique
pour chacun des stades évolutifs de T. cruzi (KLOETZEL EE_il;; 1975
CERISOLA et al., 1971). I1 a &té démontré gue les composants 5
(AFCHAIN et al., 1979) et éathodique majeur (MAﬁCIPAR gg;gl;, 1981)

spécifiques de Trypanosoma cruzi sont communs aux formes épimastigotes,

trypomastigotes et amastigotes de la souche -Tehuantepec de T. cruzi ;
mais une expression antigénique différente & ces deux composants

est 1iée a 1a forme amastigote (SANTIAGO et al., 1981). Ainsi,

aus;i bien pour le dosage des anticorps hémagglutinants que lytiques,
le premier pic pourrait &tre dd a 1'expression antigénique de la
forme trypomastigote, quant au second pic f] pourrait étre 1ié &
1'expression antigénique correspondant & la forme intracellulaire
amastigote. Si, par contre, il s'agit d'une seule courbe, il faudrait
retenir que des observations chez 1'homme et des évidences expérimen-
tales montrent 1'existence de phé&noménes dfimmunodépression au cours
des infections parasitaires (CAPRON et al., 1977). Particuliérement
dans 1'infection a T.‘cruzi, des substances suppressives ont été
révélées in vivo (CUNNINGHAM et al., 1978). De plus, chez la souris
infectée, les expériences in vivo rejoignent bien les résultats
observés in vitro ; en effet, le test de transformation blastique
démontre que pendant la phase aigué en absence d'anticorps humoraux,

-apparait vis-a-vis de 1'antigéne T. cruzi, un pic de stimulation des
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lymphocytes, puis est observée une chute brutale de cette stimulation
qui est une corrélation avec 1'apparition des anticorps humoraux
(BERNAL, 1978). Ainsi,la diminution des anticorps anti-T. cruzi,
observée au 73éme jour dans nos expérientes, pourrait étre expliquée
en fonction d'une possible libération de facteurs subpressifs par
les parasites lors de 1'infection sous}patente..

L'augmentation dés IgG2a est remarquablement plus importante
par rapport & celle des IgM au cours de 1'infection. A 1a différence
des observations précédentes sur les anticorps anti-T. cruzi, le taux
trés augmenté des IgG2a vers le 73éme jour persiste bien jusqu'au
139éme jour (Fig.7 ). La production de taux élevé d'IgG par rapport
aux taux d'IgM a &té observée & la fin de la phase parasitémigue chez
Ta souris infectée par T. cruzi (HANSON et al., 1977). Dans 1'infection
par T. éruzi, il a été signalé que 1'activation des cellules B po]yc]ona;
les induites par T. cruzi peut étre responsable des anomalies dans la
synthése et la sécrétion des immunoglobulines au cours de 1'infection
humaine & T. cruzi (ORTIZ-ORTIZ et al., 1980). Dans notre expérience, on
peut suggérer que les taux trés élevés des IgG2a peuvent étre dus a
1'activation des cellules B polyclonales suscitée par les doses d'épi-
mastigotes. Ainsi, 1'évolution des IgG2a est similaire aussi bieﬁ chez les
rats immunisés ayant recu la dbse d'épreuve que chez les rats njayant recu

que les doses d'immunisation (Fig. 7).

La réinfection par une deuxiéme injection de 15.10% trypomas-
tigotes sanguicoles ne fait pas varier les taux des anticorps anti-
T. cruzi, Tes taux des IgG2a et les taux des IgM au 230éme jour a la

fin de 1'expérience.
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4,1.2. Protection passive par transfert de sérum ou de cellules

de rats en phase chronique de 1'infection

s

Des &tudes menées chez la souris démontrent que 1'IgG est
1'immunoglobuline qui induit la résistance durant la phase chronique
de la maladie expérimentale (CASTELLO BRANCO, 1978). De plus., le
fractionnement du sérum immun de souris en phase chronique suggére
que 1'immunité humorale est trés probablement due & 1fIgGZa et a
1'IgG2b (TAKEHARA et al., 1978).

Dans notre expérience, nous n'avons obtenu aucune protection
par transfert passif contre 1'infection paf T. cruzi chez le rat
Fischer mdle . Ainsi, 1'utilisation de sérum de rats immunisés ayant

recu 1'infection d'épreuve, sérum présentant des titres &levés d'anti-

L)
LILLE

corps anti-T. cruzi et des taux d'IgG2a significatifs au 126éme jour‘Q:?E\
(Fig.4,5; Fig. 7 ), n'a donné qu'un léger décalage dans la morta]itl.w’) |
(40 - 45 jour) par rapport au groupe contrdle (31 - 37 jour), quelque
soit la dose de trypomastigotes sanguicoles inoculés (1.104 ou 1.103)

de la souche Tehuantepec de T. cruzi.

Les études sur le rdle possible in vivo des anticorps conduisent
généralement a des observations contradictoires (BRENER, 1980). De plus,
i1 est souvent admis que les anticorps lytiques (GONZALEZ-CAPPA et al.,

- 1980) et les anticorps agglutinants (REED, 1980) n'interviennent pas
directement dans la protection contre T. cruzi. Ces résultats ne nous
permettent pas d'exclure 1'action protectrice possible des IgG2a et

des anticorps anti-T. cruzi contre 1'infection. Ce manque dé protection
chez le rat peut étre due & la capacité,chez cet hdte, de métaboliser
rapidement les anticorps (CAPRON, cdmmunication personnelle). D'ailleurs,

i1 existe de nombreuses évidences expérimentales qui démontrent la

complexité des mécanismes immunitaires dans les affections parasitaires
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(CAPRON et CAPRON, 1978). Ces mécanismes répondent & un processus

par lequel le parasite est capable d'échapper & la réponse immune
qu'il suscite ; un autre a pour effet d'altérer la réponse immune

de 1'hote. Des différences d'expression antigénique ont été mises

en &vidence chez les formes sanguicoles de T. cruzi (KRETTLI et
BRENER, 1976). De plus, les trypomastigotes sanguicoles de la souris
en phase aigué présentent des immunoglobulines liées & leur surface,
ainsi la formation du complexe anpicorps-antigéne de surface conduit
a un-phénoméne de "capping" (KLOETZEL et DEANE,‘1977). Ce phénoméne
de modulation antigénique peut représenter un mécanisme d'évasion

de T. cruzi a Ta réponse humorale de 1'hdte (KRETTLI et al., 1979 ;-
GONZALEZ-CAPPA, 1980). La modulationantigénique est dépendante de la
souche et de 1'&tat du parasite (SCHMUNIS et al., 1980) et peut &tre
responsable deé différences physiologiques et du comportement '
caractéristiques des souches de T. cruzi au cours de 1'infection
(KRETTLI et al., 1979). Ces auteurs soutiennent 1'hypothése que le
complexe immun situé & la surface des trypomastigotes de la souche

de type CL de T. cruziesté&liminé plus efficacement que celui formé

d la surface de 1a souche du type Y ; c'est ﬁour cette raison que

les trypomastigotes du type CL ne seéaient pas lysés par le complément.
Ainsi, les résultats discordants obtenus, concernant 1'effet protecteur
du sérum par transfert passif, peuvent &tre justifiés en fonction des
souches utilisées pour 1'infection d'épreuve. En effet, le cours de
la parasitémie et le pourcentage de mortalité ne sont pas affectés
chez les souris qui regoivent du sérum immun homologue ou hétérologue
et sont inoculées avec des trypomastigotes de la souche CL (formes

trapues) de T. cruzi. Par contre, une bonne protection est obtenue
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Torsque 1'infection d'épreuve est effectuée avec la souche Y (formes
fines) (KRETTLI et BRENER, 1976).

La souche Tehuantepec de T. cruzi utilisée dans ces expériences
montre 1a méme morphologie et les mémes critéres de résistance a la
lyse par le complément humain que la souche de type CL. Ceci pourrait
donc expliquer les résultats négatifs QUé nous avons obtenus Tors
des transferts passifs.'

En dehors de ce mécanisme d'évasion concernant le parasite
lui-méme, 1'infection par T. cruzi peut altérer la réponse humorale
de 1'hdte (CLINTON et al., 1975). Ainsi, les différences observées
au sujet de 1'effet protecteur du sérum pourraient sfexp]iquer par
la présence d'une substance suppressive révélée chez 1a souris infectée,
laquelle supprime la réponse humorale chez 1e receveur syngénique
1orsque‘1e sérum de 1a souris infecté est transféré passivement
(CUNNINGHAM et al., 197é). D'ailleurs, dans les infections parasitaires,
il a été signalé une possible relation entre 1'immunosuppression et
1fhyperimmunog]obulinémie. En plus, plusieurs auteurs considérent que
le phénoméne d'immunosuppression est 1ié a 1'activation de cellules
B polyclonales (CAPRON et CAMUS, 1979).

En regard a nos résultats, le taux trés élevé des IgG2a déns
le sérum des rats protégés peui étre en relation avec des facteurs
suppressifs éventuellement responsables de 1'absence de protection
des rats Fischer miles par transfert passif.

Les cellules lymphoides sensibilisées, mais non les macrophages
entrainent une protection contre la phase aigué& a T. cruzi chez des
receveurs susceptibles (BURGESS et HANSON, 1979). Dans notre essai, le
transfert de cellules sensibilisées un jour avant 1'infection provoque
seulement une apparition tardive des parasites (vers le 35&me jour)

chez le groupe ayant recu les cellules de la rate par rapport au
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groupe ayant recu les cellules péritonéales (vers le 23éme jour). On
peut penser que la quantité des cellules transférées (6.108) n'était
pas assez suffisante pour e;trainer une réponse immune. Un nombre
inférieur a 10° cellules immunes ne'donne aucune protection significa-
tive chez la souris suceptible (NOGUEIRA et al., 1981) et cette

protection passive par transfert cellulaire est indépendant de la

souche Y ou CL utilisée par 1'infection d'épreuve.

En conclusion, 1'immunisation active avec les formes épimasti-
gotes de culture & 28°C induit une trés bonne protection contre la
phase aigug de la maladie de Chagaé chez le rat Fischer mdle (F344),
normalement susceptible & 1'infection par T. cruzi. Cette protection
par deux doses d'immunisation persiste bien, méme jusqu'au 140&me
jour et elle est caractérisée par 1'absence de parasite & 1'examen
direct microscopique. Néanmoins, une infection sous-patente est observée
chez le groupe n'ayant regu que les épimastigotes de culture. De plus,
cet hote (rat Fischer mile) en infection chronique est résistant car,
une nouvelle dose d'épreuve n'entraine jamais une phase aigué détectable
a 1fexamen direct microscopique.

L'8tude immunologique humorale démontre la présence de taux
trés importants d'IgG2a et d'anticorps anti-T. cruzi dans le sérum des
rats ayant recu 1'infection d'épreuve. Mais, le transfert passif de
ce sérum ne donne aucune protection a des receveurs sains (rat Fischer
male). Ceci peut s'expliquer, d'une part par la capacité du rat a
métaboliser rapidement les anticorps, et d'autre part par des facteurs
1iés & la souche Tehuantepec de T. ;ruzi. Ainsi, les trypomastigotes
de la souche Tehuantepec répondent aux caractéristiques de la souche

du type CL (forme trapue) et peuvent échappef a la réponée immune de
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1'hdte grace au phénoméne de modulation ant{génique. Enfin, la présence
éventuelle de factéurs suppressifs dans le sérum utilisé pour le
transfert passif pourrait expliquer 1'absence de transfert de 1'immunité.
Ainsi, les taux trés élevés d'IgG2a et la diminution des anticorps
anti-T. cruzi chez le rat protégé pourraient étre en corrélation avec

une infection sous-patente.

4.2. ROLE DES LYMPHOCYTES

4,2.1. Lymphocytes B

Nos résultats démontrent que les lymphocytes B sont nécessaires
dans les mécanismes immunitaires de 1'hdte contre la phase aigué de la
maladie de Chagas, probablement en raison de leurs implications avec
1es'anticorps. En effet, les rats traités avec du sérum anti-u sont
davantage susceptibles & 1'infection par T. cruzi par rapport aux rats
témoins.

| L'efficacité du traitement par le sérum anti-u pour supprimer

la synthése d'immunoglobulines a &té constatée :

a) par 1'absence des IgM et des IgGZ% chez les rats traités avec du
sérum anti-u (Tableau vi ). Des études précédentes obtiennent des
résultats similaires (BAZIN et al., 1978 ; BAZIN et al., 1980) ;

b) par 1'absehce des anticorps anti-T. cruzi, commé i1l a été montré par
la technique d'hémagglutination passive (Fig.10 ). Ceci suggére
que les groupes des rats injectés avec du sérum anti-u sont inca-
pables de réaliser la synthése d'anticorps ;

c) par la stabilité des taux de C4 au cours de 1finfection en compa-
raison avec la diminution de C4 observée chez les groupes témoins

(Fig.1l ).
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Ces résultats permettent de penser que la voie classique du com-
plément a €té activée par les anticorps ou par les anticorps sous la
forme de complexes présents chez les rats traités avec du sérum normal
de lapin (SNL). La voie alterne du complément a &té consommée dans les
deux groupes de rats infectés par T. cruzi (Fig. 11). Ces résultats
suggérent que la voie alterne du complément est aussi activée in vivo
éu cours de 1'infection. L'activation de cette voie du complément
n'est pas sous la dépendance d'immunogTobu]ines 3 pourtant chez les
rats traités avec du sérum anti-u on observe une consommation signi-
ficative de la voie alterne du complément. Par ailleurs, cette diminu-
tion est aussi significétive chez le groupe traité avec du SNL. Ainsi,
1'activation du complément pendant 1'infection par T. cruzi semble se dé-
rouler par la voie alterne et la voie classique. Néanmoins, 1‘activation

de la voie classique seulement est sous la dépendance d'anticorps.

I1 a &té observé une augmentation des IgM et des IgG2a au cours de

1'infection par T. cruzi chez les rats traités avec du SNL (Fig. 11)

Une augmentation similaire fut observée chez la souris infectée par

T. cruzi (CAPBERN et al., 1974). L'augmentation d'immunoglobulines chez
les groupes traités avec du SNL est associée a 1'apparition des anticorps
anti-T. cruzi chez le méme groupe de rats (Fig. 10). Mais, le classement
selon le sexe du groupe traité avec du sérum anti7p et du groupe-traité
avec du SNL a révélé des taux p]us élevés d'anticorps anti-T. cruzi chez
les rats males par rapport aux taux d'anticorps chez les rats femelles.
Cependant, i1 n'y a aucune différence des taux des IgM et des IgG2a parmi
les rats males et femelles.

IT convient, par ailleurs, de remarquer la différence de
susceptibilité a 1'infection par T. cruzi pour les rats miles et les
rats femelles (Fig. 12). Les rats mdles succombent & 1'infection,
tandis que les rats femelles récupérent et survivent aprés la phase
aigu&. On peut suggérer que les anticorps hémagglutinants ne sont

pas directement impliqués dans les mécanismes immunitaires 3 T. cruzi
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chez les rats mdles. Mais, on ne peut pas assurer le rdle de ces

anticorps chez les rats femelles. D'autres facteurs, tel que ceux liés

au sexe semble jouer un réle important contre 1'infection par T. cruzi.
L'influence du sexe a la susceptibilité & 1'infection a été observée

chez la souris (McHARDY, 1978).

4.2.2. Lymphocytes T

Nos résultats,concernant le rbéle des lymphocytes T dans la
maladie de Chagas expérimentale, démontrent que le thymus est aussi
impliqué dans les mécanismes immunitaires contre 1'infection par
T. cruzi. Ainsi, les rats NU/NU sont susceptibles & 1'infection,
tandis que leurs témoins Nu/+ montrent une résistance 3 la phase
aigué comme en témoigne 1fabsence de parasites & 1'examen direct
microscopique. |

I1 convient de remarquer que la lignée de rats "NUDE" présente
une profonde absence de lymphocytes dépendants du thymus. La synthése
de réagines anti-OVO-DNP (ovalbumine dinitrophenylate), employée
comme modéle de réponse immunologique dépendant du thymus, a été
trouvée nulle par BAZIN et al. (1980) ; alors que cette réponse est
clairement appréciable chez leurs témoins (NU/+).

L'augmentation des IgM et des IgG2a chez le groupe témoin
(NU/+) est similaire & celle décrite précédemment pour les rats
traités avec du sérum normal de lapin (SNL). En conséquence des
différences significatives des taux des IgG2a sont trouvées dés
la premiére semaine suivant T'infection parmi Tes deux groupes de
rats (NU/+ et NU/NU) (Fig.vil ). De méme, & la 3&me semaine, le

titre d'hémagglutination est significativemeht plus é]evévchez le
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groupe NU/+ (Fig.13 ). Ainsi, i1 semble qué la synthése d'anticorps
ne soit pas suffisénte chez les rafs NU/NU. Les rats "NUDE" présentent
des taux d'IgG2a plus bas par rapport a leurs témoins NU/+ (BAZIN

et a].1980), ce qui peut sfexp]iquer par le rdle des cellules T dans
la régulation des classes et des sous-classes d'immunoglobulines
(BRITTLE et PLAYFAIR, 1980). D'aprés ces observations, on peut sug-
gérer que les cellules T, en jouant le rdle de cellules auxiliaires,
peuvent étre essentielles pour le développement de 1'immunité‘humora1e
de 1'hdte. Néanmoins, malgré le taﬁx plus élevé d'anticorps anti-T. cruzi,
des IgG2a et des IgM chez les rats NU/+, on ne’peut pas_étre certain
de leur rdle dans les mécanismes immunitaires.

Dans 1'expérience précédente, a propos du déficit lymphocytaire B,
nous avons démontré que 1'activation-du complément pendant 1'infection
par T. cruzi semble se dérouler par la voie alterne et par la voie
c]a;sique. Cependant, 1'activation de la voie classique seule est sous
la dépendance d'anticorps. Différemment, les taux de C4 restent stables
(voie classique) au cours de 1'infection chez les rats NU/NU et méme
chez les rats témoins NU/+ (Fig.14 ). Ces résultats peuvent &tre
dus aux taux faibles des IgG2a trouvés chez les rats "NUDE" (NU/NU) .

La quantité d‘immunog]obu]ine semble insuffisante pour induire direc-
tement 1'activation de la voie classique ou bien est insuffisante

pour la formation des complexes immuns. Dans le cas des témoins NU/+ |
qui présentent des taux élevés d'immunoglobulines, i1 faut souligner
1'absence de parasites dans le sang circulant & 1'examen direct micros-
copique (Fig.15 ), c'est-d-dire, cette lignée de rats présente une
résistance & 1a phase aigué de 1'infection. Ainsi, 1'activation de la
voie classique du complément sembie se dérouler en présence d'immuno-
globulines et en méme temps de parasites. Nous rappelons que la consom-

‘mation de C4 du complément, a eu lieu seulement chez les rats témoins
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traités avec du SNL, lesquels ont présenté des taux importants d'immu-
noglobulines et ont développé une phase aigué avec des parasites

dans le sang (expérience précédente) (Fig.i2 ). La voie alterne du
complément a &té consommée chez les deux'groupes de rats (NU/NU et
NU/+). On peut penser que des facteurs 1ibérés par lé parasites peuvent

&tre capables d'activer la voie alterne du complément.

En conclusion, aussi bien les lymphocytes B que les lymphocytes T
Jjouent un réle important dans 1'immunité contre T. cruzi. Ainsi, les
anticorps produits par les lymphocytes B et les lymphocytes T, jouant
le role de cellules auxiliaires,sont essentiels dans 1'expression de
1'immunité contre 1'infection par T. cruzi. I1 est brobab1e qu'une ou
dfautres fonctions spécifiques des lymphocytes T soient aussi impliquées
dans la réponse immune de 1'hdte a T. cruzi, mais il n'est pas possible ‘
de les déduire de nos eXpériences. Ces résultats sont en accord avec
des études récentes qui démontrent que des états de dé&ficit immunitaire
induits expérimentalement chez 1fh6te (BEHBEHANI, 1971 ; ROBERSON
et al., 1973 ; SCHUMUNIS et al., 1971) ou 1'utilisation de la souris
carencée en cellules T (souris "NUDE") (KIERSZEMBAUM et PIENKOWSKI,
1979) rendent plus aigué 1'infection par T. cruzi. |

On peut observer aussi due le complément peut étre activé par
la voie classique et par la voie alterne. Pourtant, il semble que la
présence des anticorps et des parasites dans le sang circulant
(présence d'une phase aigué) soient nécessaires pour que la voie
classique puisse étre activée. I1 a &té observée que 1'implication

-

de la voie classique du complément peut étre due & 1'activation par

les complexes entreposés au niveau cellulaire ou & 1'activation par

des complexes circulants antigéne parasitaire-anticorps anti-T. cruzi
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suite & une parasitémie élevée (RIERA et al., 1980). Cependant, 1'ac-
tivation de la voie alterne ne dépend pas de la présence d'anticorps,
mais on peut suggérer que cette voie peut étre activée par des
facteurs 1ibérés par le parasite., Des études in vitro démontrent que
1'activation de 1a voie alterne du complément eét plus importante que
la voie classique dans la lyse immune des formes trypomastigotes
sanguicoles (KRETTLI et al., 1979). Si les résultats obtenus in vitro
peuvent &tre appliqués:in vivo, on pourraitainsii mieux comprendre

les résultats,d premiére vue contradictoire,que nous avons obtenus

Dfautre part, la participation relative du complément dans les
mécanismes de défense contre les tfypanosomatidae semble &tre une
caractéristique de 1'interaction individuelle hote-trypanosome (DALMASSO
et JARVINEN, 1980). '

Enfin, si 1'implication des antfcorps et des cellules T dans
1'immunité & T. cruzi est vraisemblable, les mécanismes qui permettent
d'expliquer 1'@vasion du parasite d cette réponse et le contrdle de
la parasitémie pendant la phase chronique restent & résoudre. Proba-
blement, le complément (KRETTLI et al., 1979 ; SANTORO et al., 1979)
et des cellules effectrices (ABRAHAMSOHN et da SILVA, 1977 ; MADEIRA
et al., 1979 ; SANDERSON et al., 1975) peuvent participer in vivo
avec les anticorps pour aboutir a un mécnaisme immunitaire vis-a-vis

de T. cruzi.




- 109 -

CONCLUSION

. . .
-----

I1 est bien &tabli que Trypanosoma cruzi présente peu de

spécificités vis-a-vis des différentes espéces de mammiféres ;
toutefois, la susceptibilité a lfinfection par ce parasite est
variable suivant les hdotes (GOBLE, 1970). Parmi les diverses espéces
dfanimaux expérimentalement infectés; la souris a été le plus scuvent
utilisée en raison de sa susceptibilité a 7. crﬁzi, de sa facilité
de manipulation et de la connaissance approfondie de ses capacités
immunologiques. De plus, la souris a €té proposée comme modéle expé-
rimental aussi bien de la phase aiqué qu de la phase chronique de

la maladie de Chagas. Par contre, peu de travaux ont été effectués
sur le modéle rat qui présente une résistance relative a cette
infection. Ces animaux développent une infection plus faible que
celle observée chez la souris infectée avec la méme souche (PIZZI

et al., 1953).

Dans des travaux récents, réalisés déns notre laboratoire,
les observations précédentes ont été Eonfirmées a propos de la
résistance du rat & 1'infection par T. cruzi. En effet, 1'étude
de huit lignées différentes de rats a donc permis de les classer
selon la sévérité de la phase aigué en 3 groupes (RIVERA-VANDERPAS,
1980) :

1. - Groupe résistant n'ayant pas développé de parasitémie (August,
Dark agouti, Lou/M) ;

2. - Groupe de basse susceptibilité qui a montré une faible parasi-
témie (Lister, Lewis, Brown norway, Wistar Ag, Fischer femelle,

F344) (Ces rats pourraient présenter une chronicité pouvant
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étre mise en évidence par des &tudes histopathologiques) ;

3. - un troisiéme groupe trés susceptible formé seulement par la lignée
de rat Fischer mdle (F344) qui développe la phase aigué de la
maladie en succombant (ceci démontre 1'absence d'immunité natu-
relle) ; tandis que le rat Fischer femelle (F344) développe la
phase aigugé de Ifinfection et récupére.

Cette différence de susceptibi15té entre le rat Fischer mdle
et femelle semble dépendre du sexe. Ceci a &té& aussi signalé chez la
souris (HAUSCHKA, 1947 ; GOBLE, 1951 ; GALLIARD et al., 1962);

L'étude du compdrtement de 1'hdte : rat Fischer mdle vis-a-vis
de la souche Tehuantepec de 7. cruzi a été envisagée dans ce travail
(RODRIGUEZ, 1980). Ainsi, une apparition retardée dés parasites et
une aygmentation progressive de la parasitémie jUsqu'a la mort de
1'animal ont été observées. La virulence de la souche ne varie pas
en fonction de la dose d'inoculation. Ceci est en accord avec les
travaux réalisés chez la souris od PHILLIPS (1960) a montré que la
réduction de la dose d'infection ne modifie pés 1'intensité de la
réponse, méme si elle peut apparaitre de fagon retardée. D'ailleurs,
1'immunisation de cette lignée de rat a été induite de fagon active
a 1'aide de formes épimastigotes de culture de T. cruzi. La particu-
larité de cette immunisation réside dans le fait que les animaux
immunisés survivants n'ont jamais présenté de parasite & 1fexamen
direct microscopique. Par contre, chez la souris, 1'immunisation par
des épimastigotes de culture, donne une faible parasitémie aprés
1'infection d'épreuve (MENEZES, 1976).

Les expériences de protectioﬁ active, montrées dans ce travail,
en utilisant le méme schéma d'immunisation, nous a permis de constater
que les rats ayant recu deux doses d'épimastigotes, possédent une

immunité vis-a-vis de la phase aigué de la maladie. Mais, se pose le
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probléme de 1'acquisition de cette immunité : s'agit-il d'une véritable
immunisation par les antigénes 1ibérés lors de la lyse des épimastigotes ou
d'une acquisition de cette protection en raison d'une infection sous-
patente non détectable par le seu]'contrﬁle microscopique directe de
la parasitémie ? En effet, chez les animaux immunisés n'ayant pas
recu 1'infection d'épreuve, la culture de cellules de la rate a permis
de montrer la présence de formes trypomastigotes chez ces animaux,
prouvant 1'existence d'une infection sous-patente. Mais, ce type de
question n'est pas propre au modéle rat ; depuis longtemps dans le
modéle souris, différents auteurs ont montré que 1'immunisation avec
des formes vivantes donne une parasitémie sous-patente. Seuls des
immunisations avec des broyats ou des préparations antigéniques
pourront résoudre ce probléme. Les nombreux ‘travaux, effectués chez
la souris avec différentes méthodes physiques ou chimiques de
préparation des antigénes pour induire une protection, ne donnent pas
une immunisation totale (TEIXEIRA, 1977 ; HANSON, 1977 ; McHARDY et
ELPHICK, 1980) ; quoi qufi] en soit, le rat Fischer mdle peut étre
proposé comme un modéle pour 1'étude de la phase aigué de 1'infection
par T. cruzi.

D'ailleurs, 1'évolution des anticorps anti-T. cruzi , décelés
- par les méthodes d'hémagglutination passive et de trypanolyse chez
“ces animaux immunisés, permettent d'entrouvrir différentes voies
d'études : - l1a relation entre les anticorps humoraux et 1'expression
antigénique du parasite ; - les éventuels phénoménes d'immunosuppression
au cours de cette immunisation ou de cette infection sous-patente.
Ainsi, il semble exister une corré]ation entre la parasitémie sous-
patente et ces deux phénoménes. Dans les expériences in vivo et
in vitro chez 1a souris des phénoménes d'immdnosuppressidn ont été

montrés dans la maladie de Chagas, au début de la phase chronique,
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au moment ol les anticorps humoraux commencent a &tre trés importants.
De plus, ce,phénoméne d'immunosuppféssion pourrait &tre 1ié a 1'aug-
mentation importante des IgG2a. En effet, 1'activation des cellules B
polyclonales induites par T. cruzi peut &tre responsable des anomalies
dans la synthése et la sécrétion des immunoglobulines au cours de
1'infection humaine & T. cruzi (ORTIZ-ORTIZ, 1980).

Les essais que nous avons réalisés sur 1feffet protecteur du
sérum de rats immuns (sérum présentant des titres élevés d'anticorps
anti-T. cruzi et des taux significétifs d'IgG2a) a donné des résultats
négatifs. Ceci, peut étre di a@ la souche Tehuanfepec de T. cruzi qui
correspondrait d'aprés nosnrésultats a la souche type CL décrite par
BRENER (1973). Ainsi, des études de transfert passif ont démontré que
le cours de la parasitémie et le pourcentage de mortalité ne sont pas
affectés chez les souris recevant du sérum homologue (CL) ou hétérologue
(Y)‘et puis-inoculées avec des trypomastigotes de la souche CL ;
tandis qu'une bonne protection est obtenue lorsque 1'infection d'épreuve
est effectuée avec 1a souche Y (KRETTLI et BRENER, 1976).

La mise en évidence par CUNNINGHAM et al. (1978) de facteurs
suppressifs dans le sérum de souris infectées pourrait éventuellement

justifier nos résultats négatifs concernant le transfert

En ce qui concerne nos expériences menées sur les animaux ayanf
un déficit lymphocytaire, une absence de développement de 1'immunité
acquise a été observée chez les rats Fischer femelles déficients en
lymphocytes B et les rats NU/NU déficients en lymphocytes T. Ces deux
groupes de rats présentent une haute parasitémie et succombent en

phase aigué de 1'infection. Par contre, leurs témoins : - le rat
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Fischer femelle traité avec du sérum normal de lapin (SNL) présente
une faible parasitémie;'et le rat NU/+ ne présente pas de parasitémie.
Ceci montre la participation des lymphocytes B et T dans 1'infection
par T. cruzi. Divers traitements pour induire des &tats de déficit
immuﬁitaire (rayonnement X, thymectomie néonatale, sérum anti-thymo-
cyte) chez la souris et méme chez le rat.(BEHBEHANI,l1971 ; SCHMUNIS

et al., 1971 ; ROBERSON et al., 1973) et 1'utilisation de la souris NU/NU
(KIERSZENBAUM et PIENKOWSKI, 1979) provoquent une exacerbation de 1'infec-

tion & T. cruzi.

Une &tude humorale a été réalisée au cours de 1'infection
chez les rats traités avec du sérum anti-u, les rats NU/NU et leurs
témoins. Le groupe des rats traités avec du SNL et Te groupe NU/+
présentent une augmentation des IgM et IgG2a. Par contre, il est
6bservé une absence d'immunoglobulines chez le groupe traité avec
du sérum anti-u, et une différence siénfficéfive des taux des IgG2a
chez le groupe NU/NU par rapport au groupe NU/+. Ainsi, 1'analyse
de ces résultats montre que les lymphocytes B sont impliqués dans la
réponse anticorps et que les lymphocytes T jouent le fb]e de cellules
auxiliaires. Des études de transfert de cellules sensibilisées chez
1a souris démontrent que 1'immunité dépend des cellules B et que les
cellules T jouent le rdle de cellules auxiliaires (SCOTT, 1979)..
D'autre part, la voie classique du complément n'est activée que chez
le groupe de rats traités avec du SNL, lequel a présenté une faible
parasitémie et des taux importants d'IgM et d'IgG2a. Par contre, la
voie alterne est activée chez 1'ensemble des quatre groupes de rats
étudiés ; cette activation ne dépend pas de la présence des anticorps,
mais probablement pourrait &tre due 4 des facteurs libérés par le
parasite. Ainsi, la voie alterne du compiément semble étre plus impor-
tante que la voie classique. Des observations in vitro suggérent que
la voie alterne du complément est plus importante que la voie clas-

sique dans le contrdle de la parasitémie (KRETTLI et al., 1979).
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Ces résultats démontrent clairement fa participation des lympho-
cytes B et T et probablement du comb]ément dans la réponse immune de
1'hote vis-a-vis de T. cruzi. Néanmoins, 1'immunité a médiation cellu-
laire dépendante d'anticorps pourrait aussi étre impliqué dans un
mécanisme effecteur vis-a-vis de T. cruzi (SANDERSON et al., 1975 ;

KIPNIS et al., 1981).

Nous avons remarqué 1'absence d'une immunité naturelle chez
le rat Fischer male ; tandis que 1é rat Fischer feme11e survit a une
phase aigué. D'abord, il semble que cette difféfence de susceptibilité
a lfinfection soit 1iée au sexe. Néanmoins, la participation de lympho-
cytes B dans cette survie pour les rats Fischer femelles est évidente’
comme Te montrent les expériences cheéz les rats Fischer femelles
traités avec du sérum anti-u, puis infectés par T. cruzi, expériences
conduisant 3 la mort de§ animaux. Ainsi, la différence de suscepti-
bilité entre le rat Fischer mile et femelle pourrait dépendre soit
d'un facteur génétique 1ié au chromosome X ou un facteur hormonal,

soit au mécanisme immun humoral.

D'aprés ces résultats, 1'utilisation du Rat Fischer mé1e et
femelle vis-a-vis de la souche Tehuantepec de T. cruzi dans la maladie
de Chagas expérimentale sfinsére dans le cadre des &tudes des re]atioﬁs
hote-parasite généralement menées chez la souris. Cependant, il-
serait intéressant de savoir si'la souche type Y (forme fine) présente
sur cette lignée de rat un comportement similaire d celui observé
avec la souche Tehuantepec . Diverses expériences montrent que
1'hétérogénéité des populations de parasites rendent difficile 1a

compréhension de la phase initiale de la réponse immune contre

"T. cruzi. Alors que la stabilité hdte-parasite dans la phase chronique
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est indépendante de la souche de T. cruzi. Ainsi, la lignée de rat
Fischer (F344) utilisée dans notre laboratoire comme modéle d'é&tude
de la schistosomiase et de la filariose expérimentale, peut étre
aussi proposée comme un modéle pour 1'@tude de 1a phase aigué de

la maladie de Chagas.
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