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Parmi les grandes maladies endémiques parasitaires, la ma1 adie de 

Chagas arrive en troisième position. 

Actuellement, au moins 35 millions d'individus vivent en zone en- 

démique, 10 mi 11 ions d'entre eux sont parasi tés et 20 % présentent une 

atteinte cardiaque (WHO, 1960 ; Pan American Heal th Organization, 1974). 

La Bolivie arrive en tête des pays d'Amérique Latine au point de 

vue de 1 'endémici té (35 % de la population- est infectée). C'est 1 e pays où 

le nombre de triatomes infestés par maison est le plus élevé. La maladie de 

Chagas y sévit dans les zones tropicales et 1 es val lées tempérées. La moitié 

de la population vit à plus de 3000 mètres d'altitude et se trouverait en 

dehors de la zone endémique (voir Discussion). Toutefois, la mobil ité de la 

population bolivienne étant de plus en pl us importante, le nombre d' habi tants 

infectés sur 1 'al tiplano pourrait augmenter (voir carte) 

En 1909, Car1 os Chagas découvre cette maladie parasitai re, dans 

le Minas Gerais (Brésil ) , chez une petite fille de deux ans à 1 'occasion 

d'une enquête épidémiologique sur le paludisme. Cette maladie dont 1 'agent 

est un protozoaire flagellé : Trypanosoma cruzi , est transmise par un insecte 

domestique hématophage : un réduvidé (Triatomilre) . Sa découverte est peu à -- 
peu acceptée et confirmée par d'autres auteurs (Machado et Guéirrero, 1913 ; 

, 
~omaTa, 1935 ; Brumpt, 1939 ; Koberle, 1957 ). 

Cette maladie évolue chez l'homme en deux phases successives accm- 

pagnées ou non d'une symptomatologie (phase aiguë, phase chronique). 

La phase aiguë se caractérise par une parasi temie élevée (examen 

direct d'une goutte de sang positif, frottis coloré positif : quelques para- l 

sites par lame pour ces deux examens). Elle atteint spécialement les enfants 



Répartition géographique en Bolivie des Réduvidae 

qui transmettent la maladie de Chagas 

(Mario Borda P. "Universidad Boliviana 

Mayor de San Simon Cochabamba). 

Al tipl ano : La Paz 3500 m Vallées : Cochabamba 2600 m Oriente : Santa-Cruz 400 m 
Oruro 4000 m Sucre 2500 m Trinidad 200 m 
Potosi 4100 m Chiwisivi , 2500 m Tari ja 300 m 

Cami ri 800 m 



1 

l 
dans les zones endémiques, avec une symptomatologie souvent vague e t  non 

i 
caractéristique. Seulement 5 % des cas seraient-reconnus, en particulier 

grâce au signe de ~omaGa (ou complexe ophtalmo-gang1 ionnai re) . Cette phase 

l peut durer jusqu'à trois mois e t  se présente sous t rois  formes di'fférentes 

(insuff i sance cardi aque, méni ngo-encéphal i t é ,  oedème général i sé) ( ~ o m a s ,  

1935 ; Laranja e t  al . , 1948 ; Koberle, 1968 ; Chapuis, 1974, 1979 ; Davalos, 
1 

et a l .  ,1979).  
C 

La phase chronique se caractérise par  une parasitémie absente ou 

très faible (xénodiagnostic positif dans 40 à 50 % des cas, examen direct 

I du sang négatif). Elle peut rester asymptomatique toute la vie ou entraîner 

les lésions suivantes : 

- au niveau cardiaque : troubles de la conduction (risque de mort 

subi te )  , insuffisance cardiaque progressive ; 

- au niveau digestif : méga-organes . d o n t  les plus fréquents sont les  

méga-oesophages e t  1 es méga-col ons. 

L'aspect d i  f f i  ci 1 ement curable des atteintes chroniques en regard - 
du niveau économique de l'Amérique du Sud, e t  en particulier de la Bolivie, 

justif ie 1 ' importance d'une prophylaxie. 11 n'existe pas de drogues efficaces 

pour la  guérison de la maladie. Les drogues trypanocides actuellement commer- 
, 

cialisées (Rochagan, Lampit )  ne sont actives que dans un  certain nombre de 

cas a igus  (environ 50 %). La prophylaxie l a  meill.eure passerait par l'amé- 

lioration du niveau de vie, une modification de 1 'habitat e t  une meilleure 

hygiène générale. Mais les conditions d ' u n  effort  national 8 long terme pour 

aboutir à ces résultats ne sont pas encore réalisées. La prophylaxie d'avenir 

semble donc 6tre 1 a vaccination. 



L'étude des mécanismes immunologiques qui régissent 1 a relation 

hôte-parasite est particulièrement importante dans 1 'espoir de développer 

des méthodes de prévention immunolo9ique efficaces contre les affections 

I parasitaires. L'un des premiers objectifs de ces études est une meilleure 

compréhension de la réponse de 1 'hôte à l'infection. La réponse de l'hôte 

vis-à-vis du parasite peut être soit bénéfique pour l'hôte et aboutir à la 

destruction complète ou partiel 1 e du parasi te, soit dans certains cas, cette 

réponse peut être responsable de processus pathologiques. C'est le cas des 

phénomènes autoimmuns connus au cours de la maladie de Chagas qui sont de 

plus en plus impliqués dans la pathologie cardiaque et digestive au moins 

chez les sujets en phase chronique de l'infection. Les mécanismes effecteurs 

sont habituellement divisés en deux catégories, les réponses à médiation 
l 

humorale et 1 es réponses à médiation ce1 1 ul aire. Cette séparation est cepen- 

dant artificielle car ces deux types de réponse présentent un tronc commun 
1 

qui réside dans le rôle d'information et de coopération des ce1 lules lympho- 

cytaires T et d'autre part, il existe des mécanismes effecteurs impliquant - 1 

des anticorps et des cellules (macrophages, cellules K, éosinophiles,mas- 

tocytes) . l 

L'importance de la réponse humorale spécifique dans le contrôle de 

l'infection chagasique n'est maintenant plus controversée (Kierszenbaum et al., 

1976 ; Krettl i et al. , 1976 ; Mc Hardy et al., 1980). Des anticorps cytoto- 

xiques des formes trypomastigotes ont été mis en évidence et seraient capables 

de contrôler en partie la parasitémie. L'autre aspect de l'etude de la réponse 

immune humorale est celui des anticorps autoimmuns dont le rôle est encore mal 

connu alors que leur incidence au cours de 1 'infection humaine est importante. 

Le but de notre travail consiste donc etudier globalement la 

réponse immune humorale chez 1 'adulte lors d'une infection par T. cruzi , 



Dans une première partie,après u n  bref rappel parasitologique e t  

clinique, nous présentons une révision bibliographique de la  réponse immune 

humorale lors  d ' infections expérimentales ou humaines par T.  cruzi en déve- 

loppant plus particul ièrement les  données actuel les de 1 ' infection humaine. 

Après un chapitre consacré au matériel e t  à l a  méthodologie employés nous 

présenterons les résu l ta t s  de nos expériences personnel les  en Bol ivie  

concernant : 

1) les éléments de la réponse immune-humorale (iii~munoglobulines, 

complément, immuns complexes) 

2)  la réponse humorale spécifique de T. cruzi ( l e s  anticorps) ; 

analyse quantitative e t  qualitative 

3)  la réponse humorale autoimrnune, étude d ' u n  des éléments de 

cette ré.ponse: les anticorps autoimmuns EVI (endocardium vascular interstitiurn) 

Ces facteurs seront dans la  plupart des cas étudiés sur différentes 

populations e t  1 'analyse f a i t e  en fonction des différents éléments : endémici t é ,  

écologie (classe sociale,  a l t i tude) ,  pathologie, parasitologie. 

Enfin, l a  discussion confrontera nos rgsulats  à ceux d'autres auteurs 

e t  nous permettra,dtune part de mettre en évidence la  par t ie  originale de 

cet te  réponse humorale dans les populations bol iviennes sél ectionnées, e t  

d'autre part  de discuter des techniques de diagnostic immunologique e t  de 

proposer quelques amél i orations . 





1. RAPPELS PARASITOLOGIQUES 

En 1909, au Brésil, Carlos Chagas découvre dans les  fécès d ' u n  
1 
1 

réduvidé hématophage domestique une nouvel 1 e espèce de f lagel l  é de la fami 1 l e  

des Trypanosomati dae, ordre des Ki nétopl as t i  dae, cl asse des Zoomas t i  gophora 

nommé Schizotrypanosoma cruzi ( voi  r photo p 6 ) ,  (Chagas, 19û9 a e t  b)  .Deux ans pl u t  

I tard,  i l  rapporte ses découvertes dans "Academia National Medicina" (Rio de 

Janeiro, 1911), accompagnées de la  descriptioh précise des phases aiguës e t  

chroniques provoquées chez 1 'homme par T. cruzi. 

Parasite unicellulaire,protozoaire f lage l lé ,  i l  se rencontre sous 

différentes formes au cours de son évolution chez l ' i n sec te  vecteur e t  chez 

1 'hôte déf in i t i f .  Le tableau n O 1  schématise les formes rencontrées chez l a  

réduve e t  chez les mammifères. 

Le cycle décrit  dès 1909 par Carlos Chagas e s t  confirmé par diffé-  

rents auteurs (Brumpt, 1912 ; Mayer e t  a l . ,  1914 ; Muniz e t  a l . ,  1946 ; Da 
1 

Silva, 1959) mais Brack en 1968, par une étude de f r o t t i s  colorés, étudie l e  

développement du parasite dans l e  tube digestif de 1 'insecte e t  trouve en 

dehors des formes épimastigotes, amastigotes e t  trypomastigotes des formes ronde: 

flagellées nommées Sphaeromastigotes. Ces fomes pourraient se transformer 

en épimastigotes ou trypomastigotes maisla forme épimastigote ne représente 

pas selon 1 'auteur l e  stade prgcédant l a  forme trypomastigote métacycl ique 
I 

(forme infectante),  Certains auteurs décrivent divers types de fomes de 

trypomastigotes ci rculants chez 1 'hôte défi ni t i  f (Brener e t  Chiari, 1963 ; 

Brener, 1973) dont les deux types les plus différents sont l a  forme e f f i l ée  

l e t  l a  forme trapue. Ces deux formes pourraient correspondre à deux souches 

différentes. 

Du point de vue de l a  taxonomie, l a  c lassif icat ion de Hoare (1966) 

qui divise les trypanosomes en stercoraria e t  sa1 ivaria selon des cr i teres  

morphologiques e t  biologiques, e s t  unanimement acceptée e t  T. cruzi f a i t  
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partie du groupe stercoraria. Les études immunostructurales dlAfchain (1976) 

sont en accord avec l ' a rbre  phylogénique proposé par Hoare. 

Au niveau intraspécifique, l'ensemble des travaux actuels montre 

une grande variation selon différents c r i tè res  d'étude : la morphologie, 

les  profils d '  infections expérimentales, 1 ' a f f in i t é  pour les t i ssus ,  la 

suscept ibi l i té  aux drogues, l 'hétérogénéité antigénique, les profi ls  isoenzy- 

matiques. Ainsi, des souches différentes inoculées à des animaux de labora- 

to i re  n'ont pas la même morphologie. Brener e t  Chiari (1963) e t  Brener (1973) 

décri vent t ro i s  types : 

- La forme fine : noyau allongé, kinétoplaste terminal, f lagelle 

l ibre  e t  long forze e f f i l ae  ( e x e ~ p l e  : souche Y )  

- La forme longue : noyau ovale, kinétopl aste  subterminal , flagell  e 

l i b re  e t  long 

- La forme trapue : noyau en position pos té~ieure ,  kinétoplaste 

terminal,. cytoplasme t rès  vacuol isé  (exemple : souche CL). 

Le pourcentage de ces formes diffère selon la  souche, par exemple les formes 

fines prédominent dans la souche Y e t  les  formes trapues dans la  souche CL. 

Les formes trapues seraient moins infectantes que les  formes fines (Howells 

e t  Chiari, 19751 

Andrade e t  a l .  (1966), Bice e t  a i .  (1970) montrent que les  souches 

n'ont pas la  même af f in i té  pour les t i ssus  e t  les auteurs classent les souches 

en myotropes e t  réticulotropes. Andrade (1979) é t a b l i t  3 types selon 

les  prof i l s  morphologiques, parasi témiques e t  1 ' a f f i n i t é  pour les  tissus de 

ces t r o i s  souches (tableau n02). 

- La suscept ibi l i té  aux drogues e s t  différente selon les  souches 

(Hauschka, 1949 ; Goble, 1951 .; Haberkorn e t  a ? .  , 19?2 ; Cover e t  a l . ,  1981). 

- Certains auteurs mettent en evidence une hétérogénéité antigénique 

entre  les souches de T. cruzi. Nussenzweig e t  a l .  (1962, 1963) décrivent,& 

partir de 36 souches, t ro is  sérotypes. Krettl i e t  Brener (1976) décrivent 



Tableau n 0 2  : Caractéristiques des t ro is  types de souches 
de T.cruzi classées par Andrade,(l979). 

Morpho1 ogi e Fi  ne Fine dans la  ;hase Trapue 
i n i t i a l e  

Mu1 ti  pl ication Rapide Lente Très lente 

Parasi témi e Haute Irrégulière P i  CS 
t r é s  élevés 

Affinité pour Système Musc1 e Musc1 e 
l e s  t i ssus  rëticulo cardiaque squelettique 

endothél i al 

Exemple de 
souche Péruvienne Sao Paulo Col ombi enne 



également t r o i s  types en u t i l i san t  un t e s t  d'agglutination des formes 

trypomasti gotes i n  v i t ro .  D' autre part K l  oetzel e t  Camargo (1976) 

trouvent ,par l e  t e s t  d'immunofl uorescence ,des différences entre 

deux souches q u i  correspondraient à deux des types décrits par 

Nussenzwei g e t  Gobl e. Par contre, 1 es études i mmunos truc tural es 

dtAfchain portant sur plusieurs souches de T.  cruzi ne montrent 

aucune d i  fférence . 
- Des études des profils isoenzymatiques de souches de T. cruzi 

confirment 1 ' hétérogénéité i ntraspéci f ique de ce t  ensemble de parasi t e s  

(Mi les  e t  al . , 1977 ; Ti bayrenc e t  a l . ,  19dla). 

11 e s t  u t i l e  de rappeler i c i  l a  définit ion de l'espèce : 

ensemble nature1 e t  continu d '  individus q u i  se reproduisent entre eux. 

Nous savons que les trypanosomatidae sont caractérisés par 1 'absence 

de sexualité mais cet te  caractéristique a récemment été  remise en 

question : 1 es trypanosomes africains présenteraient une reproduction 

sexuée (Tait  e t  a l  . , 1981-1 alors que 1 'étude des zymogrammes de 

T. cruzi montrerait qu ' i l  n'y aurait  pas de reproduction sexuée pour 

ce f lagel le  ( T i  bayrenc communication personnelle). 

I l  e s t  donc c l a i r  que T. cruzi doit  6 t re  considéré comme 

un complexe de souches e t  1 'approche génétique des zvrnograrnmes peut 

permettre d 'el  ucider les  1 iens de parentés exis tant  entre ces souches 

e t  servir  de base à des études irranunologiques. T i  bayrenc e t  a l .  (1981b) 

d ' après 1 es prof i 1 s enzymatiques de 11 souches bol i vi ennes , pour 10 

enzymes, propose 1 'existence de t r o i s  types, e t  l e s  calculs de distance 

génétique effectués pour deux d'entre eux suggère que ces 2 types 

sont t r è s  différents.  Les di stances observées sont ':de 1 'ordre de ce1 1 es 

q i i  1 'tn m ~ m r c  chez des insectes entre  deux espèces t rès  apparentées. 

11 e s t  ha~ardeux d'établ i r  une correspondance entre les  di stances 

génétiques observées e t  l e  niveau taxonomique mais les  parentés géne- 



tiques entre t e l l e  e t  t e l l e  souche peuvent servir  de support aux 

études bi ologiques . 
Ainsi toute classif icat ion de 1 a plupart des trypanosomes 

reste pragmatique e t  seules des études génétiques fondamentales 

peuvent permettre de reconsidérer les  problèmes de taxonomie e t  de 

sexualité que pose ce groupe de parasi t e s .  

Cette notion de souches du  groupe T.  cruzi e s t  t r è s  importante 

pour tout travail concernant 1 'étude de la maladie de Chagas. Nous 

y reviendrons lors  de la discussion de nos résul ta ts  concernant la  

réponse humorale au cours de l ' infect ion humaine par T .  cruzi.  

1 

La transmission de la  maladie e s t  assurée par plus de cent 

espèces de vecteurs en Amérique la t ine.  Les vecteurs rencontrés, 1 

les plus importants en Bolivie, sont Triatoma infestanz (voir  photo p. 10) l 

Rhodnius pro! ixus, Triatoma sordido. Triatoma infestans - e s t  de loin,  
1 

l e  plus fréquent 'dans ce pays, ce t te  réduve s'alimente sur n'importe 

quel hôte vertébré e t  s i  la température monte au delà de 3 Z ° C ,  e l l e  ', 

e s t  capable de voler en assurant ainsi une dissémination. Rhodnius 

prolixus e s t  un insecte t rès  vorace d 'habi tat  domestique e t  sylvestre. l 

Triatoma sordida , t r è s  répandu en Bol ivie, e s t  plutbt d 'habi tat  sylvestre 

(nids d'oiseaux, de serpents) ; i l  se  rencontre aussi dans les  

maisons mais l e  pourcentage d' insectes infectés es t  t r è s  réduit. 

La transmission de l ' infect ion se f a i t  par : 

. Contamination de 1 ' homme par l e s  fécès de 1 a réduve contenant les  

formes trypornasti gotes infectantes. La piqure indolore permet au 

parasite, déposé autour de cel le-ci ,  de pénéter la peau. Les 

voies d'entrée les  plus fréquentes sont l e s  muqueuses de l a  face ; 
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. Passage d u  parasite à travers l e  placenta. Ce mode de contamination 

provoque une infection congéni t a l e  grave (Dao, 1949; Sa1 eme 

e t  a l . ,  1971 ; Bi ttencourt e t  a l . ,  1972a e t  b )  . Le mode de passage - 
es t  encore discuté, on ne s a i t  pas avec certi tude s i  une lésion 

placentaire pré-existante es t  une condition obligatoire ou non ; 

. Transfusion de sang d'un malade cvec pa rasz tz~ ie  

(Cijas -. 1945 ; Amato e t  a l . ,  1969 ; Coura, 1906; Baldv e t  a l . ,  

1979). Le traitement systématique des flacons de sang avec du violet 

de gentiane (0,25 g/l ) permet d t é l  iminer l e  parasi t é  (Nussenzweig 

e t  al ., 1953, 1959. Pialheureusement, ce traitement n 'es t  pas appliqué 

dans l e s  banques de sang en Bolivie, même dans l e s  zones endémiques 

e t  ce type de contamination n 'es t  pas négligeable. 

Le cycle e s t  assuré par 1 'habi tat  précaire de la  rnajori t é  de 

l a  population, idéal pour les triatomes : maisons avec des murs de 

torchis ou de bois, t o i t s  de pai l le  dans lesqugl s les  

triatomes, insectes nocturnes, se cachent pendant l e  jour. L'environne- 

ment péri -domestique entretient également la  transmission (pou1 ai l1  ers 

e t  clapiers sont en gënéral proches de 1 a mai son). Enfin, certaines 

habitudes al imentaires boliviennes peuvent permettre une contamination 

directe : l e  cobaye e s t  classiquement préparé pour les  regas de fe te  

e t  la containination peut se faire  directement par pénétration du 

parasite au niveau de blessures ou excoriations lors  de sa préparation. 



I I .  RAPPEL CLINIQUE DE LA MALADIE D E  CHAGAS 

La maladie de Chagas évolue en deux phases, la  phase aiguë, 

parfois asymptomatique e t  non reconnue e t  l a  phase chronique q u i  peut 

également être  asymptomatique. 

1. La phase aiguë 

Elle se présente essentiellement chez les  enfants, en zones 

endémiques, avec une symptomatologie souvent vague e t  peu caractéri s-  

tique (Davalos e t  a l . ,  1979). Après une incubation de 1 à 2 semaines, 

l e  début e s t  marqué par : 

. des signes généraux : fatigue, céphalées, f ièvre récurrente ou 

continue (38" - 40') ; 

. un chancre d'inoculation parfois caractéristique comme l e  signe 
2/ 

de Romana (~oma%, 1935) q u i  s'observe selon l e s  auteurs dans 5 à 60 % 

des cas (Ceri sol a e t  al . , 1973 ; Chapui s, 1974). 

Une à deux semaines après l 'apparit ion des premiers signes, 

la phase aiguë entre  en période d ' é t a t .  Cette période se traduit  par : 

. signes cardiovasculaires ou 

. forme méni ngo-encéphal ique ou 

. forme oedémateuse ou rarement 
, 

. formes respiratoires . 

2. La phase chronique 

Deux propriétés caractérisent ce t te  phase : 

. Elle apparait agrës un tern?s de latence de 10 à 20 ans pendant lequel 

l e  su je t  ne ressent aucun trouble ; 



. La parasitémie es t  t r è s  faible e t  l e  diagnostic es t  obligatoirement 

immunologi que (recherche des anticorps spécifiques). 

Cliniquement, cet te  phase se traduit  par différents syndrbmes 

non spécifiques qui peuvent s 'associer entre eux. Les deux principaux 

sont : 

. La myocardiopathie : e l l e  e s t  responsable des cas de "mort subite". 

Sa traduction cl inique n ' e s t  pas spécifique e t  e s t  principalement 

marquée par des arythmies e t  une insuffisance cardiaque ; 

. Les méga-organes : D'après Kokerle (1968), l es  méga'organes les  

plus fréquents sont : 

x l e s  méga-colons 

x l e s  méga-oesophages. 

Les dilatations du colon peuvent atteindre aes dinensions 

gigantesques e t  des capacités de 30 à 40 l i t r e s .  La longueur du 

colon peut dépasser 2 mètres. 

L'oesophage présente une di la tat ion e t  une hypertrophie 

musculaire importante. I l  peut a t te indre 26 f o i s  son poids normal. 



I I I .  ELEIIENTS CE LA REPONSE IMMUNE HUFIORALE DE L'HOTE AU COURS DE L'Ii\FECTIOh 

PAR T. CRUZ1 

1. Les immunogl~bulines de classes IgG, IgM, IgA 

Au cours de multiples infections à protozoaires la synthèse des 

immunogl obul ines est augmentée. Par exemple, en ce qui concerne 1 e paludisme, 

le taux des IgG et des IgM peut atteindre sept fois le taux normal alors que 

seulement 5 % de ces immunoglobulines sont spécifiques du "parasite. Au cours 

de la trypanosomiase africaine on note également une augmentation signifi- 

cative du taux des IgM qui a une valeur diagnostique d'orientation. Ces aug- 

mentations d'immunoglobulines sont trop élevées pour correspondre seulement 

à des anticorps spécifiques ; les parasites provoquent en fait une stimula- 

tion polyclonale des lymphocytes B qui explique cette augmentation. 

1.1. Phase aiguë 

Vattuone et al. -(1973) montrent une legère augmentation des IgG et 

des IgM par rapport à un groupe témoin de patients non chagasiques. Ces 

travaux sont en accord avec ceux de Schmunis et al. (1978) pour les IgM 

seulement et en désaccord avec ceux de Lelchuk et al. (1970) qui trouvent 

des taux normaux pour 1 es trois cl asses ci ' immunogl obul i nes . 

1.2. Phase chronique 

Quelques auteurs indiquent une légère augmentation des IgG, 

(Le1chu.k. et al., 1970 ; Vattuone et al., 1973) mais pour ces trois classes 

d' immunogl obul ines Macçden et al . ( 1970) ne trouvent aucune différence si- 

gnificative en prenant comme groupe tëmoin des individus non infectés du 

même village. 



1.3. Infection expérimentale 

Au cours de l'infectionde souris par Tacruri, CapDern et al. 

(1974) montrent une augmentation des IgG2 en fin de parasitémie (fin de 

la phase aiguë). Hanson ( 1977) montre également que les taux dlIgG et d' IgM 

sont augmentés à partir de la 2ème semaine, atteignent un maximum à la 6ème 

semaine qui correspond à la diminution de la parasitémie (finde la phase aisuë) 

puis diminuent pour se maintenir en plateau à un taux plus élevé que chez 

les souris normales durant le reste de 1 'infection (phase chronique). 

Les résultats restent toutefois contradictoires au cours de l'in- 

fection humaine. 

2. Immunoglobulines de classes IgE 

Les phénomènes immunoal 1 ergiques sont cl ass iques au cours des hel- 

minthiases et le taux des IgE est très élevé ( Jarret, 1973; 

Ishizaki, 1373 ; Spitz et al., 1972 ; Rosenberg et al., 1971). Si les hel- 

minthiases induisent une hypersensibilité immédiate et la production d'anti- 

corps réaginiques, 1 es manifestations al lergiques de type immédiat n'ont pas 

la gravité que le taux des IgE ou des autres anticorps réaginiques laissait 

prévoir ; ces anticorps anaphylactiques peuvent cependant collaborer avec des 

cellules effectrices dans des mécanismes de cytotoxicit6 et jouer un r6le 

important en participant au contrôle de l'infection. C'est la situation 

exemplaire du modèle de la schistosorniase du rat où une activite cytotoxique 

in vitro sur des schistosomules a été montrée : cytotoxici té d 'éosinophiles =et 

de mastocytes en col 1 aboration avec des I96za, cytotoxici te de macrophages 

en collaboration avec des IgE (Capron, A. et al., 1977 ; Capron , M. et al., 



Parmi les protozooçes, les travaux de Gel ler et al. (1978 , a, b ,  

. c . )  décrivent des taux normaux d'IgE totales au cours de giardiase, amibiase, 

toxoplasmose et au cours de la maladie de Chagas, comparés aux taux d' IgE 

d'une population témoin du même endroit. Dans tous ces cas, les taux observés 

pour les deux populations sont élevés et probablement dus à des infections 

par des helminthes. Ces résultats- indiqueraient donc seulement que les infec- 

tions étudiées ne provoqueraient pas des taux d'IgE totales supérieurs à ceux 

provoqués par les helminthiases. . 
Par ailleurs, des tests cutanés d'intradermoréactions effectués 

avec de l'antigène de Leishmania (Shaw et al., 1974) et de l'antigène de 

T. cruzi montrent, une réaction immédiate positive (Ze1eQ.n et al., 1974). 

Dernièrement, Afchain et al. (1981) démontrent la présence d'IgE 

spécifiques et des taux élevés d'IgE totales sériques dans le sérum de patients 

boliviens atteints de leishmaniose cutanée muqueuse. 

La presence de taux normaux d' IgE totales n'exclue pas la possibilité 

d'une production d'IgE spécifiques et Harris et al. (1978) détectent des IgE 

spécifiques dans le sérum d'africains infectés par Entamoeba histolytica dont 

le pourcentage est en corrélation avec la prévalence du parasite dans la 

population. 

Enfin, sou1 ignons que peu de travaux ont été réalisés sur la 

recherche d'IgE spécifiques au cours de protozooses. 

3. Le complément 

3.1. Dosage des facteurs du complément 

Des concentrations anormales des facteurs du complément peuvent 6tre 

les témoins de son activation ou de son 'utilisation et selon les facteurs 

dosés, on peut déterminer la voie impliquée dans cette activation (figure nGl). 

Au cours de l'infection de souris par T. brucei, le C3 augmente en 

début d' infection puis revient à la normale (Shirazi et al. , 1980) ;également, 



FIGURE N o l  

SCHEMA DES VOIES D 'ACT IVAT ION CLASSIQUE ET ALTERNE DU COMPLEMENT 
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au cours d' infections bovines, par T.  congolense e t  T. vivax, i 1 y a con- 

sommation du complément (diminution du complément hémolytique total  e t  du cg) 

(Rurangirwa e t  a1 ., 1980). Peu de travaux ont é té  réal isés  sur l e  modèle 

T. cruzi e t  récement Rodriguez (1981) montre qu ' i l  y a une diminution- 

d e  l a  voie alterne du complément au cours de l ' infect ion 

expérimentale de ra t s  oâles Fischer qui développent la phase aiguë de la 

maladie. Toutefois, aucun travail  à notre connaissance ne s ' e s t  intéressé 

aux dosages de ces facteurs au cours d '  infections humaines. 

La connaissance du rôle important du complément lors d'infections 

par T. cruzi e s t  basée sur des études de cytotoxicité ou de dépletion in vivo 

de certains facteurs du compl ément. 

3 .2 .  Action du complément sur les différentes formes de T. cruzl 

I l  faut  distinguer l 'act ion des sérums normaux sur les  différentes 

formes de T. cruzi de celle de sérums d'infection q u i  présentent des anticorps 

anti-T. cruzi. Ce deuxième cas sera analysé dans l e  paragraphe sur les &ca- 

nisrnes effecteurs de la  réponse immune humorale. 

Le complément de la  plupart des sérums de vertébres e s t  capable de 

lyser les formes de culture épimastigotes de T. cruzi (Rubio, 1956 ; ilogueira 

e t  a l . ,  1975 ; ~ ~ t o t a n i  Keito.et a l . ,  1979), ceux d'oiseaux ,de crapauds e t  de 

grenouilles sont capables de lyser les formes épimastigotes e t  les  formes 

trypomastigotes (Rubio, 1956) ; pour ces derniers cas, on parle d '  immunité 

naturel l e  puisque ces animaux sont résis tants  à 1 ' infection. 

Le pouvoir lytique des sérums f r a i s  e s t  perdu en soumettant les 

sérums à une température de 56OC durant 30 minutes, ce t t e  température dé t ru i t  

principalement l e  C3 e t  ce phenornene .parart  bien dépendre du complément. 

Les travaux de Rubio (1956) sont en faveur d'une activation du complément 

par l a  voie alterne e t  Kierszenbaum e t  a l .  (1976b)démontrent que l a  lyse des 



formes trypomastigotes par du sérum f ra i s  de poulet ( in  vivo e t  in v i t ro)  

dépend de 1 'activation de la voie al terne du complément. Nogueira e t  a l . ,  

(1975) confirment ces résul ta ts  dans l e  cas de la lyse de formes épimastigotes 

de culture par des sérums f r a i s  de lapin, de cobaye, e t  d'homme . 

4. Les immuns complexes 

La formation d '  immuns complexes intervient lors de 1 'entrée de 

divers agents étrangers dans l'organisme. Ce processus f a i t  partie d'une 

réponse immune normale, mais dans certaines situations i l  n 'es t  pas seule- 

ment t ransi toire  e t  un nombre croissant d ' é t a t s  pathologiques implique 

les  immuns complexes. I l s  peuvent se  rencontrer.dans les  t issus ou en 

circulation dans l e  sérum e t  fixer ou non l e  complément. 

La plupart des maladies parasitaires se  caractérisent par des de- 

charges chroniques de parasites dans les t issus ou dans la  circulation e t  

sont souvent associées à l a  formation d'immuns complexes (Lambert e t  a l . ,  

1968 ; Lambert e t  a l . ,  1981 ; Butterworth e t  a l . ,  1977). Parmi eux, u n  

certain pourcentage e s t  constitué par des immuns complexes d'origine parasi- 

t a i r e  qui peuvent participer aux mécanismes effecteurs de l a  réponse immune 

(Capron e t  a l . ,  1982, i n  press). 

Des complexes immuns circulants de nature parasitaire ont é té  mis 

en évidence au cours d '  infections expérimentales de souris par T.  cruzi 

(phase aiguë de la maladie) (Chaves e t  a l . ,  1979). Des travaux,effectués 

sur des sérums de patients en phase aiguë de l ' infect ion corroborent 

ces résul ta ts  en montrant l a  présence dans les  sérums d'immuns complexes 

de nature parasitaire (Martin e t  a l . ,  in press). Les auteurs effectuent 

une préci pi tation des sérums au PEG (polyethylène-glycol) puis, apres 



dissociation des complexes immuns en milieu acide, les  sérums sont testés 

par la  technique de double diffusion en gel contre des fractions antigéniques 

de T. cruzi. Ces immuns complexes sont de nature IgM e t  réagissent contre l a  

fraction microsomale de T. cruzi (Segura e t  a l . ,  1977). 

Frui t e t  a l  , ( 1979) montrent également la présence d'immuns 

complexes dans l e  sérum de patients en phase chronique de 1 ' infection 

(technique de fixation du C l q  aux immuns complexes). L '  immunisation d ' u n  

lapin par les immuns complexes dissociés révêle leur nature parasitaire 

q u i  ne correspond pas à l 'antigène 5 de T. cruzi décr i t  par Afchain (1976). 

Des arguments expérimentaux indirects permettent de penser à la 

possibil i té de dépôts dlin;muns complexes dans les t issus au cours de 1 'infec- 

tion par T. cruzi : Dos Santos e t  a l .  (1980a) montrent au début de l ' infect ion d 

souris par T. cruzi u n  dépôt d'antigènes à l a  surface des cellules cardiaques 

suivi, au pic de parasi témie, d l u n  dépôt d '  immunoglobulines. Des antigènes 

parasi ta i res  apparaissent à l a  surface de ce1 lules en culture, infectées par 
T.cruzi , après éclatement des ce1 1 ules e t  1 i bëration des formes (72-96heures). 
Les cellules présenteraient des recepteurs capables de f ixer  des antigènes 
e t  s i  ce phénomène se produit in vivo i l  pourrait ê t r e  à l 'origine de dépots 
d'immuns complexes dans les t i ssus  (Kuhn e t  a l .  ,1977; Dos Santos e t  a l . ,  - - 
1981; Abrahamsohn e t  al . , 1980). - 

La recherche des anticorps par des méthodes sérologiques permet l e  

diagnostic de l ' infect ion aux différentes phases de la  maladie. Depuis la 

réaction de fixation du complément de Guerrei ro e t  M achado e n 1913,' plusieurs 

techniques immunologiques sont u t i l i sées  e t  l a  mise au point de milieux de 

cul t ~ r e s  a permis 1 'obtention d'une production massive d'antigène e t  une 

standardisation mei 1 leure de ces techniques (Kelser, 1937; Mayer e t  

Pifano, 1941 ; Fife e t  Kent, 1960 ; Maekel t, 1960). 



5.1. Cas aiaus 

Les anticorps apparaissent environ au 20ëme jour d'infection e t  

atteignent des t i t r e s  élevés (Muniz e t  a l . ,  1944 ; Hauschka e t  a l . ,  1950 ; 

Pizzi, 1962 ; Cerisola e t  a l . ,  1969). I l s  sont, à ce stade de l ' infect ion,  

principalement de classe IgM (Vattuone e t  a l . ,  1973 ; Camargo e t  a l . ,  1974 ; 

Gonzalez-Cappa e t  a l . ,  1973 ; Lelchuk e t  a l . ,  1970) e t  i l  y a également en 

cas d '  infection congéni t a l e  une production d'anticorps anti-T. cruzi en 

- majorité de cl asse IgW (Szarfman e t  a1 . , 1975). 

Les sérums de patients en phase aiguë de 1 ' infection agglutinent 

spontanément l e s  formes épimastigotes de culture e t  cet te  agglutination e s t  

vis ible  macroscopiquement. Toutefois, plusieurs auteurs constatent des 

réactions d'agglutination t r è s  importantes, par des sérums normaux qui rendent 

l e  t e s t  non interprétable pour des sérum de patients en phase chronique de 

1 ' infection ,car les taux d'agglutination sont alors trop faibles comparés 

aux témoins (Senekjie e t  a l . ,  1944 ; Muniz e t  a l . ,  1946 ; Pifano, 

1960 ; Maekel t , 1964 ) . L'étude du type d 'anticorps impl iqués dans 

l a  reaction montre que les  IgM e t  certains composants seriques comme l a  

protéine C réactive de sérum d '  individus non parasi tés, permettent une agglu- 

t ination (Gonzalez-Cappa e t  a l . ,  1973 ; Vattuone e t  a l . ,  1973). 

Le traitement enzymatique par 1 a trypsine des épimasti gotes, décou- 

vrant de nouveaux antigènes membranaires, a permis d'améliorer l e  t e s t  

(Vattuone e t  a l  ., 1971) e t  un t e s t  discriminatif,par traitement des sérums 

au 2-Mercaptoéthanol permet alors de f a i r e  l e  diagnostic chez ues patients en 

phase aiguë ou chronique de 1 'infection (Schmunis e t  a l . ,  1975 ; Storni 



Un ex t ra i t  antigénique polysaccharidique de T .  cruzi révèle des 

précipitines dans 97,9 % à 100 % des sérums de patients en phase aiguë de 

1 ' infection e t  seulement 17 % â 18 % des sérums en phase chronique. (Muniz 

e t  a l . ,  1944 ; Pellegrino e t  a l . ,  1956). Hoshino-Shimizu e t  a l .  (1978) con- 

firment ce résul ta t  en u t i l i s an t  u n  antigène polysaccharidique dans u n  t e s t  

d '  hémagglutination. Les anticorps impl iqués sont de classe IgM puisque après 

traitement au 2-Mercaptoéthanol, les sérums de cas aigus ne donnent plus 

d'hémagglutination. 11 pourrait s ' ag i r  d ' u n  antigène thymoindépendant 

n'apparaissant que dans l a  phase aiguë de l a  maladie. Afchain (conununication 

personnelle) met en évidence u n  antigène spécifique de T. cruzi , de nature 

polysaccharidique ,1 i béré dans les surnageants de mil ieux de culture des 

formes épimastigotes, trypomasti gotes e t  non des fomes amastigotes. 

Cette dernière donnée peut expl iquer la fa ib le  incidence des anticorps 

dirigés contre un antigène polysaccharidique dans les sérums de patients en 

phase chronique de 1 ' infection où l e  nombrt! de parasites circulants e s t  t rès  

faible .  Cet antigène semble ê t r e  un candidat valable pour l e  diagnostic 

précoce de l a  maladie. 

5.2. Cas chroniaues 

Des anticorps anti-T. cruzi se maintiennent tout au long de 1 'in- 

fection a des taux suffisants pour permettre l e  diasnostic imnlunologique. 

Les anticorps de classe IgM 'sont absents ou t rks  faibles alors que les  

anticorps de classe IgG e t  IgA présentent des taux assez éleves (Lelchuk 

e t  a l . ,  1970). 

Ces anticorps sont capables de réagir avec des antigènes de surface 

du parasite (agglutination directe : A.D. ; insnunofluorescence : IMF) ou des 

antigènes solubles somatiques, métabol iques ou structuraux ( IMF, hémaggluti- 

nation : Hmg, réaction de fixation .du cornplPtnent : RFC ; Enzyme Linked Immuno- 

sorbent Assay : ELISA ; radioimmunoassay : RIA ; précipitation en gel) .  



Les premiers antigènes u t i l i sés  étaient préparés à part i r  de 

broyats de foie ou de rate de chiens infectés (Mayer e t  al . , 1914 ) e t  l a  - 

présence de contaminants t issulaires  dans ces ex t ra i t s  donnait lieu à de 

nombreuses fausses réactions avec des sérums de personnes non infectées. 

Les parentés antigéniques entre les antigènes des différents stades 

évolutifs de T. cruzi sont importantes e t  cette propriété a permis la  mise 

au p o i n t  du diagnostic à part i r  d'antigènes de formes épimastigotes de culture 

Les antigènes u t i l i sés  sont actuellement les formes ou les ex t ra i t s  solubles 

totaux de protéines e t  complexes protéiques des épimastigotes de culture. 

Certains laboratoires u t i l  isent u n  ex t r a i t  total  dé1 ipidé 

( Maekelt, 1950 ; Fife e t  Kent, 1961 ) e t  selon l e s  techniques 

l 'un ou l ' au t r e  de ces antigènes donne de meilleurs résul ta ts  pour l e  diag- 

nostic (1 'antigène dé1 ipidé de Yaekel t (1960) donne de t rès  bons résul ta ts  l 

pour la  réaction de fixation du complément ) .Toutefois, i 1 e s t  tentant l 

d'améliorer ces techniques en u t i l i sa t ion  des antigènes purifiés ou seni- 

purifiés afin de résoUdre les problèmes de réactions croisées que posent 

les  sérums de patients porteurs de T. rangeli ou les  patients a t te ints  de 

leishmaniose e t  surtout afin de connattre de façon plus précise la  qual i té  l 

de la réponse humorale au cours de 1 ' infection par T. cruzi. 

La plupart des travaux de purification de fractions antigéniques I 

de T. cruzi (Alves e t  Col l i ,  1975 ; Lederkremer e t  a l . ,  1977 ; Gottlieb, l 

1977) ne s 'attachent pas à 1 'étude de 1 'immunogénicité de ces fractions 

au cours de 1 'infection humaine. 

Toutefois, 1 'étude de la  mosaTque antigénique de plusieurs I 

trypanosomatidae hétéroxènes, parasi tes  de 1 'homme, menée par Afchain 
1 

l 

( 1976) par analyse immunoél ectrophorétique montre que l e  composant 5 de 

T. cruzi (localisation immunoélectrophorétique) e s t  spécifique. 



Ce composant e s t  localisé à l a  surface des formes épimastigotes 

e t  trypomastigotes sanguicoles (Fruit  e t  a l . ,  1978), c ' e s t  une glycopro- 

téine (Afchain, 1976) e t  i l  e s t  très immunogène, induisant la  formation 

d 'anticorps correspondants 1 ors d ' infections expérimental es e t  humaines 

e t  lors d' immunisations expérimentales (Afchai n e t  a l . ,  1976 1. Une étude 

immunoélectrophorétique f a i t e  sur des sérums humains brésiliens - 
c h : ~ ~ a s i ~ ; ~ ~  montre 1 a présence d 'anticorps anti -Ag 5 dans l e  sérum 

de 60 % des cas aigus (10 cas) ,  94 % des cas chroniques avec une pathologie 

(17 cas),  50 % des cas chroniques asymptomatiques (16 cas) (Afchain e t  a l . ,  

1970). 

L'immunoélectrophorèse semble ê t r e  une approche intéressante de 

1 'étude de la  réponse immune humorale car e l l e  e s t  la  seule qui donne une 

idSe de la  qualité des anticorps dans l ' a t t en te  de fractions antigéniques 

purifiées uti1 i sables en sérologie dans d'autres techniques. 

L ' u t i  1 isation de formes amastigotes pour rechercher les anticorps 

anti-T. cruzi par réaction d '  imunofluorescence s 'avère pl us sensible que 

ce1 l e  u t i l  isant les formes épimastigotes (Cerisola e t  al . , 1971). Un antigène 

préparé à par t i r  de parasi tes  cultivés sur ce1 1 ules (mélange d'amastigotes 

e t  de trypomastigotes ) révële des taux d'anticorps plus elevés dans l e  

serum de patients infectés par T. cruzi q u ' u n  antigène préparé à par t i r  

de formes épimastigotes (Neva e t  al r ,  1977 ; Gam, e t  a l . ,  1977). D' autre 

part, des antigenes spécifiques de stade sont décri ts  par différents auteurs 

(Kloetzel e t  a l . ,  1975 ; Santiago e t  a l .  ,1981). - 
Rappelons qu ' au cours de 1 ' infection chronique, 1 a parasi témie est 

faible  ou absente alors que les  formes amastigotes intracel lulaires  prédo- 

minent. 

Ainsi, 1 'étude de l a  réponse humorale au cours de 1 a phase chronique 

de 1 ' infection ,réal isée avec des antigènes de formes epimastigotes, ne peut 



ê t r e  que restreinte ,  mal heureusement c ' e s t  actuel lement l a  seule forme 

qui peut s 'obtenir en quantité massive. 

6. Les autoanticorps circulants dans l e  sérum de patients infectés par 

T. cruzi - 
6.1. Rappels de l'anatomopathologie e t  de la  physiopathologie de la 

maladie de Chagas 

Deux types de réactions s'observent au cours de 1 'infection : des 

réactions inflammatoires e t  des réactions dégénératives. 

Ces deux réactions sont plus intenses en phase aiguë de la maladie 

e t  e l les  se  caractérisent en phase aiguë par : 

- l a  ppésence de mononucléaires au voisinage des ce1 lules parasitées 

avec phagocytose des parasites par les macrophages (Dias, 1934 ; Pizzi e t  a l . ,  

1955 ; Ta1 iaffero e t  a l . ,  1955) ; 
l - l a  présence de polynucléaires qui phagocytent les  formes amas- 

tigotes libérées lors de 1 'éclatement des ce1 lules  (Andrade e t  a l . ,  1966) ; 

- des lésions dégénératives qui peuvent atteindre l a  nécrose des 

t issus subcutanés e t  adipeux (Mayer e t  a l . ,  1912 ) avec dégénérescence en par- 

t icu l ie r  des cellules musculaires e t  ganglionnaires (Koberle e t  a l . ,  1960 ; 

A l  cantara e t  al . , 1965). l 

Les foyers inflammatoires sont ensuite plus diffus alors que les lésions 

dégénératives au9mentent . 

En phase chronique, l e  coeur augmente de poids ( ) 400 gr) e t  de 
l 

volume ; i l  y a augmentation globale des cavités avec anevrisme de l a  pointe 

t r è s  caractéristique. L 'examen microscopique montre des f ibres  musculaires I 

/' 



hypertrophiées ou atrophiées avec peu de réactions inflammatoires. L'ano- 

malie la  plus intense e s t  l a  dénervation. Au niveau des méga-organes, la 

dénervation e s t  également t r è s  intense. 

Les travaux de Koberle (1956) montrent que ce phénomène e s t  en 

corrélation avec la  clinique : l e  taux de dénervation des organes es t  plus 

important chez des patients présentant une pathologie e t  à par t i r  de 20 % 

de destruction apparaît une pathologie cardiaque, de 55 % une pathologie du 

colon, de 75 % une pathologie des bronches, de 85 % one pathologie de 

1 'oesophage. 

La premiere théorie émise pour expliquer l a  pathologie de la maladie 

de Chagas fu t  la théorie mécanique (action directe du parasite sur les 

cellules) mais des altérations importantes des t issus sont observées sans 

la  présence du parasite. La deuxième théorie proposée f u t  la théorie toxique 

(Koberle e t  Alcantara, 1960), action à distance d'une substance comme une 

neurotoxine. Malissof, (1947) montrent la  présence d'une toxine neu- 

roplasique mais leurs travaux sont r8iutés  par ceux de Hauska e t  a l .  

(1948) e t  depuis aucune toxine n'a pu ê t r e  isolée. l 

La théorie autoimmune semble ê t r e  l a  plus probable e t  repose sur 

les arguments suivants : 

- Présence de dépôts d'immunoglobulines à l a  surface de cellules 

muscul a ires  cardiaques ou de biceps (Laguens e t  a l . ,  1975 ; Cossio e t  a l . ,  

1977 ; Szarfman e t  a l . ,  1978) 

- Présence d'autoanticorps dans l e  sérum de patients infectés 

(analyse détail lée des travaux dans l e  paragraphe suivant) 

- Etat d'hypersensibilité de' type retardé à des antigénes de coeur I 

e t  de.nerf (Santos/Buch .> e t  a l  1974 ; Vega e t  a l . ,  1976 ; Cossio e t  al ., 
1976 ; Texeira e t  a l . ,  1978) 

l 
l 

- Mise en évidence de réactions croisées entre  1 'antigène de 



- Mise en évidence de réactions croisées entre l 'antigène de 

T. cruzi e t  de 1 'antigène de coeur, de gaine de Schwann e t  de fibroblastes 

(Cossio e t  a l . ,  1974 ; Szarfman e t  a l . ,  19743 

6.2. Les autoanticorps EVI (E ndocardium - V ascular - Inters t i t iElm ) 

6.2.1. Mise en évidence 

Cossio e t  a l .  (1974) mettent en évidence dans l e  sérum de patients 

chagasiques, en phase aiguë ou chronique de 1 ' infection, des immunoglobulines 

réagissant avec des structures t i ssu la i res  présentes sur des coupes de coeur. 

La technique ut i l isée e s t  cel le  de l'immunofluorescence indirecte e t  la fluo- 

rescence se  1 ocal ise  au ni veau de : 

- 1 'endocarde 

- 1 'endothél ium vasculaire 

- l e  t issu in te rs t ic ie l  

Sur d'autres t issus,  cette fluorescence se 1 imite à 1 'endothélium 

vasculaire ( foie ,  reins,  estomac, placenta). Les €VI ne sont pas spécifiques 

d'espèce, en e f fe t  i l s  peuvent ê tre  mis en évidence sur des coupes de 

coeur de différentes espèces d'animaux (home, veau, cobaye, souris).  La 

réaction peut aussi s 'effectuer  sur des coupes de muscle s t r i é .  

6.2.2. EVI e t  phase aiguë 

Une étude de 38 cas montre que 63 % des patients présentent des 

anticorps E V I  dans leur sérum (Szarfman e t  a l . ,  1977). Deux patients infectés 

par accident de laboratoire ont présenté dans leur sérum des anticorps €VI 

(Hubsh e t  a l . ,  1976). Schmunis e t  a l .  (1978) confirment l a  présence d'anti-  
_L__ 

corps EVI en cas aigus e t  montrent-que des individus t r a i t e s  au Nifurtimox 

maintiennent leur taux d'anticorps E V I  alors  que l e  taux des anticorps anti-  

T. cruzi chute. 



6.2.3. EVI e t  phase chronique 

Le premier travail de Cossio e t  a l .  (1974) montre que 95 % des 

patients infectés avec cardiopathie présentent des EVI .dans leur sérum. Le 

travail de Diez e t  a l .  en 1976 corrobore ces premiers résul ta ts  mais ceux 

de Szarfman e t  al . (1978) e t  sadi y s k y  (1977: ne montre aucune relation entrel 

la  présence dans l e  sérum de ces anticorps e t  la  pathologie. 

Ces résul ta ts  divergents peuvent dépendre des populations étudiées 

e t  nous analyserons la  prépondérance des anticorps EVI parmi des populations 

bol i vi ennes . 

6.2.4. Spécificité des anticorps EVI 

Des anticorps dirigés contre des structures cardiaques ont é t é  mis 
1 

en évidence dans l e  sérum de patients a t t e in t s  de maladie cardiovasculaire~ 

Kaplan 1961 ; Person e t  a l .  , 1974). Toutefois, i 1 semble que 1 a 

local isation de la fluorescence observée s o i t  différente. En e f f e t ,  Hubsh 

e t  a l .  (1976) montrent que l e  pourcentage de sérums de témoins sains ou 

a t te in ts  de maladie cardiovasculaire ou d'autres parasitoses présentant des 

anticorps EVI es t  fa ib le  ( 2  à 8 %) . Les auteurs constatent cependant une 

fluorescence localisée à l a  s t r ia t ion  des myofibrilles, au sarcopl asme e t  

au sarcolème dans l e  sérum de 50 à 60 % des patients témoins. De même, l a  

fluorescence de sérum de leishmaniens sur des coupes de coeur ou de muscles 

strii! SP InraIicq 4 la c t r i a f i n n  ,al1 wtrcoplasrne e t  au sarcolème (Szarfman 

e t  a l . ,  1975). 

6.3. Les autoanticorps anti-nerfs 

Khroury c t  a l .  en 1979 mettent en évidence des anticorps anti-nerfs 

dans l e  sérum de chagasiques par réaction d 'immunofluorescence indirecte,sur 
l 

coupes de nerf sciatique de souris e t  d'homme. Les auteurs observent une , 



fluorescence péri-axonale, localisée au niveau de la gaine de Schwann mais 

aucune fluorescence sur des coupes de cerveau d'homme ou de souris.  Dos 

Santos e t  a l .  (1976) contredisent ce résul ta t  en observant une réaction 

positive d'immunofluorescence en u t i l i san t  des coupes de cerveau de souriceaux. 

63 % de patients présentant une parasitémie e t  récemment infectés 

(phase aiguë) possèdent des anticorps anti-nerfs dans leur sérum (Szarfrnan, 

1977). 

Au cours de l a  phase chronique de 1 ' infection, Khoury e t  a l .  (1979) 

mettent en évidence des anticorps anti-nerfs dans l e  sérum de 83 % de malades 

présentant une cardiopathie. Dos Santos e t  a l .  (1976) confirment ce résul ta t  

en trouvant des anticorps anti-nerfs chez 96 % des patients en phase chronique 

de 1 ' infection avec ou sans cardiopathie. Récemment, Szarfnan e t  al . (1981) 

ont réal isé  une étude détai l lée  sur la  fréquence des anticorps EVI e t  des 

anticorps anti-nerfs chez des chagasiques de symptomatologies différentes : 

aucune relation n 'es t  observée entre 1 'incidence de ces anticorps autoimmuns 

e t  l a  pathologie (Tableau n03). 

D'autre part ,  les  auteurs observent une corrélation é t ro i t e  entre 

l a  présence d'anticorps EVI dans les sérums e t  ce1 l e  d 'anticorps anti-nerfs. 



Tableau n03 

Anticorps autoimmuns dans l e  sérum de chagasiques chroniques 

(Szarfman e t  a l . ,  1981) 

Nb. de pat ients  e t  
Groupes types d i  % Individus X 

autoanti corps t i t r e  ), 6 

Normaux EVI ......................... 7.4 

an t i  -nerfs .................. 3.7 

douteux EVI ........................ 58.6 

29 I anti-nerfs  ................. 58.6 

mégaoesophage 

stades 1 e t  I I  
........................ EVI 66.6 

anti-nerfs  ................. 60.0 

mégaoesophage EVI ....................... 57 

................. stades I I I  e t  IV anti-nerfs  57 

ou/et mégacolon 

cardiopathie EVI ........................ 68 

................. 1 tigère ant i  -nerfs 63.1 

cardiopathie + EVI ........................ 62.5 
megaoesophage et/ou ant i  -nerfs ................ 62.5 

megacol on - 

cardiopathie EVI ....................... 55.5 l sévère anti-nerfs  .....,.......... 55.5 

. . * inverse du t i t r e  ( log 2)  e 



MATER 1 EL. ET M~THODFS 



1. LES PATIENTS 

1. Origine 

Quatre groupes ont é t é  étudiés.  

. Le premier groupe e s t  composé d e  pat ients  habitant  La Paz (3800 m )  ou 

sur 1 'al  t i p l  ano bol ivien (4000 m )  venus consul t e r  à 1 ' I n s t i t u t  B 01 ivien 

de B i 01 ogie d '  Al ti tude à 1 a Paz. Ces personnes ont  é t é  d i r igées  vers 

1 ' I n s t i t u t  par d i f fé ren t s  centres médicaux, avec une suspicion cl inique 

ou parasitologique de l a  maladie de Chagas. Ces consultants ont  pu 

s '  in fec te r  dans di f férentes  régions de Bol ivi e mai s vivent depuis p l  us 

d'un an à l a  Paz. 

. La deuxième population étudiée e s t  composée de paysans hab i tan t  une 

val 1 ée pl us chaude ,si tuée à lOOkm de 1 a Paz e t  à 2500 m .  De nombreux 

triatomes infectés  ont é t é  trouvés autant  dans l e s  maisons que dans 

1 ' hab i ta t  péri-domestique (20 % : rapport du ministère bolivien de l a  

santé ,  étude épidémiologique 1980, Dr ~ a l e n c i a ) .  . 

. La troisième population e s t  composée de c i tadins  habitant Camiri, 

v i l l e  pé t ro l i è re  de 2000 habitants, s i t u é e  au sud de l a  Bolivie en 

zone t ropicale .  Notons que l e  nombre de triatomes infectés dans l e s  

maisons de Camiri mëme,a beaucoup diminué du f a i t  de l 'amél iora t ion 

de l ' h ab i t a t .  

. La quatrième population est composée de paysans ,habitants d ' u n  

v i l l age  (Sal inas)  s i t u é  à quelques kilomètres de Camiri où de nombreux 

triatomes infectés  ont é té  trouvés dans l e s  maisons corne dans 

l ' h a b i t a t  péri-domestiques (40 % : . r appor t  d u  ministère bolivien de l a  

sanie,  étude épi démi 01 ogi que 1980, Dr val Gncia). 



2.  Age moyen e t  sexe des populations 

La comparai son de 1 ' âge moyen des quatre popul ations (tableau 4)  sel on 

l e  t e s t  d u t  de Student montre que celle de La Paz e s t  significativement 

plus âgée que cel les  de Chiwisivi, Camiri, Salinas; ce l le  de Sa1 inas 

significativement pl us jeune que ce1 l e s  de La Paz, Chiwisivi , Cainiri ; 

cel les  de Camiri e t  de Chiwisivi comparables entre e l l e s .  

11 n 'y a pas de différence significative entre 1 'âge moyen des 

femmes e t  des hommes dans ces populations par contre l e  pourcentage 

de femmes étudiées à Chiwisivi e s t  fa ible  (20,2 %) . 
3.  Etude clinique des patients 

Un examen clinique e t  u n  électrocardiogramme ( Dr G .  Antezana e t  

Dr E.-Ribaute, IBBA) permettent de c lass i f ie r  les patients selon l e s  

cr i tères  établ i s  par 1 ' ObtS (1974) : l 

. Stade 1 : Pas de signes cliniques, électrocardiograme normal 

. Stade I I  : Signes cliniques modérés ou absents, électrocardiogramme 

avec 1 'une des al térations sui vantes : 

. Extra systol e ventri cul ai re 

. Bloc auri cul0 ventriculaire incomplet 

. Bloc de branche droite incomplet ou complet 

. Bloc de branche gauche incomplet ou complet 

. ~l tération primaire de l a  repolarisation 

. Stade I I I  : Signes cliniques évidents avec al térations suivantes de 

1 'électrocardiogramme : 

. Bloc de branche droite complet p l u s  bloc du tronc anterieur 

gauche 

. Zone électrique muette 



TABLEAU No 4 

AGE e t  SEXE DES POPULATIONS SELECTIONNEES 

Pourcentage 
âge moyen % hommes % femmes 

LA PAZ 45,57 ' 10,61 

CHIWISIVI 38,04 ' 13,55 

CAM 1 R 1 38,97 ' 13,62 

SALINAS 33,27 2 12,69 



. Bloc auri cul0 ventriculaire complet 

. Fi b r i l l  ation ou f l u t t e r  auri cul a i re  

Pour les  populations de Chiwisivi , Cami r i ,  Salinas, les  patients 

présentant un électrocardiogramme de stade I I  ou I I I  sont considérés 

comme cardiopathiques ; aucun examen paracl inique supplémentaire n 'est  

effectué. Pour les  patients venus consulter à l ' i n s t i t u t ,  une étude de l a  

pathologie gastrique e s t  aussi menée. Les examens du tube digestif  sont 

effectués à 1 ' hôpi ta1 gastroentérologique de La Paz (Hospi ta1 gastroente- 

rol ogi CO Bol i v i  ano Japones, Dr J . PABON) . 
Pour la  détection des méga-oesophages, un interrogatoire du malade 

e t  une radiographie de l'oesophage sont effectués. Le diagnostic e s t  basé 

sur 1 ' image radi 01 ogique. 

Après 1 avage de 1 'oesophage, une radiographie du côté antérieur 

dro i t  (malade debout) e s t  f a i t e .  Les malades présentant à l a  radiographie 

une rétention oesophagienne sans di la tat ion,  ou une di1 atation évaluée 

selon 1 a classification de Ferreira Santos (1961), sont considérés comme 

présentant une méga-oesophage. 

Pour l a  détection des méga-colons, quatre cl  i chets radiologiques 

sont pris après 1 avage bari t é .  Sont considérés comme présentant un 

méga- col on, les  sujets  avec do1 icosi gmoïde (1 ongueur anormale du 

colon ) OU un mégasi grnoide. (largeur anormale du col on) ( J .  PABON e t  al . , 
1980, soumis pour pub1 ication).  La classification établ ie  e s t  ce1 l e  des 

gas troentérol ogues de La Paz. 

4. Prelèvement de sang 

Les sangs veineux sont prelevés dans des ~ v a c u t e n e r ~ "  s:eriles" 

e t  laissés quelques heures à coaguler à l a  température du laboratoire puis 



une n u i t  à 4OC e t  sont centrifugés. Les sérums sont alors récupérés, 

distribués e t  congelés à -70°C. 

Une goutte de sang prélevée au bout du doigt 

e s t  examinée entre  lame e t  lamelle au microscope e t  les  parasites 

recherchés. 

Un f r o t t i s  e t  une goutte épaisse sont également effectués e t  après 

coloration auHMay-Grunwald :' exami nés au m i  croscope e t  les  parasi tes  

recherchés. 

Un xénodiagnostic e s t  effectué de manière systématique chez l e s  

sujets  venus consulter à 1 ' ~ n s t i t u t .  Trois boites contenant chacune 

10 triatomes (Triatoma infestants) sains sont fixées sur chaque cuisse 

e t  sur la  poitrine gauche pendant une 1/2 heure afin de permettre aux 

triatomes de se nourrir du sang du patient par piqûre. L'infection des 

triatomes se vé r i f i e  au microscope par examen des fécès de l ' insec te  

30 jours, 60 jours, 90 jours aprës 1 'exposition du patient aux triatomes 

(voir photo p. 3 3 ) .  

1 I I .  PREPARATION DES ANTIGENES 

1. Souches u t i  1 i sées 

- Trypanosoma cruzi Tehuantepec 

Cette souche a é té  isolée en 1938 par E. Brumpt' à par t i r  de Triatoma 

. Sp. trouvés infectés dans l a  région de Tehuantepec au Mexique (Daman, 

1941). Maintenue en culture i n  vi t ro  depuis 1959 dans l e  service de 

Parasitologie de 1 ' Ins t i tu t  Pasteur de Paris, el l e  nous a e t é  donnée 

par l e  CIBP de 1 ' Ins t i tu t  Pasteur de Li l le  qui 1 'entretenait  en culture 
depuis 1967. 





- Trypanosoma (Herpetomosa) rangeli RG -B- 

Cette souche a été isolée in vitro en 1949, à par t i r  d ' u n  chien 

"PIFANO"(HERB1G-SANDREUTER, 1957). 

Elle nous a é t é  donnée par 1 ' Ins t i tu t  de Médecine Tropicale 

d 'Anvers ( ITMA) ( département de protozool ogi e du Professeur 

W E R Y )  

2. Cul tures i n  v i t ro  

Le milieu de culture u t i l i s é  es t  l e  GLSH (glucose, lactalbumine 

hydrolysée, sérum, hémoglobine), initialement décri t par JADIN e t  

PIERREUX (1960) modifié légèrement par JADIN e t  LE RAY (1969) pour 

1 'ensemble de la  culture des Trypanosomati dae . 
L'entretien des souches en routine e s t  réa l i sé  en veinotubes 

s t é r i l e s  contenant 3 à 4 m l  de mil ieu GLSH. Les subcul tures sont 

effectuées de manière systématique une fois  par semaine. 

Les cultures massives s'effectuent progressi vement selon l e  

schéma de la figure n02. 

3. Préparation des formes épimastigotes u t i  1 isées pour 1 a réaction 

d'imunofluorescence i nd i  recte ( IMF) 

La méthode a é t é  mise au point par Weller e t  Coons (1954). Elle 

u t i l i s e  comme antigène un antigène f i  guré,clest-à-di re l e s  formes 

épimasti gotes de culture.  

Un à deux tubes de culture de 8 ou 10 jours sont centrifugés 

a 3000 t / m i n  e t  1 e culot de parasi tes  1 avé dans du Hanks 

Wallace t ro i s  fois .  Le culot e s t  resuspendu dans environ 2 ml de PBS 

pH 7.4 e t  une goutte de glutaraldéhyde à 2.5 % ou de formol à 0,2 % 



FIGURE 2 

PROTOCOLE EXPERIMENTAL POUR L'OBTENTION DE CULTURESMASSIVES 
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ajoutée au tube. Dix minutes plus ta rd ,  l e  tube e s t  à nouveau centri- 

fugé e t  l e  culot lavé une fo is  dans du Hanks Wallace. Le dernier culot 

de centrifugation e s t  suspendu dans du PBS. Les parasites sont ainsi 

fixés. On u t i l i s e  ensui t e  l a  technique des gouttes sur 1 ames porte objet .  

On trace t ro is  puits par lame à 1 'aide d'un diamant, une goutte e s t  

déposée sur chaque puits e t  on la i sse  sécher pendant deux heures. 

Les plaques sont ensui t e  conservées à -70°C. La fixation au formol 

donne une fluorescence plus diffuse tandis que celle à l a  gl utaraldéhyde 

donne une f 1 uorescence membranai re  . Nous avons adopté 1 a f i  xati on 

à 1 a g1 utaral déhyde. 

4.  Présaration d ' u n  ex t r a i t  soluble brut par éclatement sous pression 

La technique u t i l i sée  e s t  ce l le  des Argentins qui substituent 

1 'action du pilonnage des parasi tes  dans un mortier gl ace,associée à 

des congélations, décongélations, à 1 'action d'une pression de 10 à 

20 tonnes sur l a  suspension congelée de parasites.  

Des cultures massives de 10 à 15 jours sont centrifugées à 

3500 t / m i n ,  l e  culot lavé 3 fois dans du Hanks Wall a ce e t  l e  dernier 

culot de centrifugation suspendu dans une solution hypotonique (NaCl 

1 O/,,) à raison de 1 ml/g poids humide (culot de centrifugation après 

les lavages). La solution hypotonique permet de f a i r e  éclater  l e s  para- 

s i tes .  Cet ex t r a i t  antigénique e s t  ensuite soumis à une pression de plu- 

sieurs tonnes à 1 'aide d'une presse spéciale ( X  Press, LKB) e t  ceci t r o i s  

fois.  La presse e s t  constituée de deux chambres séparees par une pièce 

percée d ' u n  p e t i t  or i f ice .  Sous 1 'action de l a  pression, i l  y a un chan- 

gement de phase soudain de la  glace en eau, ce q u i  permet 1 'écoulement 

du matériel à travers 1 'o r i f ice  ' e t  l a  complète désintégration des cellules.  

Cet ex t r a i t  antigénique e s t  u t i  1 i sé  dans les  réactions de préci p i  tation 

en gel. 



5. ~ x t r a i  t an t i  génique soluble 1 yophi 1 i sé 

Le précédent ex t ra i t  e s t  centrifugé à 26 000 g pendant une 

heure à 4°C. Le surnageant e s t  ensuite dialysé contre de 1 'eau d i s t i l l é e  

pendant 24 heures puis lyophi 1 i sé .  Cet antigène soluble a été u t i l i s é  

pour les  réactions d'ELISA e t  de RFC e t  du RAST. 

IV. ETUDES SEROLOGIOUES 

1. Dosage des immunoglobulines totales 

Le dosage des immunoglobul ines s 'effectue par imuno-di ffusion 

radiale u t i l i san t  des plaques Behring (TRI partigen IgG, IgM, IgA, Lc 

partigen IgE). Les sérums dilués ou purs sont déposés dans des puits 

percés dans 1 a gélose contenant des anti -immunoglobul ines.  Aprës un 

certain temps de diffusion, i l  se forme des anneaux de ?rocipitation 

mesurés, à 1 'aide d lune règle spéciale (B ehring lnst i  tu t )  qui 

permet la  lecture directe du diamètre au carré.  Le diamètre au carré 

de 1 'anneau de précipitation e s t  proportionnel à 1 a quanti t é  d'immuno- 

globul i nes du sérum. 

Chaque protocol e e s t  accompagné de standards qui sont i n d i  spensa- 

bles à 1 ' interprétation des resui ta ts .  

L'équation de la courbe standard e s t  calculée sur ordinateur 

selon une courbe de régression l inéaire  de type : y = ax 3: b (y = diamètre 

au carré ; x = concentration des irnmunoglobul ines). La valeur a 1 'origine 

de ce t te  droite,  doi t  se trouver dans certaines limites indiquées par 

la  firme de commercialisation des plaques. S i  cette valeur sort  des 

l imites,  l e  protocole e s t  annul&. Par a i l l eu r s ,  ces plaques présentent 

des valeurs limites de mesure e t  s i  un sérum sort  des 1 imites de mesure 



i l  sera repris à une dilution supérieure. 

Valeurs 1 imites de mesure des plaques : 

. IgG : 19 UI/ml à 226 UI/ml 

. IgA : 16 UI/ml à 108 UI/ml 

. IgM : 39 UI/ml à 495 UI/ml 

. IgE : 920UI/ml à 11000 UI/ml 

Les valeurs normales d'individus d'Europe entre 15 e t  65 ans sont :  

moyenne val eurs extrêmes 

. IgG 144 UI/ml 92 UI/ml - 207 UI/ml 

. IgA 125 UI/ml 54 UI/ml - 268 UI/ml 

. IgM hommes 144 UI/ml 69 UI/ml - 287 UI/ml 

. IgM femmes 184 UI/ml 80 UI/ml - 322 UI/ml 

. IgE taux pathologiques: ) 700 UI/ml 

Il  n'y a pas de différence pour l e s  taux des immunoglobulines 

de classes IgG, IgA, IgE, entre hommes e t  femmes. 

2. IgE spécifiques 

Les sérums sont tes tés  par l a  technique du RAST (Radioallergo- 

sorbent t e s t )  gour détecter l e s  anticorps de classe IgE spécifiques 

de T. cruzi (KRAFT - e t  a l . ,  1976). 10 mg d 'ex t ra i t  antigénique soluble 

lyophil isé  de formes épimastigotes de culture, sont mélangés à 100 mg 

de parti cules mi crocri s t a l l  ines de ce1 1 ul ose activées au CNBr. Puis, 0,05ml 

de sérum sont  ajoutés à 0,5 ml de particules. Après lavage pour éliminer 

les IgE non spécifiques, l a  solution e s t  incubée avec 0,05 ml d'anti-IgE 

( 0 8  pg ; 185 KBq Pharmacia AB,  Uppsala). Les deux étapes d'incuba- 

tion sont réalisées par agitation verticale des tubes e t  chaque sérum 

t r a i t é  en t r ip l e .  



La quantité ~ ' I ~ E  spécifique e s t  proprotionnelle au taux de 

1 radioactivité f i x e  (Bound = B )  sur les  particules,  comparé au taux , 

I 
de l a  radioactivité totale introduite dans les  tubes ( to ta l  = T). 

Les résul ta ts  s'expriment en pourcentage de fixation : B/T. 

I 3. Dosage des immuns complexes (1  .C.) 

Le dosage des immuns complexes e s t  réal isé  par l a  méthode de 
l 

fixation du C l q  de NYDEGGER e t  a l .  (1974). Du C l q  marqué à 1 'lZ51ode, 
1 

ajouté 8 u n  sérum, se fixe sur les  immuns-complexes e t  1 'adjonction de 

pol'yethylène glycol ( P E G )  à une concentration f inale  de 2,5  % permet 

la préci pi tation des immuns complexes marqués. Après centrifugation la  

radioactivité e s t  mesurée dans les  culots. Le taux de radioactivité 

es t  proportionnel à la quantité de Clq marqué dans l e  culot qui es t  

e l l e  même proportionnelle â l a  quantité de C l q  f ixé sur les  immuns 

complexes, c'est-à-dire, à l a  quantité d'immuns complexes présents 

dans 1 e sérum à 1 'origine. . 

Ces dosages sont réal isés  au CIBP de l ' I n s t i t u t  Pasteur 

de Li1 l e  sur des sérums de Camiri lyophil i i é s .  25 pl de 
, 

sérum sont mélangés à 50 pl d'EDTA (0.2 N) e t  à 75 r l  de tampon VBS 

(Biomerieux) e t  décomplénentés une demi-heure à 37'C. Ensuite 50 pl de 

Clq  I~~~ sont ajoutés (50 ~1 donnent 10000 cpm). Tous l e s  t e s t s  sont 

réal ises  en t r ip l e .  Nous laissans l e  mélange incuber une heure â 60°C 

Puis une heure à 4OC. Les tubes sont enfin centrifugés 6 3500 t / m i n  

à 4°C pendant 20 minutes. Les surnageants sont décantés e t  la radioacti 

vité mesurée sur un compteur gamma (Intertechnique PG 4000). 

Les résu l ta t s  sont exprimés en pourcentage de Clq fixé aux I.C. 

précipites. Ce pourcentage e s t  calculé par rapport au Clq total  

précipité par de 1 'acide trichloracétique (TCA) 20 %. 



4. Dosages du C3 activateur, C3c e t  du C4 

Ces dosages sont réalisés par imnunodiffusi on radiale sur des 

plaques Behring (Lc-Partigen pour le  C3 activateur, M-Partigen C3c e t  

M Partigen pour l e  C4). Le protocole expérimental es t  sembl.able à celui 

suivi pour le  dosage des immunoglobulines totales. 

Les domaines de mesure sont les suivants : 

e t  les valeurs normales de sujets sains européens de 10 à 90 ans. 

dilué dans du PBS pH 7 ,4  au 1/100ème auquel 15 mg d'antigène s o l u ~ l e  de 

muscle de lapin ont été ajoutés afin d'absorber l es  composants du conjugué 

Techniques quanti t a  t i  ves de dosage des anticorps a n t i  -T. cruzi, 

5.1. Réaction d ' inununof 1 uorescence indirecte ( IMF) 

11 s 'agit de visualiser la liaison specifique antigène - ~nt icorps  

en marquant les anticorps par une substance fluorescente en lumière 

ul tra-viol e t te  ( f 1 uorochrome) . 
L'application pratique en a é té  fai te  des 1942 par COONS 

et  al . ,  en fixant de 1 'isothiocyanate de fluorescéine à des immunoglobu- - 
1 ines a fonction anticorps. Cette technique permet de revéler directement 

les  lai sons anti gène-anticorps. Une modification de 1 a methode directe 



e s t  l a  méthode indirecte di t e  à "deux couches" qui u t i l i s e  des immuno- 

globulines marquées anti-immunoglobulines de l 'espèce animale ayant 

servi à 1 'immunisation. Cette méthode se ra i t  selon NAIR (1969) plus 

sensible en raison de l a  disposition en éventail des complexes antigène- 

anticorps révélés par 1 es anti -immunogl obul i nes marquées. Ces immuno- 

globulines marquées sont actuellement commercialisées e t  de bonne 

qua1 i t é .  

* Prozocole-exeerimental 

La technique suivie e s t  cel le  de WELLER e t  COONS (1954), adaptée 

aux conditions de 1 aboratoi re. 

Les dilutions sériées des sérums sont effectuées en PBS pH 7.4. 

Chaque dilution e s t  déposée sur un puits d'antigène e t  l e s  lames sont 

mises à incuber une demi-heure à l a  température du laboratoire. 

Apres t r o i s  lavages des plaques en PBS pH 7.4, l e s  immunoglobulines 

marquées sont déposées sur 1 'an t igëne .C.s  immunoglobulines marquées 

(conjugué) sont diluées 200 fo i s  dans une solution de Bleu d'Evans 

préparé dans du PBS pH 7.4 au 1/7500 ème ( Ins t i tu t  Pasteur : Imunoglobul ine 

totales  humaines 2,95 mg/ml protéines anticorps). Les plaques sont à 

nouveau miie à incuber une demi -heure à l a  température du 1 aboratoire. 

Nous effectuons ensuite t ro is  lavages en PBS puis l e s  lames sont montées 

avec de la  glycérine 50 % pour l'observation au microscope Leitz avec 

un f i l t r e  BG 12.  

Chaque protocole comprend un ternoin posit if  e t  u n  témoin 

négatif. Chaque nouveau l o t  de. conjugué e s t  t i t r é  par ratmort à des 

sérums néqatifs e t  posi t i fs  déjà connus. 



R Lecture e t  intergrétation ---------------- -------- 
La dernière di 1 ution fluorescente sera prise comme t i t r e  de 

posit ivité.  La lecture a été réalisée l e  plus souvent par la même 

personne ou par une seconde personne entraînée avec l a  précédente af in  

d'avoir les  mêmes cr i tères  de posi t ivi té .  11 faut remarquer qu'une 

di lution de différence entre deux sérums n 'es t  pas significative.  

5.2. Réaction d 'ELISA (Enzyme Cinked Immunosorbent Assays) 

Il s ' a g i t  de visualiser e t  quantifier une réaction antigène- 
-. 

anticorps non pas en u t i l i san t  comme en immunofluorescence des 

anticorps marqués par une substances fluorescente mais des anticorps l 

marqués par une enzyme qui, en contact avec son substrat ,  donnera une 

réaction colorée proportionnel 1 e à 1 a quanti t é  d 'enzyme entrant dans 1 a 

réaction. I 

Ces réactions u t i l i sen t  des antigènes solubles fixés par 

l iaisons covalentes, ou liaisons de type électrostatique, à des 
l 

supports solides. Le choix du support e s t  sans doute déterminant quant 

à l a  précision de l a  technique. 

Les différentes étapes de l a  réaction sont schématisées sur 

l a  figure n03. 

Le protocole expérimental e s t  ce1 ui de Bout - e t  a l . ,  (1975) , 

adapté à 1 'antigène soluble de T. cruzi. 

. Le coating e s t  réa l i sé  dans des tubes 2 hémolyse de polyéthylène 

Les tubes contenant 1 ml de sol uti on antigénique (10 ~ g l m l )  

en tampon PBS azide pH 7.2 sont. mis a incuber pendant t r o i s  heures 

à 3 7 O C .  Trois lavages (aspirations,  remplissages en PBS pH 7.2 tween 



FIGURE W03 

ETAPES EXPERIMENTALES DE LA REACTION D'ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 
As say ) 
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20, 0,05 %) sont effectués. Un ml de sérum di1 ué dans du PBS pH 7 .2 ,  

Tween 20,0,05 % est  déposé dans chaque tube e t  l e s  tubes sont incubés . 

quatre heures à 1 a température du 1 aboratoi re.  Ensui t e ,  t ro i  s 1 avages 

sont effectués comme précédemment. Un ml de conjugué (anti immunogl o- 

bulines to ta les  humaines) marqué à l a  peroxidase ( I n s t i t u t  Pasteur 1,25 

mg/ml), dilué dans du PBS tween _ _ .  20, 0,05 % pH 7,2 e s t  ajouté à chaque 

tube e t  l e s  tubes  de nouveau iociiheç nuit  à 40C. 

Le lendemain l e  substrat enzymatique $ 6  ml de tampon phosphate L- 
pH 6 + 0,6 ml de H202 0.3 % + 58.8 ml d'eau d i s t i l l é e  + 0.5 m l  d'orhto- 

dianisidine (10 mg/ml de méthanol) e s t  ajouté à raison d ' u n  ml par tube l 
e t  1 aissé en contact pendant une heure. Après ce dé1 a i ,  l a  réaction e s t  

stoppée par une goutte d 'acide chlorhydrique 5N dansles tubes. 

La lecture de l a  densité optique e s t  f a i t e  à 1 'aide d ' u n  spec- 

trophotomètre (Beckmann) à 405 nm, en prenant comme blanc l e  substrat. 

Chaque sérum e s t  t r a i t é  en t r i p l e  au cours du même protocole. Tous les  

protocoles comprennent un témoin posit if  e t  un témoin négatif. Nous 

faisons l a  moyenne des t r o i s  densités optique obtenues pour un même 

sérum. Si une des valeurs e s t  t rès  éloignée des deux autres, ce1 le-ci 

e s t  écartée. 

5.3. Réaction de fixation du complément (RFC) 

i ------ Principe - 

Le principe de cet te  réaction e s t  basé sur l a  consommation de 

cornplgrnent par l e s  complexes immuns de t e l  le manière que l e  complément 

n'est plus disponible pour lyser des globules rouges sensibil ises à 

1 ' hémolysine, ajoutés lors  de la  dernière étape- de 1 a réaction. 

réaction. Les sérums décomplémentés sont mis en présence d'antigène 

soluble e t  de complément. Si l e  sérum contient des anticorps diriges 



contre 1 'antigène ut i l  i  sé, i 1 se forme des complexes anti gène-anti corps- 

complément. En ajoutant un système hémolytique (globules rouges sensi- 

bil isés  à 1 'hémolysine) à ce t te  solution, plus l e  sérum contiendra.: 

d'anticorps, moins i 1 y aura de complément disponible dans 1 e mil ieu 

pour produire 1 'hémolyse. 

K Composants uti l  i  sés --- --------------- 
La méthode ut i l isée e s t  ce l le  de GURREIRO e t  MACHAD0,(19I3) 

modifiée par KENT e t  a l .  (1963) e t  adaptée aux conditions de laboratoire. 

L'antigène u t i l i s é  e s t  1 'antigène soluble lyophilisé des formes 

épimastigotes de cultures de T.  cruzi e t  u n  même l o t  a é t é  pr is  pour 

toutes les expériences. La concentration e s t  de 0,2 mg/ml. 

Le même tampon e s t  u t i l i s é  pour toutes les  dilutions ainsi que 

pour  l a  préparation des globules rouges. 

Composition : 1 volume de tampon VBS (veronal bicarbonate s a l t )  

pH 7 . 3  - 7 . 4  ; 

4 volumes de gélatine (1.25 g / l )  

Le tampon VBS contient des ions M ~ + +  e t  ~ a + +  en concentrations 

optimales afin de permettre l a  lyse immune. 

La solution de gélatine permet de densifier l e  milieu. 

Le camplément u t i l i s é  e s t  du complément de cobaye lyophilisé , 

commercialisé (Behring Ins t i tu t ) .  

Le système hémolytique e s t  réal i sé par 1 ' i ncubati on de globul es 

rouges de moutons (prélevés en al selver, lavés t r o i s  fo is  dans du tampon 

VBS puis suspendu dans ce même tampon à rai son de 0.5 ml dans 14 m l  

de tampon) dans une sol u t i  on d '  hémolysine obtenue par immunisation de 

lapin par des globules rouges de mouton (Behring Ins t i tu t ) .  L'incubation 

se f a i t  volume a vol ume à 37'c yndant une demi-heure. 

K P~orocele-exeerlmen-al 

La techni que e s t  r6al i sée en m i  cropl aques . Les serums décmpl é- 



mentés sont dilués de façon sériée à part i r  d'une dilution au 1/2 e t  

distribués sur 1 a plaque : 

. 25 ~1 de sérum dilué 

. 25 pl d'antigène (0.2 mg/ml) 

. 50 pl de complément (1/50ème) 

Après une n u i t  à 4 O C ,  50 pl de globules rouges sensibil isés 

(hémolysine 1/500) sont ajoutés dans chaque puits. La plaque e s t  laissée 

une heure à 4°C avant d ' ê t r e  centrifugée, l 

Chaque protocole expérimental comprend un sérum témoin oosi t i f ,  

un autre négatif. D'autre part l e s  sérums sont tes tés  dans l e s  mêmes 

condi tions,avec des globules rouges non sensi bil isés  à 1 'hémolysine 

afin d ' écarter 1 es sérums q u i  donneraient spontanément une hémolyse. 

Enfin, tous les protocoles comprennent un témoin complément 

afin de contrôler son pouvoir hémolytique: 

di lutions des sérums 
1/50 1/100 1/200 

complément + antigène H - - 
complément + tampon H - - 

e t  un témoin cellules:  globules rouges de moutons sensibil isés seuls 

Lecture : Si l e  sérum contient des anticorps anti -T. cruzi 

i l  y aura inhibition de l a  lyse e t  ceci j u s q u ' à  une certaine dilution. 

Après centrifugation, les  globules rouges sédimentent au 

:fond de chaque puits. Si l e  sérum ne contient pas d'anticorps anti-  

T, cruzi, l e  complément 1 ibre lysera les  globules rouges e t  après 

centrifugation ,seul restera un tout pe t i t  sédiment (membrane des globules 

rouges) e t  l e  surnageant sera coloré par 1 'hémoglobine l i  berée. 1 
La dernière di1 ution pour laque1 l e  subsiste une hémolyse par- 

t i e l  l e  sera considerite comme t i t r e  défi n i t i f .  



6. Techniques qua1 i tatives de dosage des anticorps anti  -T. cruzi 

jpréci pi tation en gel ) 

6.1. Immunoél ectrophorèse ( I E P )  

L'immunoélectrophorèse e s t  basée sur deux propriétés des 

composants antigéniques : leur charge, e t  1 eur spécif ic i té  immunochimi que. 

La première propriété se caractéri se par une mobi 1 i t é  él ectrophoréti que 

propre de 1 'antigène dans un mil ieu gélose. La seconde par sa capacité 

à former un précipité avec les  anticorps correspondants dans des 

conditions optimales de concentrations respectives de 1 ' antigène e t  

de l 'anticorps.  GRABAR e t  BURTIN dans leur t r a i t é  (1964) détail lent l e  

principe e t  les différentes applications de 1 'analyse immunoélectropho- 

rétique. 

Schéma théorique de 1 ' immunoél ectrophorèse 

le r  temps : Migration des composants antigéniques à par t i r  du puits P 

de dépôt. 

Zème temps : Diffusion des composants antlgéniques e t  des anticorps 

j u s q u '  il équi 1 ibre e t  formation d'arcs de précipitation 



La méthode u t i l i sée  e s t  celle de GRAGAR e t  WILLAMS mise au 

- 

p o i n t  par AFCHAIN (1976) pour l a  caractérisation antigénique des Trypa- - 
nosomatidae Hétéroxènes parasi t e s  de 1 'homme. 

P 

Nous présentons ci-dessous le  diagramme u t i l i s é  en routine 

Anticorps 

+ 
Composants 

antigéniques 

pour réal i ser 1 es immunoél ectrophorèses des sérums. 

X épimastigotes de cul 

.Dimensions de l a  lame : 10 x 10 cm 

-Volume d'agarose 1 % (Indubiose agarose, IBF) : 20 ml 

.Volume de dépôt de l ' e x t r a i t  antigénique X Press T. cruzi ou T. ran e l i  : 
i 4+ 



Volume de dépôt du sérum concentré t ro i s  fo is  : 100 pl 

Voltage aux bornes de la  plaque e t  durée : 20 vol ts ,  2 h 30 

. Tampon de migration : tampon véronal pH 8.2 (160 g de barbital sodique 
+ 220 ml HC1 IN, qsp 10 1 ) 

La diffusion e s t  de 48 heures, puis les lames sont plongées dons 

un bain de c i t r a t e  trisodique à 5 % pendant 2 à 3 heures (élimination 

d'arcs de précipitation non spécifiques dus à l a  substance c ( ~ f ~ ~ ~ ~ ~  

. 1976). Les plaques sont ensuite lavées pendant 48 heures dans de 1 'eau 

physiologique tamponée ( 9  1 de Na Cl 9 + 1 1 de tampon véronal 

pH 8.2). La derniëre étape e s t  ce l l e  de démineral isation qui 

s'effectue aprës rinçage des plaques en eau d i s t i l l é e ,  en déposant sur 

l a  gélose un papier f i l t r e  (Watmann n O 1 )  jusqu'à séchage complet de 

celle-ci sur l a  plaque de verre. Les plaques sont enfin colorées 

pendant 5 à 10 minutes dans une solution dlAmidoschwartz 1 g de noir [ 
soudan + 425 ml d'acétate de sodium,(l3.6 3/1)+ 425 ml d'acide acétique 

60 % . La décoloration se f a i t  avec de 1 'acide acétique 60 %. 1 
L'interprétation se f a i t  sur deux points : l e  nombre d'arcs 

préci p i  tants  e t  1 eur local isation. 

6.2. Immunodiffusion en gel e t  identification des anticorps ant i -  

La diffusion d ' u n  antigène dans u n  milieu gélosé vers son 

anticorps provoque au point d'équivalence, c 'est-&-di re dans des 

conditions optimales de concentration de l 'antigène e t  de 1 'anticorps 

pour un système donné, l a  formation d 'un  précipité. 

Si une même préparation antigénique e s t  introduite simultanément 

dans deux puits adjacents face à un puits contenant les  anticorps 

correspondants, l e s  deux précipités vont se rejoindre si  l es  puits ne 

sont pas trop éloignes. On parle a lors  de réaction d ' ident i tg .  



Si au contraire deux solutions antigéniques différentes sont 

déposées, les t r a i t s  de précipitation vont  se couper, on parle alors de 

réaction de non identité. 

. Enfin, s i  deux solutions antigéniques donnent 1 ieu à une réaction croi - 
s6e , les  bandes de précipitation vont fusionner mais on notera une 

pointe q u i  marque la  différence partiel le entre les deux molécules. 
l l 

Nous avons ut i l i sé  la  réaction de double diffusion en gel pour 

rechercher dans les sérums la présence des anticorps anti-ontigène 5. 

Cette mise en évidence s ' e s t  fai te  par réaction d'identité 

entre un sérum monospecifique anti-antigène 5 produit chez le  lapin 

e t  fourni par l e  laboratoire du Docteur D. Afchain (CIBP Lille) e t  l e s  -- 

sérums humains face à un extrait  antigénique T. cruzi X Press. Le modèle 

employé a été celui u t i l i sé  dans l e  diagnostic spécifique de 1 'hydatidose 

developpé par BOUT e t  al . ( 1979), (voir photo p. 49 j . 



Immunodiffusion e t  identification des anticorm 

anti antigène 5 de T .  cruzi 

a : Antigene épimastigote de T .  cruzi (ex t ra i t  X Press) = 211. 

b : Hyperimnunsérum anti-antigène 5 de T.  cruzi majeur. 12 ~1 

1,2,3,4, : Sérums humains de patients = 1 2 ~ 1  



Les sérums sont concentrés t ro is  f o i s  e t  la diffusion dure 

48 heures. Les étapes suivantes sont en tous points analogues au t r a i t e -  

ment des plaques d'immunoélectrophorèse après leur diffusion. 

L '  arc Ag5-Ac anti .5 présente ou non une réaction d '  identité 

avec un des arcs formés entre l e  sérum humain e t  1 ' ex t r a i t  antigénique. 

7. Dosage des autoanticorps (EVI) 

La technique d'immunofluorescence permet de mettre en évidence 

des autoanticorps anti  -EVI, c '  est-à-dire di ri gés contre 1 'endocardi um, 

1 'endothélium vascul a ire ,  1 ' i n t e r s t i  t i u m  myocardique, dans l e  sérum 

de patients. 

La technique de Cossio e t  a l .  (1974) adaptée aux conditions 

de laboratoire a é t é  suivie. 

- Coupes : Nous util isons des coupes de coeur de souris de 2 d'épais- 

seur .faites à 1 'aide d ' u n  cryostat à -20eC. Les coupes sont 

déposées sur une lame porte objets à raison de t ro i s  par 1 ame ; el les  

sont ensuite conservées à -20°C. Avant emploi, l es  coupes sont décon- 

gelées sous ventilation 1 égère à 1 a température du  1 aboratoire. 

- l e r  temps de contact : Les sérums sont  di lués  de façon sériée à par t i r  

d'une dilution au l/lOème dans du PBS pH 7.4. 1 goutte de sérum dilué 

e s t  dépose sur chaque coupe mise à incuber une demi-heure à 37OC. On 

réa l i se  ensuite t r o i s  lavages en PBS pH 7.4. 

- 2ème temps de contact : Le conjugué anti-'immunoglobul inos 

totales  humaines marquées à 1 a fluorescéine (Inst i  t u t  Pasteur) e s t  

dilué dans du PBS pH 7,4 au 1/100ême auquel 15 mç d'antigêne soluble de 

muscle de lapin ont é t é  ajoutés afin d'absorber les composants du conjugui 

qui donnent une fluorescence non spécifique. Cette absorption s 'effectue 



. à 3 7 O C  pendant 2 heures puis pendant une nuit à 4%. Le lendemain, l e  

conjugué e s t  centrigé à 5000 t/min pendant une demi -heure e t  l e  

surnageant récupéré. Juste avant I 'emploi, on ajoute du bleu d'Evans 

à une dilution . , f inale  de 117500 . Le temps de contact avec l e  

conjugué e s t  d'une demi -heure à l a  température de 37OC. Après t ro is  

autres lavages dans du PBS, les lames sont montées (glycerine 50%). 

La lecture se f a i t  au microscope en lumière ultra-violette 

(Lei t z  f i  1 t r e  BG 1 2 ) ,  l e  cr i tère  de posi t i v i  t é  e s t  1 'observation d'une 

fluorescence à la fois au niveau : 

. de 1 'endocardi um 

. de 1 'endothélium vasculaire 

. de 1 ' in te rs t i  tium myocardique. 

Les dilutions des sérums étant  sériées,  1 'observation se f a i t  selon un 

c r i t è re  d'extinction de la fluorescence. La dernière di lution fluorescente 

sera retenue comme t i t r e  du sérum pour ce t te  technique. Chaque protocole 

comprend un témoin positif e t  un témoin nfigatif qui nous ont é t é  fournis 

par l e  Dr Mirtha STREIGER (Santa-~é  en Agentine). 



RESULTATS 



1. TAUX DES IMMUNOGLOBULINES DANS L E  SERUM DE CHAGASIQUES EN PHASE 

CHRONIQUE DE L ' INFECTION 

1.1. Immunoglobulines de classe IgG, IgM, IgA 

Les taux des immunoglobulines totales de classe IgG, IgM, IgA sont 

étudiés parmi t rois  populations bol iviennes (figures n04,5,6). Les sujets  

infectés par T. cruzi sont sélectionnés par t r o i s  réactions sérologiques 

positives parmi les réactions d'IMF, d'ELISA, de RFC e t  d11EP. 

Les moyennes arithmétiques sont cal cul ées ,pour chaque population. L 'écart 

type à la moyenne e s t  calculé, après vérification des variances ,dans l e  cas de 
1 

populations dont les deux ef fec t i f s  des patients infectés e t  des témoins dé- 

passent 30. Dans l e  cas contraire, 1 'écart-type à 1 ' e f fec t i f  e s t  u t i l i sé .  

-- 

La signifi  cation s tat is t ique des différences entre les  moyennes 

de chaque population e s t  analysée selon l e  t e s t  du t de Student. 

Les patients infectés de Chiwisivi présentent des taux d' IgG e t  dl IgM 

significativement plus élevés que ceux des témoins non infectés.  

Les patients infectés de La Paz (habitants demeurant depuis cinq 

ans au moins à La Paz) présentent seulement u n  taux moyen dlIgG significativement 

plus élevé que celui du groupe témoin. 11 n'y a pas de différence significative 

entre  les taux des IgM des patients infectés e t  non infectés quel que s o i t  leur  

sexe. 
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Aucune population infectée ne présente des taux d '  IgA signif icat i -  

vement plus élevés que les groupes témoins respectifs e t  dans la population 

de Camiri i l  n'y a pas de différence significative pour les  taux des t ro i s  

cl asses d ' i mmunogl obul i nes . 

2. Immunoglobulines de classe IgE 

Dans la population de Camiri, l a  moyenne des taux des IgE totales ,  

mesurées à part i r  de 920 UI/ml n 'es t  pas significativement différente pour 

les deux groupes de patients infectés e t  non infectés. Toutefois, l e  pour- 

centage d'individus avec des taux d'IgE t o t a l e  élevés e s t  plus important que 

dans les deux autres populations. 

Pour l'ensemble de la  population de Chiwisivi seulement, un  patient 

sur 48 (2 %) présente un taux d11gE > 920 UI/ml, pour ce l le  de La Paz, 3 

patients sur 80 (3,7 %) (tableau n05 ). 

Les IgE spécifiques ont également é té  dosées parmi un groupe de 

patients de Carnipi (figure n07 ) . Quelques sérums de patients infectés pré- 

sentent des taux élevés d '  IgE spécifiques (13,7 % : B/T ) 3 %) e t  l a  diffé- 

rence des deux moyennes des patients infectés e t  des témoins e s t  statistiquement ' 

significative selon l e  t e s t  du t de Student. 
l 

I I .  DOSAGE DES IMMUNS COMPLEXES DANS L E  SERUM DE PATIENTS EN PHASE 

CHRONIQUE DE L i  INFECTION 

Ce dosage e s t  effectué sur des sérums de l a  population de Camiri 

(figure no 8 ). Les moyennes des taux d'immuns complexes des chagasiques sans 

cardiopathie ou avec cardiopathie sont significativement différentes de cel le  l 

des témoins (patients non infectés).  Par ai 1 leurs ,  aucune différence signifi-  
l 

cative n ' e s t  trouvée chez les chagasiques sans cardiopathie entre les  hommes 



Tableau no 5 : Taux des IgE tota les  dans l e  sérum de patients en phase 

chronique de 1 ' in fec t ion  

Patients avec I g E  ) 920 UI/ml 
Origine Sérologie Nombre de cas - Test stat ist iqueS2 

Nombre Pourcentage Taux moyen *1 

Chiwisivi + 26 O O % 

La Paz + 50 2 4 % 3145 .O7 

*1 Moyenne arithmétique + écart-type 3 1 ' e f f e c t i f  

*2 Comparaison des moyennes selon l e  t e s t  du t de Student 



Figure  no 7 : Dosage des IgE spéci f iques dans l e  sérum de 

Chagasiques en phase chroniclue de 1 ' i n f e c t i o n  

Chagas + ' Chagas - 
n -51 n -17 

' m =2,02 m ~1.70 
6 =l ,O3 6 50.39 

t =1,85 
P<0.05 



en phase chronique de l ' i n f e c t i o n .  
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t e t  les femmes (17 hommes : m = 13,2 - 3,7 ; 26 femmes m = 13,7 f 3,6). 

I I I .  DOSAGE DU C3 ACTIVATEUR, DU C3c ET DU C4 DANS LE SERUM DE CHAGASIQUES 

EN PHASE C H R O N I Q U E  D E  L'INFECTIOJ 

Aucune différence significative n ' e s t  observée entre les  moyennes, 

les taux sériques du C3c, du C3 activateur, du C4 chez des patients de Camiri 

présentant une sérologie positive ou négative (Figure n o  9 ) .  La comparaison 

des moyennes e s t  réalisée selon l e  t e s t  du t de Student comme précédemment. 

IV. REPONSE HUMORALE ANTI T.CRUZI . - 
> l 

1. Mise- au point e t  corrglation des différentes techniques, 
. . -- -- 

intérêt  diagnostique 
2 

1.1. Détermi nation des t i t r e s  ou valeurs significatives de 1 a présence 

d'anticorps anti-T. cruzi pour l e s  réactions d'IMF, d'ELISA, de RFC 

e t  dlIEP. 

1.1.1. Technique d ' IMF 

Le tableau suivant montre q u ' i l  n'y a pas de différences signi- 

f icat ives  entre l e s  t i t r e s  de sérums chagasiques, que. les  parasites soient 

fixés au formol ou à l a  glutaraldéhyde : 

Sérums no t i t r e s  obtenus 

fixation au formol fixation à l a  glutaraldéhyde 



me.:.. : :I : 



La d i l u t i o n  du sérum à p a r t i r  de l a q u e l l e  l a  p o s i t i v i t é  de l a  

réac t i on  peut ê t r e  considérée comme s i g n i f i c a t i v e  de l a  présence d 'an t i co rps  

an t i -T .  c ruz i  dans l e  sérum e s t  déterminée à p a r t i r  de sérums témoins e t  de 

sérum d  ' i nd i v idus  présentant une i n f e c t i o n  par  T. c ruz i  paras i  t o l  ogiquement 

confirmée ( tableau n06 ) : 

- pa t i en ts  bo l i v i ens  qu i  n ' o n t  jamais voyagé en dehors de 1  ' a l  t i p l ano .  

Dans c e t t e  rég ion  (4000 m),la maladie de Chagas n ' e s t  pas endémique. 

- 6  sérums d'européens non i n f e c t é s  car  n 'ayan t  jamais voyagé en Amérique 

Lat ine  (personnel f rança is  du l abo ra to i re )  analysés dès l e u r  a r r i vée  à La Paz 

- 25 pa t i en ts  bol i v i e n s  , présentant des l és ions  cutanées ca rac té r i s t i ques  de 

leishmaniose cutanéo-muqüeüse à Leishmania b r a z i l i e n s i s ,  sans signes c l  i n i -  

ques de l a  maladie de Chagas mais où une i n f e c t i o n  chagasique e s t  poss ib le  - 
- 12 pa t i en ts  présentant une séro log ie  p o s i t i v e  pour l a  toxoplasmose, sans 

signes c l i n iques  de l a  maladie de Chagas mais où une i n f e c t i o n  chagasique e s t  

aussi possib le 

- 61 pa t i en ts  avec un xénodiagnostic p o s i t i f ,  c 'es t -à -d i re  une i n f e c t i o n  

par  T. c r u z i  , conf i rmée parasi  t o l o g i  quement. 

Parmi l e s  sérums témoins, seul un sérum p o s i t i f  en séro log ie  toxo- 

plasmose donne un t i t r e  )1/40. Pour ce groupe de pa t i en ts  une i n f e c t i o n  citaga- 

sique asymptomatique n ' a  pas été écartée. Les au t res  sérums témoins ne sont  pas 

p o s i t i f s  au-délà de l a  d i l u t i o n  de i/20ème. 

Aucun sérum de pa t i en ts  avec conf i rmat ion paras i t o l  ogi  que d  'une 

i n f e c t i o n  par  T. c ruz i  n ' e s t  p o s i t i f  à une d i l u t i o n  de 1/2Oème,. 11,4 % son t  

p o s i t i f s  à une d i l u t i o n  de 1/40ème e t  16,3 % de 1/80ème. Nous avons donc 

cho is i  l a  d i l u t i o n  de 1/40ème comme premier t i t r e  s i g n i f i c a t i f  pour c e t t e  

techni  que. 
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1.1.2.  Technique d'ELISA 

. Mise au point de la réaction 

Un coating avec traitement préalable des tubes à l a  glutaraldéhyde 

(Car1 i e r  e t  a l . ,  1981 a ,  b )  e s t  comparé au coating sans traitement (figure 

n40 A). La détermination de la  concentration antigénique optimale à u t i l i s e r  

s 'effectue par dilutions progressives de 1 'antigène (figure n q o  A )  afin 

d'obtenir une saturation de l a  surface du tube e t  ceci pour les deux types 

de coating. Les coating sont équivalents e t  celui sans traitement a é t é  

retenu en u t i l i san t  une solution de 10 rg/ml d'antigène. 

Le choix des dilutions du sérum e t  du conjugué sont déterminées 

par t i t r a t ion  (figures n o  10B e t  C )  e t  l es  dilutions retenues sont celles de 

1/100ème pour l e  sérum e t  une concentration de 500 ng/ml pour l e  conjugué. . 

. Détermination du seuil 

La valeur de la densité optique à par t i r  de laquelle l a  technique 
l 

peut ê t r e  considérée comme positive a é té  déterminée de l a  manière suivante : l 

la moyenne arithméitique des densités optiques à 405 nm de 141  serurns dont l e  

t i t r e  en IMF é t a i t  < 1/40ème, a é t é  f a i t e  e t  la valeur limite de significativitc 

calculée selon l a  formule suivante : L = m + 2 6 .  

Nous avons obtenu : m = 0.0733 e t  6 = 0.0459 
1 
1 

L = 0.1652, tous les  sérums présentant une densité optique >p. 17 seront 

considérés comme pos i t i f s  pour cet te  technique. l 

1.1.3. Technique de RFC 

. Mise au point du système hémolytique 

Les résul ta ts  suivants nous ont permis de choisir  les  dilutions de 

1/50ème pour le  complément e t  de 1/500ème pour 1 'hémolysine, de te l  l e  façon 

à ê t re  en excès de ces deux composants. 



Figure  nO1O A ,  6, C : Mise au p o i n t  dc l a  technique d 'ELISA 
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Di 1 u t  ions du compl ément Dilutions de l'hémolysine 

1/25 

1/50 

1/ 100 

1/200 

1/400 

Tampon 

H = hémolyse 

- = pas d'hémolyse 

Les mêmes lo t s  de complément e t  d'hémolysine ont é té  u t i l i sés  

au cours de toutes les  expériences. 

. Détermination du seui 1 de spécif i ci t é  

De même que pour l a  réaction d'ELISA, l e  t i t r e  s ignif icat i f  pour 

l a  réaction de fixation du complément, a é té  déterminé à 1 'aide de la  réaction 

d'IMF. 59 sérums présentant u n  t i t r e  en 1~~(1/40èrne ont é t é  t i t r é s  en RFC : 

95 % présentent un t i t r e  < 1/2,  1,69 % un t i t r e  de 1/2 (1/54) e t  3,4 % 

un t-i t r e  de  1/8ème (2/54). De pl us, parmi 202 sérums avec un  ti tre>,l/40ème 

en IMF, 27 présentent un t i t r e  en RFC de 1/2 (13.36 %). Etant donné les  

résultats obtenus, l e  t i t r e  de 1/2 a é t é  considéré comme l e  premier t i t r e  

s igni f ica t i f  pour ce t te  technique. 

1.1.4. Technique d '  IEP 

Les cr i tères  de posi t ivi té  pour ce t te  technique ont été détermines 

à part i r  de sSrums pour lesquels les  t ro is  techniques quantitatives de dosage 
I 

des anticorps anti-T. cruzi,  IMF, RFC, ELISA é ta ien t  négatives toutes les  t ro is  

a la fois .  Parmi 48 sérums négatifs, un sérum donne 2 arcs de précipitation 
1 

en traces e t  47 n'en donnent aucun. Les sérums présentant donc 1 a 2 arcs de 



précipitation en traces o n t  é t é  considérés comme négatifs. 

1 .2 .  Corrélation des techniques de dosage des anticorps anti-T. cruzi 

1.2.1. Corrélation quantitative des techniques entre  el les 

La figure n o  11 montre qu ' i l  y a 'bien une corrélation entre  les 

taux des anticorps anti -T. cruzi dosés par les  techniques d' IMF, RFC ou ELISA. 

Les droites de corrélation sont calculées par régression l inéaire  dont les 

coefficients de corrélation testés  par rapport au t e s t  du t de Student sont 

les  suivants: 

IMF/EL ISA O ,67 3,30 p (O .  005 

Les techniques q u i  donnent l a  meilleure corrélation sont celles 

dlIMF e t  RFC puis d'IMF e t  ELISA, e t  enfin d'RFC e t  ELISA. 

1.2.2. Corrélation selon l e s  seuils 

Parmi 263 sérums testés  par les  quatre techniques (figure n012), 

244 sont posi t i fs  ou négatifs pour les quatre techniques à la fo i s  (92.77 %), 

9 sont posit ifs pour t ro i s  techniques e t  négatifs pour une ( 2  sérums : O arc,  

6 sérums : 1 à 2 arcs en traces,  1 sérum négatif '  en RFC) e t  7 sérums sont 

négatifs pour t ro i s  techniques e t  posi t i fs  pour une (2  serum : IMF 1/80, 1/40 ; 

3 sérums ELISA : 0.173, 0.23, 0.18 ; 2 sérums RFC 1/2, 1/8 ; enfin t ro i s  sérums 

restent douteux puisque posi t i fs  pour deux techniques e t  négatifs pour les deux 

autres. A 1 'aide de quatre techniques,le diagnostic peut Btre assuré dans 

98.85 % des cas en considérant t ro i s  techniques sur quatre positives comme 

un résul ta t  posit if  e t  t ro is  techniques sur quatre négatives comme un résul tat  

négatif. 
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Figure n o  12 : Concordances entre les techniques d11MF, d'ELISA, 

de RFC e t  dlIEP selon leur seuil 

e f fec t i f  total  : 263 

% 
l 

population 

1 

100 - 
1 

1 

50 - 

l 
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concordances d i  scordances 

92,8% 

I 
72,2% 

20,6% 

7,2% 

7 
3,4X 2,7% 1,1% 
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.1.2.3. Etude de la sensibi l i té  des techniaues 

Par définit ion, l a  sens ib i l i té  d'une technique e s t  donnée par l e  

pourcentage d '  individus parasi tol ogiquement confi rmh,  présentant une sérologie 

positive pour une technique déterminée de dosage des anticorps étudiés. Dans 

notre cas, les  patients présentant un x é n ~ d i a ~ n o s t i c  posit if  sont les seuls 

à ê t r e  parasitologiquement confirmés, 100 % de cet te  population (50 cas) sont 

posi t i fs  pour les réactions d'IMF, d'ELISA, de RFC, par contre l a  sens ib i l i té  

de la  réaction dlIEP e s t  de 98 % car l 'un des sérums présente un arc en t race 

e t  e s t  donc considéré négatif pour cet te  technique. 

Une étude de l a  valeur de ces techniques a é té  réalisée sur l a  

population dont le  diagnostic a é té  é tabl i  immunologiquement par quatre tech- 

niques (3  techniques sur 4 positives ou négatives) e t  nous avons tenu compte 

des t ro is  sérums pour lesquels l e  diagnostic reste douteux. 

Tout d'abord, nous avons calculé l e  pourcentage de cas q u i  donne 

un résul ta t  conforme au diagnostic ainsi porté pour chaque technique : 

IMF : 258/263, 98 % 

ELISA : 257/263, 97 % 

RFC : 257/263, 97 % 

IEP : 252/263, 96 % 

Ensuite, nous avons calculé l e  pourcentage de cas pour lequel 

l 'association de deux techniques parmi les  quatre donne un resu l ta t  conforme 

au diagnostic porté précédemment à l ' a ide  des q"atre techniques e t  pour lequel 

les deux techniques sont en -accord, c'est-à-dire positives ou nggatives. 



Enf in ,  nous avons é t u d i é  l e  pourcentage de cas pour leque l  

1  ' assoc ia t i on  de t r o i s  techniques parmi l e s  qua t re  donne un r é s u l t a t  conforme 

au d i a g n o s t i c  p o r t é  à 1  ' a i de  des qua t re  techniques e t  pour l eque l  l e s  t r o i s  

techniques son t  à l a  f o i s  p o s i t i v e s  ou négat ives.  

2 .  Etude q u a n t i t a t i v e  de l a  réponse immune humorale chez des - 
Chagasiques en phase chronique de 1 ' i n f e c t i o n  

Deux types d'études s t a t i s t i q u e s  son t  menées : 

- comparaison des moyennes des logar i thmes de 1 ' i n ve rse  des t i t r e s  

d ' an t i co rps  dosés pa r  l e s  d i f f é r e n t e s  techniques ou pour 1  'ELISA 

moyenne a r i thmét ique  des dens i tés  opt iques ; 1 'analyse de l a  

p r o b a b i l i t é  de l a  d i f f é r e n c e  de ces deux popu la t ions  e s t  f a i t e  

s ta t i s t i quemen t  se lon  l e  t e s t  du t de Student.  

- Etwde de l a  r é p a r t i t i o n  des taux  des an t i co rps  ant i -T.  c r u z i  : 

pour chaque technique e t  dans chaque groupe, l e s  e f f e c t i f s  son t  

ca lcu lés  pour  1  es 1 i m i  tes  s u i  vantes cho is ies  a r b i t r a i r e m e n t  : 

1 ~ ~ \ < 1 / 8 0  ; )/ 1/160 
ELISA <0,40 ; b0.40 

RFC <1/8 ; & l/ 16 
Le t e s t  de XZ e s t  u t i  1  i s é  pour t e s t e r  l a  p r o b a b i l  i t é  de t r o u v e r  

un nombre s i g n i  f i c a t i  vement d i f f é r e n t  d ' i n d i v i d u s  avec des taux  supér ieurs  

aux 1 i m i t e s  é t 3 b l  i e s  c i  -dessus. 



. 2 . 1 .  Taux des anticorps anti-T. cruzi dans l e  sérum de Chagasiques 

de t rois  régions bol iviennes di ftérentes.  

.2.1.1.  Nombre de patients présentant une sérologie positive dans ces 

popul a t i  ons 

La population de Chiwisivi présente l a  sérologie la  plus basse, 

vient ensuite celle de Camiri e t .enfin cel le  de Salinas (Tableau n o  7 ) .  

Seules les différences entre les populations de Chiwisivi e t  Salinas, de 

Chiwisivi e t  Camiri sont significatives.  

2.1.2. Taux des anticorps 

La figure n013 montre l a  réparti t ion des taux d'anticorps parmi 

les  t rois  popul ations bol i v i  ennes étudiées. Une différence significative e s t  

observée seulement pour  l a  RFC entre les  populations de Chiwisivi comparée à 

cel les  de Camiri e t  Salinas. Chiwisivi présente pour cette technique un taux 

moyen d'anticorps plus faible  q u ' a  Camiri e t  Salinas (tableau n O U  ). Le 

second type d'analyse s ta t i s t ique  e s t  mené afin de vérif ier  s i  l a  réparti t ion 

des taux des anticorps e s t  différente entre les  populations : l e  t e s t  du ~2 

nous permet de conclure que l a  population de Salinas .présente un nombre de 

patients avec des taux élevés en anticorps significativement plus grand que 

celui de l a  population de Chiwisivi pour les  t r o i s  techniques sérologiques 

e t  celui de Camiri pour l a  technique d'ELISA seulement (tableau no 8 ) .  

2.2.  aux des anticorps anti-T: cruzi e t  xénodiaqnostic. 

Le xénodiagnostic a pu ê t r e  réal isé  de manière systématique sur 

des patients venus consul t e r  à La Paz. 

Parmi 99 personnes, 61 présentent un xénodiagnostic posi t i f ,  c ' e s t -  

à-dire 61.6 %. La figure n014, présente l a  réparti t ion des taux d'anticorps 

anti-T.. cruzi dosés par t ro i s  techniques (IMF, ELISA, RFC), dans des popula- 

t ions présentant un xénodi agnosti c posi t i f  ou négatif. 



Tableau no 7 : Nombre de patients présentant une sérologie positive parmi trois 

populations bol ivi ennes 

~opulation totale 

Sérologie positive R 

Nombre Pourcentage Test de x2 

Chiwisivi 

Cami ri 

Salinas 

* Sérologie positive : 3 T au moins + parmi IMF, ELISA, RFC, IEP. 
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Figure n014 : Taux des anticorps anti-T. cruzi chez des chagasiques 

chroniques présentant un xénodiagnostic posi t i f  ou négatif. 

,---xi n O + - x é n o  - 

dilutions des sérums 

di lut ions des s~mms 

40 

l a  2 3 4 5 6 7  
densite  optique d 405 nm 



Comme précédemment deux types d'analyse s t a t i s t i q u e  sont  menées. Seuls 

l e s  taux moyens des ant icorps  ant i -T.  c r u z i  dosés par  l a  technique 

d '  ELISA sont s i  g n i f i  cativement d i f f é r e n t s  en t re  l e s  populat ions présen- 

t a n t  un xénodi agnosti c p o s i t i f  e t  un xénodiagnosti c néga t i f .  

S ' i l  n ' y  a pas de d i f f é rence  s i g n i f i c a t i v e  en t re  l e s  moyennes des 

t i t r e s  obtenus en IMF e t  RFC, l e  nombre d ' i n d i v i d u s  présentant des taux 

>,1/160 en IMF e t  3 1/16 en RFC e s t  s ign i f i ca t i vemen t  p l u s  grand pour 

l e  groupe présentant un xénodi agnos ti c p o s i t i f  , comparé au groupe 

présentant un xénodiagnostic négat i f  ( tab leau n09).  

2.3. Taux des a n t i  corps a n t i  -T. c ruz i  e t  a l t i t u d e  

Parmi 1 a populat ion venue consul t e r  à 1 ' I n s t i t u t ,  nous avons 

sélect ionné l e s  personnes in fec tées  demeurant depuis au moins 5 ans 

à La Paz (3500 m) e t  comparé l e  taux des ant icorps de c e t t e  popu la t ion  

à c e l u i  des populat ions de Ch iw is i v i  (2500 m), Camiri e t  Sal inas (800 m). 

L 'étude s t a t i s t i q u e  des r é s u l t a t s  e s t  menée comme precédemment 

se lon  deux types d'analyse s t a t i s t i q u e  ( tableau nO1O). . 

La moyenne des taux d'anticorps, dosés en ELISA , de l a  populat ion 

de La Paz e s t  s ign i f i ca t ivement  p lus  basse que c e l l e s  des populat ions 

de Chiwisiv-i, Sal inas e t  Camiri, a l o r s  q u ' i l  n ' y  a pas de d i f f é r e n c e  

e n t r e  ces populat ions. D '  au t re  par t ,  l e  nombre d ' i n d i v i d u s  de La Paz 

avec des taux d 'an t icorps  20 ,40 n ' e s t  pas s i n g i f i  c a t i  vement d i f f é r e n t  de 

c e l u i  des populat ions de Ch iw is i v i  e t  Cami r i. Seule ,la popu la t ion  de 

Sa1 i nas présente un nombre de su j e t s  ,avec des taux >,0,40, s i  gni f i  c a t i  ve- 

ment p lus grand que c e l u i  de La Paz e t  également p lus  grand que ceux 

de c h i w i s i v i  e t  Camiri. 





Tableau nOIO : Analyse statistique des taux des anticorps anti-T. cruzi d'une population vivant a 3500 m 
' 

et de populations vivant à 2500 m e t  à 800 m 

r l  P.T. : poPulation t o t a l e  

1 x 2 Hoyenne arithmetique de l o g  m, 

i 3  Comparaison des moyennes selon te t e s t  du t de student 

r 4  Comparaison des e f f e c t i f s  par ?e t e s t  de x2 

La Paz 
3500 m 

Chlwisivl 
2500 m 

La Paz 
3500 m 

Carniri 
800m 

La Paz 
3500 m 

Salinas 
8 O û m  

7 

I# ' 

P.T. 

76 

72 

76 . 

168 

76 

45 

moyenne a2 p? 1 6 0  pz*' 

2.19 ? 0.32 67.1 X 

(0,05, - (0.05 
2.09 * 0.37 48,6 X . 

- 

2.19 2 0.32 67,l % 

> 0.05 >O.OS 
2.16 f 0.35 60.1 % 

2.19 0.32 67,l X 

>O.OS >0.05 . 
2.15 f 0.22 75.5 X 

--- 

RFC 

P.T. 

61 

68 

6 1 

76 

61 

18 

ELISA 

moyennex2 pl%3 % 21/16 

0.87 f 0.31 32.8 X 

70.05 >0,05 
0.77 t 0,35 . 21.4 X 

0.87 + 0.31 3 2 8  % 

>0.05 >0.05 
0.93 0.35 42.1 % 

0.87 f 0;31 32.8 X 

>O.OS >O.OS 

1.0 ? 0.38 50 X 

PST." 

74 

66 

74 

174 

+ 74 

45 

myerine a2 pl*3 %),0,40 

0.36 0,071 70.3 X 

(0.001 - >0,05 
0.40 ' O ,075 71,2 % 

0.36 f 0.077 70.3 X 

(0,001 - >0:05 

0.41 0,006 77.58 X 

70.3 X 
0.36 t 0,077 

Co.05 - 86.7 Z <O.OS 
0.44 2 0.074 



En RFC, l a  population de La Paz ne diffère pas de ce1 les  de 

Chiwisivi, Camiri, Salinas. 

Enfin pour l a  réaction d '  IMF, l a  moyenne des taux pour la  

population de La Paz e s t  significativement plus élevée que ce1 l e  de 

Chiwisivi e t  l e  nombre de su je ts  avec des taux ),1/160 e s t  aussi plus 

grand à La Paz qu ' à  Chiwisivi. 

2.4. Taux des anticorps anti-T. cruzi e t  'pathologie 

Une différence significative e s t  observée entre  l e  nombre de 

cardiopathiques à Camiri e t  à Chiwisivi, bien que les  populations ne 

présentent pas de différence significative de 1 'âge moyen ; l a  population 

de Sa1 inas, dont  1 'âge moyen e s t  l e  moins élevé, ne présente pas un 

pourcentage d ' individus avec cardiopathie différent de ce1 ui des autres 

populations (tableau n O l l ) .  

La première partie de 1 'étude d u  taux des anticorps en fonction 

de l a  pathologie a concerné l e s  populations de Chiwisivi e t  de Camiri. 

Les deux groupes pathologiques ont é t é  formés à par t i r  de 1 'observation 

de 1 'électrocardiogramme, mais les  sujets  ~euveQt  Presenter une ~at:hologie 

au tube dlgestlf associèe ou noi, a une cardiopi thie .  

D'autre part, 1 'étude du taux des anticorps n'a pu ê t r e  réal is te  que pour 

l e s  techniques d '  IMF e t  d'ELISA car l e  nombre de sérums testés  en RFC 

é t a i t  trop réduit. 

La f i y r e  n015,présente 1 a répart i t ion des taux des anticorps en 

IMF e t  en ELISA des cardiophatiques. e t  non cardiophatiques. 







L'analyse s tat is t ique dans 1 e tableau nOIZ, ne montre 

aucune différence s i  gni fica t i  ve entre 1 e s  moyennes des taux des groupes 

de chagasiques avec ou sans cardiopathie, de même,le nombre des chaga- 

siques avec cardiopathie présentant des taux >,1/160ème en IMF e t  

20,40 en ELISA n 'es t  pas significativement différent  de celui des cha- 

gaslques sans cardiopathie. 

Une étude plus détai l lée  a pu é t r e  menée chez des patients 

venus consulter à La Paz. Sur 70 personnes ayant subi les  examens 

cardiologi ques e t  gastroentérologiques , 29 présentent un mgga-col on dont, 

un cas associé à un méga-oesophage e t  deux cas avec rétention oesopha- 

gienne sans di1 atation, 8 présentent une cardiopathie sans autre 

pathologie associée, 9 présentent une pathologie cardi aque associée 

à une- pathologie du tube digestif  e t  24 sont asymptomatiques. 

t e  tableau n013 montre une différence s ignif icat ive des taux 

. moyens des anticorps entre les  chagasiques avec une pathologie mixte 

e t  l e s  asymptomatiques ainsi qu'entre 1 'ensemble des chagasiques présen- 

t a n t  une quelconque pathologie e t  les  chagasiques asymptomatiques 

pour 1 a technique d '  ELISA seul ement . 
Nous présentons sur l a  figure n016 les  pourcentages respectifs de 

ces popul ations présentant. des taux d 'ant i  corps ant i  -T. cruzi >,1/160 

en IMF e t  ),0,40 en ELISA. La comparaison de ces pourcentages a é t é  

réalisée par rapport à la population asymptomatique mais les  groupes 

étant  réduits,  1 'étude s tat is t ique n'a é t é  possible qu'entre, les  

asymptomatiques e t  1 e groupe méga-colon non associé d 'une part 

e t  l e s  asymptomatiques e t  1 'ensemble des i n d i v i d u s  présentant une 

pathologie d 'autre  part. Aucune différence s ignif icat ive n'a é t é  

observée. 



Tableau n012 : Analyse stat is t ique du taux des anticorps anti-T. cruzi en fonction de l a  cardiopathie 

*l : P.T. = population to ta le  

1 22 Moyenne arithmétique de log -= 
..-; 

23 Comparaison des moyennes selon l e  t e s t  du t de Student 

EL 1 SA 

P.T. xl moyenne 2I2 plg3 %),0,40 

20 0,38 t 0,069 45 % 

>O. 05 > O  ,05 

4 3 0.40 0,099 60,9 % 

.7 

3 1 0,41 0,093 51,6 % 

>O ,O5 >0,05 

143 0,40 2 0,069 57,3 % 

cardio + 

Chiwi s f v i  

cardio - 

Cardio + 
Cami r i  

Cardio - 

2 4 Comparaison des e f f e c t i f s  par l e  t e s t  de X 2 

C .  

1 MF 

P.T.*' moyenne x2 plX3 % >1/160 
.- 

22 2,04 t 0,33 45,5 % 

>0,05 >O. 05 

47 2,-12 + 0,39 48,9 % 
8 

31 2,17 0,36 64,5 % 

>oyo5 >O45 

136 2,15 + 0,35 58,8 % 



Tableau t1°13 : Comparaison des moyennes générales des taux des an t icorps  a n t i  

T.cruzi en fonc t i on  de l a  patholoqie 

1 ri1 Moyenne ar i thméthique de l o g  Ttifre 

x2- Comparaison des moyennes avec l e  groupe asymptomatique selon l e  
-'--, 

f ' I .  

t e s t  du t de Student . 
. 8  - ."# 

+,.n 

EL ISA 

moyenne *1 p 1 *2 

0,37 + 0,11 

7 0  ,O5 

0,34 2 0,07 

0,36 0,07 
>0,05 

0,34 2 0,07 

0,40 t 0,02 
<O ,001 - 

0,34 + 0,07 

O,37 2 0,08 

d 0  ,O5 - 
0,34 2 0,07 

c a r d i  o/asyrnpt. 

~ a s t r o / a s ~ m p t .  

~ i x t e / a s ~ m p t .  

\ 

e f f e c t i f s  

8 

24 

2 9 

24 

9 

24 

4 6 

2 4 

1 !.IF 

moyenne x l  plS2 

2,13 + 0,42 

>O ,05 

2,18 + 0,33 

2,30 2 0,35 

>O ,05 

2,18 2 0,33 

2,34 0,37 

>O ,05 

2,18 2 0,33 

2,28 + 0,36 

>O ,05 

2,18 2 0,33 
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3. Etude qua1 i tative de 1 a réponse immune humorale anti -T. cruzi de 

chagasiques en phase chronique de 1 ' infection 

3.1. Incidence des anticorps anti-antigène 5, spécifique de T. cruzi 

Les anticorps anti-antigène 5 sont présents dans plus de 50 % 

des sérums de chagasiques. Seule une différence significative du nombre 

d'individus présentant dans leur sérum des anticorps anti -antigène 5 e s t  

observée entre les populations de Chiwisivi e t  de Salinas (tableaun014). 

3.1.1. Incidence e t  taux des anticorps anti-T. cruzi 

L'analyse s tat is t ique des résultats montre, que seulement pour 

, la population de Camiri, les patients avec des anticorps anti-antigène 5 

dans leur sérum, présentent une moyenne des taux des anticorps totaux 

e t  u n  nombre de patients avec des taux >,1/160, 3 / 1 6 ,  >ù,40, signif icat i  - 
vement plus élevés que ceux des patients sans anticorps anti-antigène 5 

dans leur sérum (tableau n015). 

" 

3.1.2. Anticorps anti-antigène 5 e t  xénodiagnostic 

Le tableau no16 montre quel 1 e e s t  1 ' inci dence des anticorps 

anti-antigène 5 chez des patients avec un xénodiagnostic posi t i f  ou 

négatif. Nous ne notons aucune différence significative entre  les  

deux groupes. 

3.1.3. Anticorps anti-antigène 5 e t  .pathologie . 

,Le tableau n017 résume les  résul ta ts  obtenus pour l e s  populations 

de C h i w i s i v i  e t  de Carniri avec l e s  restr ic t ions que cet te  étude irnpl ique 



Tableau n014 : Inc idence des a n t i c o r p s  an t i - an t i gène  5 de T.  c r u z i  parmi 

t r o i s  popu la t ions  bo l i v i ennes  d i f f é r e n t e s  

Nbre t o t a l  de % de chagasiques . T e s t  de x * 
chagasi ques avec 
( s é r o l o g i e  Ac anti-Ag 5 

p o s i t i v e )  P (D.D.) 

% Séro log ie  p o s i t i v e :  3 techniques au moins p o s i t i v e s  parmi 1 ' IYF, 
RFC,ELISA,IEP 1 

C h i w i v i s i  

Cami r i  

Sa1 i nas  

61 63.93 % 

>O. 05 

9 1 78.02 X c0 .05  l 

45 
>O. 05 

86.66 % 1 





Tableau n016: Incidence des ant icorps  a n t i - a n t i  gène en fonct ion 

du xénodi agnost i  c 

Chagasiques 
x 

nombre pourcentage ( Popul a t i  on de 
La Paz) . 

Xéno + 

nombre 
de cas 

iY Sérologie p o s i t i v e :  3 techniques au moins p o s i t i v e s  parmi 1 ' IYF, 
RFC,ELISA,IEP 

,/-* 

{ 
i 

i ii!ii/ 
'k- 



Tableau n017: Incidence des ant icorps ant i -ant igène 5 en fonc t i on  de l a  

card iopath ie 

Pat ien ts  avec une séro log ie  p o s i t i v e  

card i  odathiques non card fopath i  ques 

nombre Ac ant  i -Ag 5 nombre Ac ant i -Ag 5 ---------------- 
t o t a l  nombre O/ /O t o t a l  nombre 

------------- 
2- - 

Cami r i  

Test  de x2 
.17 12 70.5 % 87 63 72.4 W, 

p >0.05 



quant aux groupes cardiopathiques e t  non cardiopathiques. Nous n'observons 

aucune d i f f é rence  s i g n i f i c a t i v e  entre l e s  deux groupes. 

Une étude p lus  d é t a i l l é e  a pu ê t r e  réa l i sée  chez l e s  pa t i en ts  

venus consul t e r  â La Paz e t  l e  tableau nOIU présente CES r e s u l t a t s .  Ncus 

n'observons aucune d i f f é rence  s i g n i f i c a t i v e  quant à l a  présence des 

ant icorps  ant i -ant igène 5, en t re  l e  groupe d'asymptomatiques v r a i s  e t  

ce1 u i  des pa t i en ts  présentant une pathologie d iges t i ve  sans aut re  

pa tho log ie  associée ; nous n 'en  observons pas non p lus  en t re  l e  groupe 

présentant  une quelconque pathologie e t  l e  groupe d'asyinptomatiques. 

Les au t res  groupes é tan t  t r è s  r é d u i t s  nous n'avons pu r é a l i s e r  

1 'étude s t a t i s t i q u e .  

3.2. Etude d 'au t res  antigènes (immunoél ectrophorèse) 

L ' analyse immunoélectrophoréti que présente 1 'avantage par  
1 

r appor t  aux techniques de dosage q u a n t i t a t i f  des ant icorps,  d ' a v o i r  
1 

une approche qua1 i t a t i v e  de l a  réponse humorale ant i -T.  c ruz i  par l a  

connai ssance des c a r a c t e r i  s t iques  immunoélectrophorétiques, d 'an t icorps  

d i r i g é s  contre des 2ntigènes du paras i te .  Certains de ces a n t i -  

genes sont  , spéci f iques du pa ras i te  e t  cec i  présente un i n t é r ê t  
1 

d iagnost ique évide'nt ; d 'au t res  pour ra ien t  e t r e  spéci f iques de souches 

de paras i  tes  e t  susc i  t e r  une réponse en ant icorps  d i f f é r e n t e  selon l e s  

populat ions . Nous étudierons dans ce chap i t re  s i x  types d 'an t icorps ,  

d i r i g é s  contre s i x  types d'ant igènes d i f fé ren ts .  Ces ant icorps,  

réve l  es en immunoél ectrophorèse, peuvent présenter  une s p é c i f i c i t é  T .c ruz i  

déjh démontrée,ou ê t r e  remarquablement f réquents dans l e  sérum des populat ion: 

t i ons  e t u d i  ées . 



Tableau n018: Incidence des anticorps anti-antigène 5 en fonction 

de l a  pathologie 

(Pathologie E f fec t l  f Ac anti-Ag 5 
Population de La Paz) t o t a l  nombre pourcentage 

Test de x2* 
P 

Tube d i g e s t i f  s t r i c t  30 19 63.3 % >0,05 

Cardiaque s t r i c t  

Mixte 

Toutes pathologies 

Asymptomatiques 2 1 13 61.9 % 

x Comparaison avec l e  ,groupe des asymptomatiques 



La position immunoélectrophorétique des six types d'anticorps 

Ctudiés e s t  schématisée ci-dessous-et i l l u s t r ée  par les  photos p.68. 

Nous avons repéré six arcs ,  dans 1 es conditions de 1 ' expGrience, 

selon leur 7osil.ion inmunoel 2ctrophorCtique: 

. un arc  cathodique,(C) 

. un arc neutre, ( N )  

. deux arcs anodiques lents : anodique 1 e t  arc 5, ( ~ 1  e t  5)  

deux arcs anodiques rapides: anodi Il:e 2 e t  anodiqut 3,  ( A 2  e t  A3). 

Seuq 1 'arc 5, dont le  tracé e s t  t r è s  caractéristique a é t é  

montré spécifique de T. cruzi ( ~ f c h a i n ,  1976). 

L' arc neutre pourrait correspondre au facteur EF (excreti ng 

factor),  décr i t  par Marcipar e t  a l . ,  (-1980). Cet antigene décr i t  dans l e  milic 

de culture de formes épimastigotes e s t  un polysaccharide e t  s e ra i t  

spécifique de T. cruzi. L'arc neutre obtenu entre un sérum humain de 

chagasique e t  1 'antigène de formes épimasti gotes de culture présente 

l a  même localisation immunoélectrophorétique que ce1 l e  caracterisant l e  

facteur EF. De l 'antigène de formes épimastigotes t r a i t é  au TCA 20%,( 

(fraction polysaccharidique, Carlier e t  al ., 1978) donne également un a rc  

de préci p i  tation,avec des sérums humains,de localisation identique Zi ce l le  

de 1 ' a rc  neutre (photo p. 69) .  . 



Position immunoel ectraphorétique des s ix  

types d'anticorps etudiés 

ec: AntiHne tbpimstogate T.cruzi - 
er: A n t i g a ~  Çp4nstigote T.r#wli 

: AFC a thodiqw 

: Arc nsutre 

Al:  Arc a W f  que 1 

5 : Arc n05 (Afchgin, 1976) 

M: APC ttm4Jqw 2 

A3: BPu: anodique 3 



~ ~ ~ ~ n o é l  ectrophorèse: extraction TCA 20% de 1 ' ant igène de T.cruzi - 
(ec TCA 20%) t e s t é  contre des sérums humains 

de chagasiques . (shl ,sh2) . 



L 'arc cathodique repéré, présente une pos'i tion :i ractéristique 

e t  parmi 10 sérums de chagasiques présentant cet arc e t  t e s tés  contre 

de l'antigène T.  rangeli de formes de culture, aucun ne donne un arc 

de préci pi tation avec cette même 1 ocal isation immunoél ectrophorétique . 
Les trois arcs anodiques repérés présentent également une 

posti tion immunoélectrophorétique caractéristique. L ' u n  des deux anodiques 

rapides correspondrait à un antigène glycoprotéinique (extraction methanol 

chloroforme, préci pi t a t i  on à 1 'éthanol ; Lemesre, cornmunicati on 

personnelle). L'étude de leur spécificité est  encore à faire.  

La figure n017 présente les fréquences des arcs étudiés chez 

les  chagasiques (sérologie positive) de Chiwisivi, de Camiri e t  de 

Salinas. L'arc 5 est majeur pour ces trois populations, les  arc anodiques 

2 e t  3 sont, après l ' a r c  5, les plus fréquents. La comparaison des fréquen- 

ces des arcs, parmi les différentes populations, révèle seulement une 1 

différence significative de la fréquence de l ' a r c  anodique 1, entre 

Salinas e t  Camiri (moins fréquent à Salinas). Entre Chiwisivi e t  Salinas 

les effectifs sont t r o p  réduits pour permettre l'étude statistique de ce 

même arc. 

11 n'y a pas de difference significative des fréquences des arcs 

observés, entre des chagasiques chroniques avec u n  xénodiagnostic positif  I 

ou négatif (figure n018). 

La figure n019 présente les fréquences des arcs pour des 
1 

chagasiques (sérologie positive) avec ou sans cardiopathie. L 'étude 

statistique n'a été menée que pour quelques arcs car les effect ifs  

étaient l e  plus souvent très reduits. Remarquons q u ' a  Salinas 18.1 % l 
1 

des cardiopathiques présentent 1 'arc 3 alors que les non cardiopathiques 

ne le  presentent pas. 

P -- 
1 





popul a t i  on 
in fectée  

Figure n018 : Fréquences des 6 arcs de ~ r é c i ~ i t a t i o n  r e ~ é r é s  e t  l e  

xénodi agnosti c 
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Figure n019: Fréquences des arcs repérés chez des chagasiques 

avec ou sans cardfopathie 

population 
infectce 

l H l W l S l V l  

arc arc arc arc arc arc 
cathodique neutre anodique 1 anodique 2 n'5 anodique 3 

T e s t d e x 2 : p  - )O,B >o,os )O,Oj 

popula tien 
infectee 

CAMIR l 

arc arc arc arc arc 3rc 
cathodique neutre anodique1 anodique2 n05 aradique 3 

T e s t d e 8 : p  - )o.a >0.05 >O .OS )0,05 

c a r d i o  + = 29 
---cardi0 - = 135 

27.6 25.9 
I 

19.2 I l4 13,8 1 
I I 10.3 1 I I 

I 
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45,4 
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L'étude a été poursuivie chez les  patients venus consulter 

à La Paz. La figure n020 montre quelles sont les fréquences de ces arcs 

parmi 1 es différents groupes de chagasi ques présentant une pathologie 

e t  l e  groupe des chagasiques asymptomatiques. 

Etant donné l e s  e f fec t i f s  réduits dans chaque groupe, l 'étude 

s ta t i s t ique  n'a pu ê t re  réalisée que pour certains arcs .  Les fréquences 

des arcs,  cathodique, neutre, 5 e t  anodique 3, ne sont pas différentes 

pour 1 es chagasi ques asymptomati ques e t  ceux présentant une pathologie 

du  tube digestif non associée ; celles des arcs neutre, anodique 2 ,  5 

e t  anodique 3 ne sont pas différentes pour les  chagasiques asymptomatiques 

e t  ceux présentant une quel conque pathol ogi e . Remarquons seulement que 

1 a fréquence de 1 ' arc anodique 1 es t  beaucoup pl us élevée chez l e s  

individus présentant une pathologie. 

V . REPONSE HIIMORA1.E A ~ J T O  IMMUNE I ~ E  CHAGASI QUES EN PHASE CHRONIOUE 

.DE L ' INFECT LON 

Rappelons tout d'abord que l e s  autoanticorps EVI ont é t é  

mis en évidence par Cossio e t  a l .  (1974), dans l e  sérum de 95 % des 

cardiopathiques chroniques. Plusieurs auteurs travai 11 ant sur des popul a- 

t ions différentes ne confirment pas ces résul ta ts .  D'autre part ,  

Szarfman e t  a l .  (1976) montrent que l e s  autoanticorps dirigés contre 

l a  gaine de Schwann existent ' dans l e  sérum de patients présentant 

des anticorps EVI . Ce dernier résul ta t  nous a permis de choisir  un seul 

type d '  autoanti corps ( l e s  EVI) pour 1 'exploration de l a  réponse humorale 

autoimmune. 

Une premiere partie de notre étude a é t é  menéesur l e s  sérums 

de patients de Chiwisivi e t  de Camiri. 



Figure n020: Fréquences des arcs repérés e t  patholoaie 

arc c a l h o d i ~ u c  

Test de.X 2 

1 I 
P >O005 >0.05 

arc anodique  2 

I a r c  n e u i r e  

Patnolooies 

--- Tub* d i ;és t i f  
a rc  a n o d i q u e  1 

--Cardiaque 

----Mixte 

-.-.-Toutes pathologies - Asymptoratiques 

42.8 40 - 
I l  I 

' I I ,  I 

' I l l  I 4 
i t i  

c I 1 '  

a r c  anodique  3 

70 



La figure n021 e t  l e  tableau n019 montrent que, parmi 1 es populations 

de Chiwisivi e t  de Camiri, l e s  taux moyens des EVI sont plus élevés 

chez l e s  patients chagasiques comparés aux non chagasiques e t  

l e  nombre de patients avec des taux >/1/40ëme en IMF e s t  plus grand. 

D'autre part ,  pour ces deux populations, i l  n'y a aucune d i f f é renc~  

significative des taux des anticorps EVI entre les  chagasiques avec ou 

sans cardiopathie (f igure n022, tableau n020, a e t  b )  . 

L'étude précédente e s t  res t r ic t ive  dans la mesure où les patients 

peuvent présenter une pathologie associée. L'étude des anticorps EVI chez 

des patients de La Paz, permet de conclure qu' i l  n'y a pas de rapport 

entre l e  taux des anticorps EVI e t  l a  pathologie (tableau n021) car l a  

comparaison des patients présentant une pathologie e s t  a lors  f a i t e  en 

fonction d ' u n  groupe d'asynptsmatiques vrais .  
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Figure n o  21 : Taux des anticorps EVI dans l e  sérum de patients de Carniri e t  de 

Chiwisivi avec une sérologie positive ou négative 
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Tableau n019: Analyse s tat is t ique des taux des anticorps EVI dans le  sérum 

de patients chagasiques ou non chagasiques. 

1 e f fec t i f  moyen ne K 1 pl*2 % 3 1 / 4 0  

séro *4 + 
CHIWISIVI 

séro - 

1 xl Moyenne arithmétique des log titre 

29 1,48 + 0,23 55,2 % 

<0,05 (0 , O 1  

24 1,23 t 0,20 12,5 % 

séro + 
CAM1 RI 

séro - 

~2 Comparaison des moyennes selon l e  t e s t  du t de student 

7 5 1,64 + 0,31 70,6 % 
c 0 . 0 5  C O .  O 1  

20 1,39 + 0,22 35 % 

x3 Comparaison des e f fec t i f s  par l e  t e s t  de ~2 

84 3 techniques au moins positives ou négatives parmi l e s  techniques 
d '  IMF,RFC,ELISA,IEP. 



Figure n022 : Taux des anticorps EVI dans l e  sérum de patients 

avec ou sans cardiopathie .. 
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Tableau 20 : Analyse s tat is t ique du taux des anticorps EVI dans l e  sérum 

de chagasi ques avec ou sans cardiopathie. 

e t  écar t  type 
1 
l 1 Moyenne arithmétique des log titre 

cardio t 
chagasiqueS3 
de Chiwi sivi  

cardio - 

cardi O t 

chagasi 
de Cami ri cardia - 

K 2 Comparaison des moyennes selon l e  t e s t  du t de student 

b 

4 

effect i f  moyenne x 1 

11 1.44 0.21 

> O .O5 
18 1.50 2 0.25 

13 1.67 + 0.37 
>0.05 

62 1.64 2 0,29 

Chiwi s i  vi 
Taux des anticorps EVI 
- 

L3 Sérologie positive: 3 techniques au moins positives parmi 1 ' IMF. 
RFC,ELISA,IEP. 

... 

t Effectif 
Cami r i  31/20 ------------- 

Nombre % 

Chagasi que$3 
avec cardio 24 14 58.3 X 

chagasi q u e s ~ ~  
sans cardio 80 5 5 68.7 % 

Test de x2 p >0.05 

b 

3 1/40 ---------------- 
Nombre % 

5 20.8 % 

25 31.25 % 

p 70.05 



Tableau 21 : Taux des anticoprs EVI e t  pathologie 

1 *1 moyenne arithmétique des log titre . 3 
1 

Pathologies effect i f  

Gastrique 
non associée 3 1 

Cardiaque 
non associée 7 

Mixte 1 O 

Toutes pathologies 48 

Asymptomati ques 24 

*2 Comparaison des moyennes avec l e  groupe des asymptomatiques selon 
l e  t e s t  du t de Student. 1 

23 Comparaison des e f fec t i f s  avec l e  groupe des asymptomatiques par l e  
t e s t  de ~ 2 .  

moyenne x l  pl*2 

1,61 t 0,3 s0,05 

1,47 2 0,24 >0,05 

1,51 ' 0,2 >0,05 

1,57 2 0,2 >0,05 

1,5 t 0,2 

% > 1/40 
0 

71 % >0,05 

42,9 % 

50 % 

62,s % >0,05 

54,2 % 



DISCUSSION 



1. TAUX DES IFlrSUNOGLOBULINES DANS L E  SERUM DE CHAGASIQUES E N  PHASE C H R O N I Q U E  

DE L'IRFECTION 

1. Immunoglobulines de classes IgG, IgM, Tg4 

Comme nous 1 'avons vu dans l e  chapitre îilr la  présenta tioti du sujet ,  

les  résul ta ts  des d i f ~ ~ r e n t s ~ ~ t r a v a u x ,  sur les  uosages des immcno~lobulines 

totales IgG, IgM, IgA, sont discordants. Un point important e s t  à souligner : l a  

nécessité de sélectionner une population témoin du même endroit comme l ' on t  noté 

Marsden e t  a l .  (1970) q u i  ont t ravai l lé  sur une population brésilienne d'un même 

village. Dans l e  cadre de notre étude, les  t ro i s  çroupes de chagasiques sont 

comparés à des çroupes témoins du même endroit. Les conditions d'expérience 

étant semblables pour tous les sérums- ,nous obtenons des résul t a t s  différents 

selon l a  population étudiée. 

Les individus infectés de Chiwisivi présentent des taux moyens d '  IgG e t  

dlIgM significativement plus élevés que les  témoins, ceux de Camiri, par contre,  

ne montrent aucune différence significative comparés aux témoins e t  1 'âge moyen 

de ces deux populations n 'es t  pas significativement différent.  

t ' a l t i  tude peut ê tre  évoquée pour ju s t i f i e r  ce t te  différence. Comme 

nous l e  reprendrons ci-dessous, cet te  hypothèse e s t  infirmée par les  résultats 

obtenus sur la  population de La Paz composée de personnes vivant à 3500 m depuis 

au moins 5 ans. Remarquons cependant, que l a  population de Chiwisivi , composée 

d'agriculteurs, e s t  en contact é t r o i t  avec l e  vecteur, alors que ce l l e  de Camiri, 

c i  tadine, e t  de catégorie socio-économique moyenne, n ' e s t  pl us en contact perma- 

nent avec l e  vecteur grâce à 1 'amélioration de 1 'habi tat  en v i l l e .  Ces résul ta ts  

restent en contradiction avec ceux de Marsden e t  a1 .(1970), d o n t  l a  population 

sélectionnée au Brésil e t a i t  paysanne e t  l e s  auteurs ne montrent aucune diffé- 

rence significative des taux des immunoglobul ines de cl asses IgG, IgM, IgA, 

entre les  chagasiques e t  les  témoins. 



D'autre part, 1 'existence de souches différentes dans les  deux zones 

n 'es t  pas à écarter.  En e f f e t ,  Tibayrenc montre que les types 1 e t  II  (décri ts  

par typage enzymatique) présentent des fréquences différentes dans la zone de 

Santa-Cruz e t  celle de Chiwisivi (communication personne1 l e ) .  Cette si tuation 

pourrait également se présenter entre Cami r i  e t  Chiwisivi . 

Le taux moyen des IgG totales dans l e  sérum de patients chagasiques - 

de La Paz e s t  significativement plus élevé que celui des témoins, mais ces 

valeurs restent  dans les  limites normales des taux seriques d'européens. 

La comparaison des taux moyens des di fférentes cl asses d ' immunogl obul i nes 

parmi les populations témoins vivant à des al t i tudes différentes (voir tableau) 

ne permet pas de conclure à une stimulation ou suppression polyclonale des immu- 

noglobulines en altitude. En e f fe t  s i  l es  IgG totales  sont plus élevées à Camiri 

(800 m )  qu ' à  Chiwisivi e t  La Paz, i l  n'y a aucune différence s ignif icat ive entre 

ces deux dernières popul ations (3500 m - 2500 m )  . L'envi ronnement parasitai re 

à Camiri pourrait j u s t i f i e r  cette augmentation. Pour les  IgM e t  IgA totales ,  i l  

n'y a pas de différence notable entre l e s  populations. 

Su je ts  non Taux moyens Ig totales 
chagas iques 

1 ciM 
Hommes h emmes 

La Paz 125 + 40 163 + 90 226 f 114 143 f 59 
(3500 m) 

Chiwisivi 121 2 30 131 + 50 
(2500 m )  

Cami r i  187 + 62 
(800 m )  

1 

Les résul ta ts  obtenus montrent que 1 'augmentation des IgG e t  des IgM 

totales  au cours de l a  phase chronique de 1 ' infection,est fa ible ,  indêpendante 

de l ' a l t i tude  e t  variable selon les régions. ~ 



2. Immunoglobulines de classe IgE 

Les t a u x  des IgE totales de patients en phase chroni~ue de 

1 'infection e t  de sujets  non infectés ne sont pas significativement différents 

quelle que s o i t  l a  population étudiée. 11 fau t  noter que l e  nombre de sujets 

avec des IgE dépassant 920 UI/ml, e s t  beaucoup plus grand à Camiri que dans les l 

deux autres populations . Cette augmentation globale des IgE pour ce t t e  ,population 

e s t  probablement due aux nombreuses infections par des helminthes dans cette 

zone. Gel l e r  e t  a l .  (197%) comparent les taux moyens d '  ISE totales de patients 

chagasiques e t  de leurs témoins de la même zone; leurs résul ta ts  sont 

comparables à ceux de Camiri mais ne permettent pas de conclure en l a  non 
l 

augmentation des IgE totales au cours d'une infection par T. cruzi. L'augmen- 

tation des IgE par des infections . à  helninttiiis peut niasquer: une' 

certaine augmentation due à l ' infect ion par T.  cruzi. Par contre, s i  on consi- 

dère les  deux groupes réunis de personnes non infectées (52)  de C h i w i s i v i  e t  de 

La Paz, 4% présentent des taux élevés en 1gE(> 920 UI/ml ) e t  parmi l e s  chagasiques 

3 %. Nous pouvons donc conclure qu'au cours de l a  phase chronique de l ' infect ion 

par T. cruzi i l  n'y a pas d'augmentation des IgE totales .  

L'étude des IgE spécifiques réalisée sur des sérums de patients de Camiri 

montre une différence significative des taux moyens entre les  chagasiques e t  

les témoins. Remarquons cependant que l e  nombre de patients chagasiques,en phase 

chronique de 1 'infection ,présentant des IgE spécifiques e s t  faible.  Un travail 

récent de Martin e t  a l .  (proposé pour publication) effectué dans l e  même 

laboratoire, sur des sérums d'enfants en phase aiguë de 1 'infection montre un 

nombre important de sêrums avec des IgE spécifiques. L'allergène responsable 

de la  production dlIgE spécifiques semble ê t r e  l i e  à l a  phase aiguë de 1 'infec- 

tion e t  i l  pourrai t y avoir un rapport avec 1 a présence de parasi tes circulants. 

L '  in terêt  di açnosti c de ce t  al lergène ,semble ê t r e  réduit en phase 

chronique par l e  peu de cas présentant des IgE spécifiques, d'autre part  i l  ne 



semblerait pas spécifique de T.cruzi. Des sérums de patients infectés par 

Leishmania brasi 1 iensis présentent des IgE spécifiques de Leishmania donovani 

1 (Afchain et al. ,1981). Des études en cours (Afchain et al .) montreraient qu'il I 

I s'agit d'un allergène commun à de nombreux Trypanosomatidae, et son application 
1 

1 pour 1 e diagnostic précoce des infections par T. cruzi ,ne serait réal isable que 
I 

dans des zones où les infections par Leishmania brasiliensis seraient absentes. 

1 
l La question reste posée quant au rôle de ces IgE spécifiques : contrôle 
l de la parasitémie en phase aiguë et peut-être en phase chronique dans certaines 

circonstances immunologiques. 

1 1. IMMUNS COMPLEXES 

Comme nous 1 'avons présenté dans le premier chapitre , quelques l 
1 

études d'infections expérimentales et humaines par T. cruzi montrent la présence 

d' immuns copplexes en phase ai guë et chronique de 1 ' infection. Nos résultats 
l 

des dosages des immuns complexes en phase chronique de l'infection confirment 

les précédents et la différence des taux moyens d'immuns complexes des patients 

avec cardiopathie et sans cardiopathie n'est pas significative. Remarquons 

toutefois que le groupe de patients avec cardiopathie est très réduit et que les 

non-cardiopathiques peuvent presenter une pathologie digestive. L'iitude de 

1 'incidence des immuns complexes en fonction de la pathologie de la maladie de 

Chagas nécessi te un groupe d 'asymptomatiques vrais atteints d'aucune pathologie. 

De nombreuses pathologies sont associées à des dépots d ' immuns complexes 

dans les tissus et a des immuns complexes circulants, ces deux facteurs imnuno- 

logiques existent en phase chronique de 1 'infection mais la nature de ces immuns 

complexes est discutable : les dépôts d'immunoglobulines mis en evidence au 

niveau de cellules musculaires pourraient être d'origine parasi taire ou d'origine 

autoi mmune. La connaissance du mécanisme impl iqué passe par 1 ' identification 

d 'antigène complexé ou d'antigène circulant. Les arguments en faveur de 1 'ori gine 



parasitaire de ces dépôts sont en premier l ieu la  nature parasitaire des immuns 

complexes démontrée dans les cas aigus d'infection (Martin e t  al ., 1981) e t  

dans les cas chroniques de patients venézuel iens(Frui t e t  a1 . ,1979). De plus, - 
quelques travaux montrent la présence d'antigènes circulants de T .  cruzi dans 

les  sérums expérimentaux en phase aiguë de l ' infect ion (Siqueira e t  a l . ,  1966 ; 

Dzebenski , 1974 ; Ara ujo e t  a l .  , 1976, 1977) e t  également u n  travai 1 montre 

l a  présence d'antigène circulant dans l e  sérum de patients en phase aiguë ou 

chronique de 1 'infection (dosage réalisé par la  technique d'ELISA) , (Araujo e t  a l .  

1981). 

Enfin, remarquons que les anticorps complexés observés en phase aiguë 

de 1 'infection sont de nature IgM (Martin e t  a l . ,  1981) e t  ne correspondent 

probablement pas aux  mêmes antigènes que ceux détectés en phase chronique où les 

IgM spécifiques de T. cruzi sont t r è s  faibles.  En phase chronique de 1 'infection, 

les  formes amasti gotes intracel 1 ulaires sont t r è s  abondantes e t  des immuns 

compl exes de nature parasitai re,  spécifiques de stade évol u t i f  doivent ê t r e  aussi 

recherchés. 

Certains travaux sont en faveur de 1 'origine autoimmune des dépôts 

d'immunoglobulines dans les t issus nous y reviendrons à propos de la  réponse 

humorale autoi mrnune . 

I I I  - FACTEURS DU COMPLEMENT 

Les dosages du C3 activateur, C3c, C4 permettent d'avoir une mesure 

de l ' é t a t  d'activation du complément par l a  voie classique (C4) e t  par l a  voie 

al terne (U3 activateur, C3c). Aucune différence significative des taux moyens 

de ces t ro is  facteurs n ' e s t  observee entre l e  groupe de chagasiques e t  celui des 

témoins e t  l e s  valeurs moyennes restent dans les  limites normales étabiies pour 

des sérums européens. Des variations anormales des concentrations sériques de 

certains facteurs du complément ont é t é  montrées dans d'autres infections à 



trypanosomes(ma1adie du sommeil),(Shirazi e t  a l . ,  1980; Rurangirwa e t  a1.,1980) 

au moment de fortes parasitémies avec retour à des taux normaux quand la 

parasi témie baisse. En phase chronique de 1 ' infection, 1 e complément pourrait 

participer au contrôle de la parasitémie mais, leç variations des facteurs du 

complément seraient faibles car l e  contrôle se f e r a i t  progressivement. 

IV - DOSAGE DES ANTICORPS ANTI-T. CRIIZI ET L E  - DIAGNOSTIC 

0 

Le choix des techniques de diagnostic dépend de l 'object i f  recherche : i l 

1 

diagnostic précoce de l a  phase aiguë ou diailnostic de l a  phase chronique, enquêtes 

épidémiologiques ou diagnostic de consultation médicale. Le diagnostic immunolo- 

gique précoce e s t  basé sur la mise en évidence d'anticorps anti-T. cruzi de classe 

IgM deux à t ro i s  semaines après 1 ' infection ma.içfa mi se en évid ence d'antigène 

circulant à ce stade de la  maladie pourrait permettre un diagnostic encore plus 

précoce. Dans l e  cas d 'enquêtes épid émiol ogiques, les techniques à préconiser 

sont celles d ' u n  emploi fac i le ,  demandant peu de moyens économiques, d'une bonne 
1 
l 

spécif ic i té  même s i  e l l e s  manquent de sens ib i l i té  (ex : agglutination au latex, 
1 

Pellégrino , 1971). l 

Le diagnostic de la  phase chronique de 1 'infection peut ê t r e  assuré par ~ 
1 

un diagnostic immunologi que basé sur 1 a mise en évidence d '  anticorps spécifiques 

de T. cruzi dans l e  sérum des patients. Ce diagnostic permet au clinicien de 

confirmer 1 'é t iologie des troubles cardiaques ou digest i fs  qu ' i l  constate, e t  de 

prescrire la poursuite des examens cliniques ainsi q u ' u n  examen parasitologique 

(xénodi agnosti c)  . En général ,l e' diagnostic immun01 ogi que ne permet pas 
1 

au clinicien de t r a i t e r  car les  médicaments spécifiques de 1la maladie de Chagas 

sont des agents trypanocides des formes circulantes trypomastigotes e t  l e  t r a i  - 
tement ne s 'effectue qu'en cas de mise en évidence de parasi tes circulants 

(xénodiagnostic pos i t i f ) .  Dans certaines régions d'Amérique Latine, i l  es t  . 

important de pouvoir f a i r e  un diagnostic différencie1 entre 1 'infection par 

T. cruzi e t  l ' infect ion par 7. rangeli  ou les  leishmanioses cutaneo-muqueuses du 

nouveau-monde. En e f f e t ,  les travaux d i  Afchain (1976) montrent qu 'environ 3/10ème 



des structures antigéniques communes entre les Stercoraria e t  les  Leishmania 

e t  S/lOème sont partagéesentre T. cruzi , T. rangeli , T.  dionisi i , à 1 ' in té r ieur  ~ 
l 

du groupe Stercoraria. 

Parmi les nombreuses réactions sérologiques de dosage des anticorps, 
1 

nous en avons u t i l i s é  quatre dont nous discuterons la  valeur. . 
2 

1. Techniques quantitatives de dosage des anticorps 

La réaction de fixation du complément, décri t e  en 1913 par Guerreiro 

e t  Machado f u t  la  première u t i l i sée  e t  e s t  encore de nos jours la  technique 

considérée de référence en Amérique Latine. La culture en masse des formes 

épimastigotes, a permis l 'amélioration des tes t s  en u t i l i san t  différentes 

préparations ou extractions antigéniques . Le groupe d'étude "s9rologie Chagas" 

de la  PAHO en 1966,a sélectionné 7 antigènes comme les plus u t i l i s é s  d o n t  u n  

antigène aqueux soluble (Cerisola e t  al ., 1960; Maekelt, 1966) qui e s t  semblable 
1 

à l 'antigène que nous avons u t i l i s é .  Bien que ce t t e  technique s o i t  cel le  de 1 

référence, les  techniques d'hémagglutination, d'ELISA, d'IMF, mises au point 

postérieurement ont é té  généralement plus sensibles. 

D'autre part, l a  réaction de fixation du  complément e s t  limitée 

dans u n  certain nombre de cas, par l e  pouvior anticomplémentaire des sérums. 

Toutefois, parmi 259 sérums de bol iviens, aucun n 'a  é té  trouvé anticomplémentai re 
- -- - . - - - 

La réaction d'immunof 1 uorescence indirecte e s t  simple Ei réal iser ,  

plus rapide (quelques heures)! que cel le  de la  fixation du complément e t  1 'emploi 
de formes épimastigotes sur lames introduit  par Girola en 1965 a donné de bons 

résul ta ts  (96 % de corrélation avec 1 a RFC) . Plusieurs travaux montrent q u  ' e l  l e  

e s t  plus sensible que l a  RFC e t  qu 'e l le  donne une bonne corrélation 



(Girola e t  al ., 1965 ; Alvarez e t  a l . ,  1969 ; Petana, 1975 ; Camargo 

e t  a l . ,  1977 ; Fuch e t  a l . ,  1980). 

Choisie dans notre travail comme technique de réference, pour 

sa sensi bi 1 i t é  e t  sa spécif ic i té ,  ce t te  technique nous a permis de définir  

l e s  seuils de s?écif ic i té  des autres techniques après avoir déterminé son 

propre seuil de spécif ic i té  à 1 'aide de sérums témoins. 

En sérologie, i l  e s t  toujours recommandé de prendre comme 

témoins sains d'une maladie, des sérums des populations locales e t ,  si  

1 a maladie de Chagas n 'existe pas en Europe, 1 'empl oi de témoins européens 

n 'es t  pas idéal ; en ' e f f e t ,  des facteurs d'environnement sani taire  ou des 

facteurs génétiques peuvent ê t r e  responsables de fausses réactions. 

La meilleure population témoin en Bolivie, semble ê t r e  l a  popu- 

lation vivant sur l ' a l t ip lano  (4000 m )  e t  n'ayant jamais voyagé en dehors 

de 1 'altiplano : selon les médecins, l e  Ministère Eolivien de l a  Santé et- 

l e s  habitants eux-mêmes de 1 'al t iplano , la maladie de Chagas n'existe 

pas à cette a l t i tude ; cependant Lent e t  a l .  (1979) signalent l a  présence 

de Triatoma infestans à une al t i tude de 4100 m.  Mais l a  présence de 

vecteurs de la maladie de Chagas à cet te  a l t i  tude s e r a i t  occasionnel le  

e t  n'implique pas 1 a réalisation du cycle. Aucun sérum européen e t  aucun témoi 

de 1 'al t iplano ne donnent un  t i t r e  21/40 . I l  en e s t  de même pour les 

patients a t t e in t s  de leishmaniose cutanéo-muqueuse mais l e  groupe de patients 

e s t  réduit e t  1 'étude i ncompl.ète,doi t ê t r e  poursuivie. 

Enfin, parmi des chagasiques avec un xénodiagnostic pos i t i f ,  

c'est-à-dire parasitologiquement confirmés, 1 a figure n014 montre que plus 

de 10 % de l a  population présente un t i t r e  de 1/40eme e t  0% un t i t r e  

i nferieur à 1/40ème. 



La technique d'ELISA e s t  moderne, t r è s  employée, e t  les publica- 

tions internationales appl icant cette méthode à des antigènes parasitaires 

sont actuel lement t r è s  nombreuses. Sa sensi b i  1 i t é  e t  sa spécif ic i té  dépen- 

dent de l'antigène employé, mais e l l e  e s t  en général de sensibi l i té  égale 

à ce1 les  d '  IMF, d '  hémaggluti nation, de radio-immuno-essais. Cette technique 

e s t  de nos jours appliquée en microméthode e t  automatisée. Elle p-met 

d 'u t i l i s e r  des quantités t rès  faibles d'antigène e t  ne demande pas, comme 

1 'u t i l i sa t ion  des réactions radioimmunologiques, de personnel spécialisé 

e t  de locaux spéciaux ; c ' e s t  une .bonne technique 'pour 1 'u t i l i sa t ion  . 

de fractions antigéniques purif iees ou semi -purifiées e t  ses diverses appl ica- 

tions permettent des dosages d '  anti.corps .ou d 'antigènes dans 1 e sérum. 

El l e  n 'es t  pas encore systématisée pour l e  diagnostic de 1 ' infec-  

tion par T. cruzi mais Voller e t  a l .  (1975) q u i  1 'ont adaptee au modkle 

T. cruzi obtiennent 98 % des sérums posi t i fs  en IMF, posi t i fs  également 

en ELISA. Fuch e t  a l .  ( 1980) confirment ces résul ta ts  e t  les  sensibi 1 i tés  

respectives obtenues pour 1 'IMF e t  l'ELISA sont de 95, 2 % e t  98,5 % tandis 

qu'elles sont de 73,l % e t  75,2 % pour la  RFC e t  1 'hémagglutination. Ces 

derniers résultats sont en contradiction avec ceux de Alvarez e t  a l .  (1969) 

qui montrent une sensi b i  1 i t é  analogue entre 1 ' hémaggl utination e t  1 ' IMF ; 

l a  qua1 i t é  des antigènes peut ê t r e  à 1 'ori  gi ne de ces di vergences. 

Les travaux de Anthony e t  a l .  (1979) montrent que 33 chagasiques 

boliviens testés  en ELISA présentent des anticorps contre T. rangeli à des 

taux deux fo is  moins élevés que ceux dirigés contre T.  cruzi . Aucun travai l  

n'ayant é t e  réalisé sur la  prévalence des infections par T. rangeli en 

Bolivie, i l  peut s 'agir  de réactions croisées ou d '  infections mixtes . 
Guimares e t  a l  . (1981) montrent q u ' u n  ex t r a i t  sa1 in antigénique 

.des formes épimastigotes de culture donne moins de réactions croisées, 
avec des sérums de leishmaniose cutanéo-muqueuse que 1 'antigène délipidé 

standard de Maekel t, ( 1960). En Bol ivie ,  l a  réparti t ion des leishmanioses 

dans l e  pays n'est 



pas parfaitement connue. Les travaux de Desjeux e t  a l .  ( 1974 ) ont montré 

leur importance dans l a  région des Yungas (va l l ies ) .  

t a  sens ib i l i té  d'une technique e s t  définie par l e  pourcentage 

d'individus parasi tologi quement confirmés qui donnent un t e s t  pos i t i f .  Ce 

t e s t  parasi tologique permet de selectionner une popul ation dont 1 ' infection 

e s t  assurée, mais ne sélectionne pas l e s  chagasiques chroniques pour lesquel s 

l a  parasitémie e s t  fa ible .  D'autre part ,  l 'étude .des 

anticorps anti -T. cruzi chez des chagasi ques avec xénodiacjnosti c posit if  

montre en moyenne des taux plus élevés que chez des chagasiques avec un  

xénodiagnosti c négatif. Ceci explique les  sensi bi1.i tes  des techniques d' IMF, 

de RFC e t  d'ELISA qui atteignent 100 % dans l e  cas de patients avec un xéno- 

d i  agnos ti c posi t i  f .  

D'autres auteurs sélectionnent,pour l 'é tude comparative de techniques 

sérologiques ,comme cr i tè re  de population infectée, 1 a cl inique (Fuchs e t  al . 
1980). Mais ,en aucun cas 1 a cl inique ne peut servir de diagnosti c de cer t i -  

tude à cause de sa non spécif ic i té .  

Nous avons essayé d'aborder d 'une autre manière cette étude, en 

considérant infectés,  les  individus présentant 3 t e s t s  sérologiques posit ifs 

sur 4 e t  non infectés ceux présentant 3 t e s t s  sérologiques négatifs sur 4 

Selon ce c r i tè re ,  l e s  sensibi l i tés  des techniques d '  IMF, de RFC e t  

d'ELISA sont . très élevées e t  tout à s fa i t  comparables entre e l l e s  ; ceci 

peut-être dû à 1 'homogénéité de l 'antigene u t i l  isé ,  qua i l  so i t  particul a i r e  
- - 

ou soluble. Dans environ 97 % des cas, 1 'association de deux de ces techniques - 
confirme l e diagnostic établ i e à l 'aide des quatre e t  l e s  deux techniques 

sont à l a  fo is  positives ou négatives. Bien que chacune de ces techniques 

s o i t  t r ë s  sensible, l'emploi de deux techniques donne une plus grande 

sécurité de diagnostic. 



Toutefois, dans la plupart des pays d'Amérique latine , les  zones 

d'infections par T. rangeli ou pa r  Leishmania ne sont pas toujours connues 

e t  i l  e s t  nécessaire d'avoir u n  diagnostic spécifique de 1 'infection par  

T. cruzi afin d'écarter tout type de réaction croisée. 

Comme nous allons le  voir dans le paragraphe suivant, 1 'étude 

qua1 i t a t i  ve 'des anticorps anti -T. cruzi Permet de résoudre ce problème. 

2. Techniques qualitatives de dosage des anticorps 

~ ' i ~ ~ ~ ~ é l e ~ t r o p h o r è s e  ( I E P )  , ,proposée par Af chai n e t  a1 ., (1970) n'a - 
jamais été appliquée en zone endémique. Le nombre moyen d'arcs de précipi- 

tation que nous avons obtenu dans l e  sérum de 201 chagasiques boliviens 
+ en phase chronique de 1 'infection at teint  5,6 arcs - 2,7.  Le nombre de 

précipitines est donc important: s i  cette technique es t  moins 

sensible que les autres, e l le  es t  plus spécifique puisque aucun sérum négatif 

dans les t ro is  techniques quantitatives n'est positif en IEP. 

Son intérêt réside aussi dans 1 a reconnaissance de 1 'arc 5 spécifi- 

que de T. cruzi ; mais , dans un certai n nombre de cas, seule la réaction 

d'identité en double diffusion permet de 1.e mettre en évidence. En e f fe t ,  

?a double diffusion es t  plus sensible puisqu'elle révèle a Caniri e t  Salinas 

78 % e t  87 % de patients avec des anticorps anti-5 contre 70 1 e t  67,4 % 
a. .- 

en immun~électro~horëse. 

A 1 'aide de ces techniques de précipitation, 1 'utilisation du seul 

critère de l a  présence des anticorps anti-5 dans l e  sérum n'est pas aussi 

sensible que 1 'utilisation de 2 techniques sérologiques. Les techniques de 

précipitation sont d'une sensi b i  l i  te limi tee, mais 1 'étude qualitative de la 

repense humorale que nous avons fa i t e  montre bien que les anticorps anti-Ag.5 

sont majeurs au cours de la phase chronique de 1 'infection (Chiwisivi : 64 1 ; 

h a i r i  : 78 % ; Salinas : 87 I )  e t  l 'ut i l isat ion d'antigène 5 purifie ou 

peut étre seulement semi -purifié ou d 'ant5corps monocl onaux anti -antigène 5 



aussi dissemblables que les  techniques d'ELISA e t  RFC. Ce résul ta t  semble 

montrer que les  anticorps dosés par plusieurs techniques ne sont pas 

équivalents même s i  i l s  sont dirigés contre l e  méme antigène t o t a l .  

Pour ces raisons, 1 'étude quantitative de 1 a réponse immune 

humorale a é t é  f a i t e ,  dans 1 a mesure du possible, pour chaque technique 

e t  les résu l ta t s  montrent que si  ces techniques sont en c o r ~ ë l a t i o n ,  , . 

lors  de 1 'analyse quantitative des anticorps en fonction d ' u n  c r i tè re  donné) 

l e s  résul t a t s  peuvent ê t r e  différents selon 1 a technique étudiée. 

L'analyse s ta t i s t ique  menée pour chaque technique e s t  de deux 

types : la comparaison de la  moyenne arithméithique des taux e t  l a  comparai- 

son des e f f ec t i f s  présentant des taux d'anticorps élevés, c'est-à-dire 

des taux supérieurs à une 1 imite choisie arbitrairement. Ces deux approches 

permettent de voir s i  en moyenne, les taux sont significativement différents 

en fonction d'un cr i te re  donné mais également s i  l a  répartition de ces taux 

e s t  équivalente dans l e s  deux populations étudiées. Deux moyennes de taux 

d'anticorps peuvent ê t r e  analogues, a lors  que l a  réparti t ion des taux peut- 

ê t r e  différente e t  inversement. 

L'étude quantitative des anticorps anti -T. cruzi des chagasiques 

de Chiwisivi , Cami r i ,  Sa1 inas, montre une différence n3table entre les 

populations de Salinas e t  de Chiwisivi pour l e s  3 techniques. Les chaga- 

siques de Salinas présentent en IMF un nombre d'individus avec des taux 

21/160 s i  gnifi  cativement pl us élevé qu'à Chiwisivi , en RFC l a  moyenne 

des taux e t  l e  nombre d ' i  ndividus avec des taux 31 /16  e s t  également 

plus élevé enfin en ELISA l e  nombre d'individus avec des taux >,0,40 e s t  

s i  gnifi cativement plus grand. 

Dans la  mesure où de façon isolée une technique donne des 

resul t a t s  s i  gni f icativement différents pour 1 'une des deux méthodes 



stat is t iques aucune interprétation ne peut ê t re  f a i t e .  Dans l e  cas précédent, 

l'ensemble des t r o i s  techniques marquent l a  différence entre l e s  taux des 
1 

anticorps des sérums de Chiwisivi e t  de Salinas. I 

Les populations de C h i  wisi v i  e t  Sa1 i nas sont formées d ' agricul- 
1 

I 
teurs,  q u i  font partie de communawtés paysannes isolées de tout centre 

l 

médical e t  la sélection a é t é  f a i t e  au hasard. Bien q u ' i l  ne s 'agisse pas 

d 'une enquête épidémiologique, l e  nombre de personnes chagasiques dans ces 

deux endroits donne une idée des taux d'endémicité. Le nombre de chagasiques 

(sérologie positive) à Salinas e s t  significativement plus élevé q u ' à  

Chiwisivi. D'autre part les données épidémiologiques du Elinistère Bolivien 

de 1 a .Santé (enquête épidémiol ogique, 1980 ; Dr Val enci a) nous montre que 

l e  nombre de réduves infectées par maison e s t  plus élevé â..Sal inas qu'à 

Chiwisivi . 
Les habitants de Sa1 i nas seraient plus fréquemment réinfectés 

e t  i l  e s t  possible qu'un é t a t  de réinfection permanent augmente l a  réponse 

humorale spécifique. II e s t  aussi possible que des souches différentes de 

T. cruzi provoquent des réponses humorales plus ou moins for tes .  Notons 

cependant qu ' i l  n'y a pas de différence significative des taux des anticorps 

entre les  populations de C h i w i s i v i  e t  ce l le  de  Camiri . composee,de patients 

infectés dans l a  même région que Sa1 inas. La comparaison de ces deux popula- 

tions reste  d i f f i c i l e  dans la mesure où . l  'une e s t  citadine e t  1 'autre 

paysanne. 

Les personnes examinées à Camiri fa isaient  par t ie  du personnel de 

1 'hôpital ou de personnes de l a  v i l l e  répondant à un appel radiophonique. 

Une sélection c ' e s t  ainsi effectuée e t  l e  pourcentage de malades observée 

n 'es t  pas strictement représentatif du taux d'endémici t é  dans l a  v i l l e ,  

i l  n'a qu'une valeur or ientatr ice .  



de T. cruzi,  dans des techniques d'ELISA éliminerait les  réactions croisées 

avec l e s  sérums de leishmaniens ou d'infection par T. rangeli . Le diagnostic 

immunologi que du dosage des anticorps anti -T. cruzi serai t al ors sensi ble 

e t  spécifique. 

V .  ANALYSE QUANTITATIVE DE LA REPONSE IMMUNE HUMORALE ANTI-T. CRUZ1 

Les t ro i s  techniques ci '  IMF, de RFC e t  d'ELISA, permettent un 

dosage quanti t a t i f  des anticorps anti -T. cruzi . Le cal cul des droites de 

corrélation montre (figure nO1l) q u  'el  les  sont proportionnel l e s  e t  présentent 

des indices de corrélation plus ou moins grands. Certains sérums présentent 

toutefois des taux élevés O U  fa ibles  en anticorps pour seulement une technique. 

Ce résul ta t  n 'es t  pas surprenant car chaque technique f a i t  appel 

en pl us d'une spécif ic i té  anticorps, à une propriété physi cochimique diffé-  

rente. 

L '  imunof luorescence u t i  1 ise  u n  antigène figuré ( l e  parasi-te) e t  

indépendamment du mode de fixation de 1 'antigëne, e l l e  dose des anticorps 

capables de réagir directement avec l e  parasi t e  fixé.  La réaction de 

fixation du complément nécessi t e  des anticorps anti-T. cruzi capables de fixer 

l e  complément. ~~~d~~ - e t  a l .  (1979) adaptent un t e s t  enzymatique à l a  RFC 

en u t i l  i sant comme conjugué, un sérum anti -Cs ( c ELISA = Complement Enzyme 

Linked Imnunosorbent Assay) ; i 1 s comparent l e s  taux des anticorps obtenus 

par ce t te  technique, avec ceux obtenus par l e s  techniques de RFC, d'hémagglu- 

t ination e t  d'ELISA. I l s  obtiennent la  meilleure corrélation entre les  

techniques de RFC e t  de CELISA avec une plus grande sens ib i l i té  de cet te  

derni ère comparée à 1 a ~~récéden t e .  

Les techniques d'ELISA e t  de 'CELISA donnent des resul t a t s  



La comparaison des âges moyens des populaticns a montré que cel le  

de Salinas e s t  significativenent plus jeune que l e s  autres.  Le tableau 

ci -dessous présente 1 es taux des anti corps chez des chagasi ques de Chiwi s iv i  

en fonction de 1 ' âge. 

1 .Chagasiques IMF EL 1 SA 
de Effectif 

l Chiwisivi moyenne %),1/160 moyenne % ),0,40 

20 - 30 ans 2 1 2,26'0,33 76,2 0,41 2 0,09 71,4 

45 ans 
e t  plus 24 2,17 0,38 62,5 0,40 0,09 45,8 

11 n'y a pas de différence significative en IMF par contre, 

l e  nombre d'individus avec des taux >,0,40 en ELISA e s t  significativement 

plus grand (p < 0,05) pour la classe d'individus la  plus jeune. 

Ce résul ta t  ne permet pas de conclure de façon catégorique 

que l e  taux des anticorps e s t  plus élevé chez des chagasiques jeunes. 

Enfin, ces deux populations habitent à des a l t i  tudes différentes 

(2500 m ,  800 m )  , mais 1 'hypothèse d'une imunosuppression due à 1 ' a l t i  tude 

n 'es t  pas vér if iée  car d'une part les  patients de Camiri (800 m )  ne présen- 

ten t  pas des taux d'anticorps si  gnificativement différents  de ceux de 

Chiwisivi (2530 m) e t  aucune difference notable ne se  dégage entre  l a  

population de La Paz (3500 m) e t  Camiri, Salinas (800 m) plutôt qu'entre 

La Paz e t  Chiwisivi (2500 m). 



Le deuxième point analysé e s t  ce1 ui du rapport entre l e  taux des 

anticorps e t  l e  xénodiagnostic. Parmi les patients examinés à La Paz, 61 % 

présentent un xénodi agnos t i  c posit if  e t  parmi eux quelques chagasiques 
1 

n'ayant jamais voyagé dans des zones endémiques depuis pl us de 10 ans présen- 
1 

1 tent égal ement un xénodiagnosti c pos i t i f .  Dans 1 a mesure où u n  xénodiagnostic 

po.sitif n 'es t  pas l e  f a i t  d'un hasard mais s ignif icat i f  d'une augmentation 
1 

des parasi tes  circul ants,  nous pouvons d i  re que ,indépendamment de réinfec- 

tions ,la parasitémie se manifeste,rait par vagues au cours de la  phase chroniqui 

de 1 ' infection. Cette hypothèse reste  à confirmer . 
La comparaison des taux des anticorps chez des patients avec un 

xénodiagnostic posit if  au négatif montre en IMF e t  RFC u n  nombre s igni f i -  

cativernent plus grand d'individus avec un taux supérieur à 2 1/160 e t  2 
1/16 e t  présentant un xénodiagnostic positif: en ELISA l e  taux 

moyen des anticorps e s t  significativement plus élevé. Pour 
chaque techni que, s o i t  1 a moyenne générale des taux so i t  l a  réparti t ion 

des taux, marquent i a  différence entre les  patients avec un xénodiagnostic 

positif ou négatif e t  l e  taux des anticorps ant i  -T. cruzi des patients avec 

un xénodiagnostic posit if  peut ê t re  considéré comme significativement plus 

- élevé que celui des patients avec un xénodiagnostic négatif. L1a??ari ti on de 

trypomastigotes au cours de l a  phase chronique susci terai t  une syntèse 

d'anticorps spécifiques q u i  permettrait peut ê t r e  l e  contrôle de ce t te  

parasitémie mais 1 a m i  se en .évidence d ' u n  facteur immun01 ogique témoin de 

la  parasitémie comme un antigène circulant permettrait une meilleure 

approche. 

Le deuxième point analysé e s t  celui du rapport entre l a  pathologie 

e t  l e  taux des anticorps. Si l e s  taux des anticorps ont un rapport probable 

avec 1 'endémici t é  e t  la  parasitémie, i l s  n'en ont aucun avec la  pathologie 

cardiaque ou gastrique. Dans l e  cas de pathologie mixte, nous observons une 

différence significative du taux moyen des anticorps comparé aux asymptma- 



tiques en ELISA seulement, mais l e  groupe de patients avec une pathologie 

mixte e s t  t r è s  réduit e t  cette étude mérite d 'ê t re  poursuivie. 

La pathologie de la  maladie de Chagas ayant une origine probablement 

autoimmune, i l  es t  logique de ne trouver aucune corrélation entre les 

anticorps spécifiques e t  l a  pathologie. 

V 1. ETUDE QUALITATIVE DE LA REPONSE HUMORALE ANTI -T . CRUZ1 

Les résultats exposés dans l e  chapitre précédent montrent 

d'une part que les anticorps anti-antigène 5 ,  ident i f iés  dans l e  sérum 

de chagasiques par l a  technique de double diffusion en gel, s e  rencontrent 

dans un grand pourcentage de sérums de chagasiques en phase chronique 

de 1 'infection (Chiwisivi : 63,93 % ; Camiri : 78,02 % ; Sal.inas : 86,66 % ; 

La Paz : 7 7 , 3  %) e t  d 'autre part, parmi les  6 types d'anticorps sélection- 

nées, par 1 eur local i sation irnmunoG1 ectrophorétique, les  anticorps 

anti-antigène 5 sont majeurs . 
La fraction 5 e s t  donc t r e s  immunogGne dans I ' infec-  - 

tion humaine. Comme nous 1 'avons c i t é  dans l e  chapitre de l a  présentation 

du sujet ,  ce t t e  fraction e s t  spécifique de T. cruzi (Afchain, 1976). Cette 

propriété importante présente un i n t é rê t  di agnosti c évident é tant  donne 

l'immunogénicité de ce t te  fraction au cours de l ' infect ion humaine (mais 

1 ' intérêt  fonctionnel de ces anticorps e s t  encore à 1 ' é t a t  d'hypothèses). - 
Quelle place tiennent les  anticorps anti-antigène 5 dans l a  protection de 

1 'infection provoquée par des t ransfer ts  expérimentaux de sérum ? 

Snary e t  a l .  (1979) isolent un anti gene de T.  cruzi d ' u n  poids 

moléculaire 90 000,glycoprotéinique, que Afchain iden t i f i e ra i t  comme la  frac- 

tion 5. Cette fraction 90 000, protège de la phase aiguë de 1 'infection, 

des souris infectées par T.cruzi (Scott e t  a1 . , 1979). L'antigene 5 aura i t  

peut-être u n  certain rble  vaccinant en suscitant probablement une immun$ t e  
de type humorale capable de contrôler l a  parasitémie. Ces animaux 



, 
ne sont pas protégés :contre, 1 a phase chronique mais 1 e ;  protocole .. - : 

expérimental de vaccination des souris e s t  peut-être en cause. 

Existe-t-il une corrél ation entre l e  taux des. anticorps 

anti -T. cruzi e t  l a  présence d'anticorps anti-antigène 5 majeur.. Les 

résul ta ts  sont contradictoires . En e f f e t , .  s i  l es  sérums de chagasiques 

de Cami r i  ,avec des anticorps anti-  anti gène 5 ,présentent pour 1 es 

t ro i s  techniques (IYF, RFC, ELISA) des taux d'anticorps 

significativement plus élevés, ce n ' e s t  pas l e  cas des sérums de chagasi- 

ques de Chiwivisi e t  de La Paz. La technique de double diffusion en gel 

u t i l i sée  e s t  plus sensible e t  n 'es t  pas une technique de dosage quant i ta t i f ,  

ce qui peut expliquer l e s  résul ta ts  discordants. La présence d'anticorps 

anti-antigène 5 n 'es t  pas non plus en rapport avec l e  xénodiagnostic . 
L'antigène 5 n ' e s t  pas spécifique de stade e t  les  formes amasti- 

gotes intracel 1 ulai res pourraient ê t r e  directement, ou par 1 'intermédiaire 

d'antigène circulant, responsable de l a  production d'anticorps; 1 es 

antigènes complexés mis en évidence 'dans les  sérums de chagasiques en phase 

aiguë ou chronique de 1 'infection ne correspondent pas à l a  fraction 5. 

signalons que nous avons retrouvé l a  fraction antigènique 5 dans l e  surna- 

geant de milieux de culture de 8 jours *obtenu après centrifugation à 

2000, 4000, 10.000, 18 OûO.t/min,suivied'une f j l t r a t i u n  sur membrane . .. I 

milllpore (1,21)* e t  concentration sur une meribrane amicon( XM 50) e t  

tes tes  contre un hyperimmunsérum total  , un sérum anti  -antigene 5 e t  des 

sérums humains présentant des anticorps anti-antigène 5. La lyse de formes 

de culture épimastigotes e s t  réduite a 8 jours e t  i l  e s t  possible que 

1 'antigène 5 so i t  1 i béré dans 1 e milieu de culture indépendamment de cette 

lyse ; ce résul ta t  e s t  un argument en faveur de sa nature circulante in vivo. 



Nous n'avons pas trouvé de corrélation entre l a  présence d'anticorps 

anti-antigène 5 e t  l a  pathologie de la maladie de Chagas. Martin e t  a l .  

(1981, cornunication personnelle) signalent une faible incidence des anticorps 

anti- antigène 5 dans 1 e sérum de patients en phase aiguë de 1 '.infection 

(20 %). La production des anticorps anti-antigène 5 se ra i t  tardive ce qui 

pourrait permettre en phase aiguë, une f l  ambée de 1 a parasi témie e t  1 ' induc- 

tion précoce des mécanismes auto inununs responsables de l a  pathologie (voir 

présentation du su je t ) .  
I 

Dans l 'hypothèse où l e s  anticorps anti-antigène 5 ont un cer tain 

rôle sur l e  contrôle de l a  parasitémie, l e  t ransfer t  d'anticorps de l a  

mère au foetus ou de l a  mère à 1 'enfant durant l a  lactation peut avoir un 

rôle important. Ncus avons retrouvé des anticorps anti-antigène 5 dans l e  

sang du cordon ombilical de nouveaux nés ne présentant aucun signe clinique 

de Chagas congénital e t  nés de mères infectés. 1 

Une approche pré1 iminaire de 1 'ensemble de l a  réponse humorale 

qualitative a é t é  tentée en sélectionnant 5 anticorps produits lors de 

1 'infection humaine, selon leur position immunoélectrophorétique, 

L'antigène correspondant à 1 ' a rc  cathodique ne serai t  pas partagé 

avec m. Un arc cathodique de même position imnunoélectrophorétique 

e s t  retrouvé dans une extraction des glycoprotéines (chloroforme, méthanol 

suivie d 'une préci p i  tat ion à 1 'éthanol ) (Lemesre, communication personnel le ) .  

L'antigène correspondant à '1 'arc  neutre présente 1 a même localisa- 

tion imrnunoélectrophorétique que 1 ' a rc  correspondant à un antigène polysaccha- 

ridique de T.  cruzi (TCA 20 %). Son analogie avec 1 'EF facteurtf 'arcipar, e t  al. - 
1381) eh f e r a î t  u n  antiqkne spécifique dë T.cruzi . 

L'antigène cathodique e t  1 'antigène neutre susci s ten t  dans un  

fa ible  pourcentage de sérums, 1 a production d'anticorps qui n 'es t  dépendante 

n i  du xénodiagnostic, n i  de pathologies gastriques non associées, ni 
1 



de l'ensemble des pathologies (étude f a i t e  sur l'ensemble des malades de 

La Paz). L '  in té rê t  diagnostic de ces deux antigènes en phase chronique 

de 1 'infection e s t  réduit par leur fa ib le  immunogéni ci té .  Toutefois, 

1 a présence d '  an t i  gène ci rcul ant 1 eur correspondant doit  ê t r e  recherchée dans 

l e  sérum des patients. 

La fréquence de l ' a r c  anodique 1. e s t . f a i b l e  mais e l l e  e s t  supérieure 

pour les sérums de patients a t te in ts  d'une pathologie. 27,6 % e t  18,l 1 des 

cardiopathiques de Camiri e t  de Salinas présentent cet  arc, a lors  qw 14' % e t  . 
O % des non cardiopathiques l e  présentent . D'autre par t ,  seulement 

4 % des chagasiques asymptomatiques l e  présentent alors que 19 % des patho- 

logies gastriques non associées, 42,8 % des cardiopathiques non associées 

e t  40 % des pathologies mixtes présentent cet arc. Les anticorps dirigés 

contre 1 'antigène anodique 1 seraient associés à u n  é t a t  pathologique 

mais ce résu l ta t  doi t  ê t r e  confirmé sur u n  plus grand nombre de patients. 

Les deux antigènes anodiques 2 e t  .3 suscitent l a  production 

d'anticorps pour près de 50 % des chagasiques en phase.chronique, mais 

i l  n'y a pas de corrélation entre les  fréquences de ces arcs e t  l e  

xénodiagnostic e t  l a  pathologie. 

Des antigènes anodiques de localisation semblable sont retrouvés 

dans 1 'extraction au chloroforme methanol suivie d'une préci pi t a t i  on à 

1 'éthanol e t  dans 1 'antigène TCA 20 %. 

L'approche qua1 i ta t ive  de 1 a réponse humorale par 1 ' immunoélectro- 

phorèse e s t  1 imitée par 1 a sensi bil i t é  de la technique mais permet d 'orienter 

des recherches vers l 'é tude de certaines fractions antigéniques. L'étude 

de l a  spécif ic i té  de ces fractionsrdeleur nature, de leur application pour 

le diagnostic,de leur rôle fonctionnel passé par l a  purification de ces 



fractions. La mosaïque des parasi t e s  e s t  s i  complexe que seules des purif i -  

cations peuvent permettre une approche rationnelle de 1 'étude de l a  

réponse immune de 1 'hôte. 

VII. REPONSE HUMORALE AUTOIMMUNE 

Nos résul tats  concernant 1 ' incidence des anticorps EVI dans l e  

sérum de chagasiques chroniques confirment les résul ta ts  de Szarfman e t  al . , 

(1979 ) . Ces anticorps autoimmuns se rencontrent à des t i t r e s  faibles 

chez des sujets  non infectés e t  ceci de façon variable selon la  population 

étudiée ('~Sadiguski, 1979 ), mais les taux de ces anticorps sont plus 

élevés chez des patients chaçasiques. Parmi l e s  populations boliviennes 

nous n ' observons aucune corrél a t i  on entre 1 ' incidence des EVI e t  1 a pathol ogi e 

Ceci confirme les travaux de Szarfman e t  a l .  (1981). 

La pathologie de l a  maladie de Chagas, qu'elle s o i t  cardiaque ou 

digestive e s t  dépendante du nombre de cellules ganglionnaires détruites au 

niveau des organes : à par t i r  de 20 % de destruction apparait une pathologie 

cardiaque, de 55 X une pathologie du colon, de 85 % une pathologie de 

1 'oesophage (Koberle, 1968). Les anticorps dir igés  contre l a  gaine de 

Sch~ann pour-raient ê t r e  impliqués dans des mécanismes de destruction mais 

Szarfman(l979)montre que ces anticorps sont associés aux EVI e t  non associés 

aux é t a t s  pathologiques de la maladie de Chagas. 

La présence de ces autoanticorps peut ê t r e  expliquée par 1 'existence 

de réactions croisees entre des antigënes tissu1 aires  e t  1 ' antigène T. cruzi 

mais le  niveau de destruction ganglionnaire ne semble pas dépendre de ce t te  

réponse humorale autoimmune. 



Plusieurs travaux sont en faveur de l a  participation de 1 'immunité 

ce1 1 ul a i r e  aux mécani smes de destruction des ti  ssus. Santos-Buch e t  a l .  

(1974) montrent l a  destruction de cellules allogéniques de coeur de lapin 

infectées ou non infectées par des lymphocytes de lapin en phase chronique 

de 1; nfection. 

Selon Teixeira e t  al . (1975), 1 ' injection répétée d'antigène 

T .  cruzi à des lapins, provoque des lésions cardiaques semblables à celles 

provoquées par une infection par T. cruzi . Teixeira e t  a l .  (1978) confirment 

ces résul ta ts  au cours de 1 'infection humaine ; des lymphocytes de patients 

chagasiques sont capables de lyser in v i t ro  des cellules foetales de coeur 

non infectées alors  que des cellules de rein ne sont pas détruites.  

Un é t a t  d'hypersensibilité de type retardé à des antigènes de t i s sus  e s t  

mis en évidence au cours de 1 'infection humaine (Cossio e t  al . , 1976 ; 

Teixeira e t  a l . ,  1974) e t  Vega e t  a l .  (1976) ne montrent aucune relation 

entre cet é t a t  d'hypersensi bi 1 i t é  de type retrardé e t  l a  présence d'anticorps 

EVI dans l e  sérum des patients. 

L'état  des recherches actuelles encore peu avancé ne permet pas 

d 'ecar ter  l a  participation de l a  réponse humorale autoimmune dans les méca- 

nismes responsables de la pathologie mais 1 'imnunité de type cel lulaire  

doi t  y jouer u n  rôle important. 



CONCLUSION 

Les travaux expérimentaux de t ransfer ts  passifs de sérums, de 

cytotoxicité anticorps dépendante des formes trypomastigotes e t  des réactions 

 ADCC CC (Anti body Dependent Ce1 1 Cytotoxi ci t y )  montrent l e  rôle important de 

l a  réponse immune humorale dans '1 ' infection à T. cruzi . Jusqu'à présent les 

essais de vaccination, comme 1 es transferts de sérums, protègent 

aiguë de 1 'infection par un contrgle de la parasi témie mais aucun travail  

expérimenta] ne montre une guéri son totale.  

La phase chronique e s t  caractérisée par une parasitémie fa ib le  ou 

absente e t  la réponse humorale anti  T. cruzi e s t  en général t rès  importante. 

La situation irmunologique e s t  alors t e l l e ,  qu' i l  y a u n  contrôle des para- 

s i  tes ci rcul ants (formes trypomastigotes) sans élimination des formes 

amasti gotes i ntracel 1 ul ai res . 

La réponse humorale non spécifique n ' e s t  pas t rès  importante 

au cours de 1 a phase chroni que. Une!augmention faible  des immunoglobul ines 

de classes IgG e t  IgM es t  possible, i l  n'y a pas d'activation du complément. 

La réponse humorale spéci f i  que se  caractéri se  par une production 

importante d'anticorps anti -anti gène 5 specifi ques de T.  cruzi . La présence 

de ces anticorps peut donner aux tes t s  immunologiques, u t i l i sés  pour l e  

diagnostic; une grande spécifi ci t é ,  ce q u i  permet d'éliminer les  réactions 

croisées avec les sérums de leishmaniens ou de patients infectés par 

T. range1 i . Ces anticorps pourraient ê t re  impliqués dans l e s  mécanismes 

humoraux de contrôle de l a  parasitémie e t  l 'antigène 5 avoir un certain r61e 

vaccinant. Les IgE spécifiques pourraient également participer aux mécanismes 

de contrôle de l a  parasitémie mais leur in t e rê t  diagnostic en phase chronique 

de l ' infection res te  réduit. 

Par a i  1 leurs ,  1 'existence d'immuns complexes d'origine parasitaire 

e s t  en faveur de l a  participation d'antigènes circulants aux mécanismes 



d'évasion de l a  réponse immun€: 1 ' isolement e t  l a  caractérisation des 

antigènes correspondants à ces immuns complexes devraient permettre une 

meilleure connaissance de l 'équi l ibre  hôte-parasite, établie au cours de 

1 a phase chronique de 1 ' infection. 

L'étude qual i t a t ive  d e  l a  réponse humorale nous a permis de sélec- 

tionner les  fractions antigéniques remarquables t r è s  immunogènes au cours 

de l a  phase chronique de 1 'infection; l a  fraction anodique 1 pourrait ê t r e  

associée à des états  pathologiques mais ceci e s t  à confirmer sur un plus 

grand nombre de cas. 

Enfin, la  poursuite de 1 'étude de l a  réponse humorale passe obli-  

gatoirement par 1 a p u r i  f i  cation de fractions antigéni ques. 

, L'alt i tude n'a aucune influence sur l a  qual i t é  e t  l a  quantité des 

anticorps ant i  T.  cruzi produits au cours de l a  phase chronique. Les 

variations quantitatives observées,dlune population à une autre,  pourraient 

par contre dépendre d 'infections provoquées Dar des souches différentes. 

Cette dernière notion de l 'existence de souches différentes e s t  déterminante 

dans l 'etude de la maladie. En e f fe t ,  l 'étude de l a  pathologie en dépend 

puisque certains travaux montrent une réparti t ion géographique différente 

des pathologies observées au cours de l a  maladie de Chagas ; l e s  antigènes 

intéressés 'seraient alors des antigènes spécifiques de souches. 

L 'exi stence d ' anti gënes communs entre T. cruzi e t  des antigënes 

t issulaires  peut ê tre  à 1 'origine de l a  production d'autoanticorps ; ces 

autoanticorps ne sont pas associés à des e t a t s  pathologiques e t  l e s  mécanismes 

cellulaires autoimmuns seraient les  plus importants. La purification e t  l a  

caractérisation des antigènes ~0nm.in~ reste  à f a i r e  e t  doivent ê t r e  

envisagées sel on 1 e concept de 1 'ex$ stence de PI usieurs souches de T. cruzi 
-' 
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