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INTRODUCTION




Parmi les grandes maladies endémiques parasitaires, la maladie de
Chagas arrive en troisiéme position. | ’

Actuellement, au moins 35 millions d'individus vivent en zone en-
démique, 10 millions d'entre eux sont parasités et 20 % présentent une
atteinte cardiaque (WHO, 1960 ; Pan American Health Organization, 1974).

La Bolivie arrive en téte des pays d'Amérique Latine au point de
vue de 1'endémicité (35 % de la population~es£ infectée). C'est le pays ol
le nombre de triatomes infestés par maison est le plus élevé. La maladie de
Chagas y sévit dans les zones tropicales et les vallées tempérées. La moitié
de la population vit & plus de 3000 métires d'altitude et se trouverait en
dehors de la zone endémique (voir Discussion). Toutefois, la mobilité de la
population bolivienne &tant de plus en plus importante, le nombre d'habitants 

infectés sur 1'altiplano pourrait augmenter (voir carte).

En 1909, Carlos Chagas découvre cette maladie parasitaire, dans
le Minas Gerais (Brésil), chez une petite fille de deux ans & 1'occasion
d'une enquéte épidémiologique sur le paludisme. Cette maladie dont 1'agent

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

domestique hématophage : un réduvidé (Triatomic2e). Sa découverte est peu &

peu acceptée et confirmée par d'autres auteurs (Machado et Guéirrero, 1913 ;

‘

'Romdﬂh, 1935 ; Brumpt, 1939 ; Koberle, 1957 ).

Cette maladie évolue chez 1'hohme en deux phases successives accom-
pagnées ou non d'une symptomatologie'(phase aigué, phase chronique).

La phase aigu¥ se caractérise par une parasitémie &levée (examen
direct d'une goutte de sang positif, frottis coloré positif : quelques para-

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



Répartition géographique en Bolivie des Réduvidae

qui transmettent Ta maladie de Chagas

(Mario Borda P. "Universidad Boliviana

Mayor de san Simon Cochabamba).

Triatoma infestans

2% Triatoma sordida

Altiplano : 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 Tarija 300 m
‘ : Camiri 800 m
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dans les zones endémiques, avec une symptomatologie souvent vague et non
céractéristique. Seulement 5 % des cas seraient reconnus, en particulier
gréce au signe de Romana (ouvéomp1exe ophtalmo-ganglionnaire). Cette phase
peut durer jusqu'd trois mois et se présente sous trois formes différentes
(insuffisance cardiaque, méningo-encéphalite, oedéme généra]isé) (Romana,
1935 ; Laranja et al., 1948 ; Koberle, 1968 ; Chapuis, 1974, 1979 ; Davalos,
et al.,1979). | .

La phase chronique se caractérise par une parasitémie absente ou
trés faible (xénodiagnostic positif dans 40 & 50 % des cas, examen direct
du sang négatif). Elle peut rester asymptomatique toute la vie ou entrainer
les 1ésions suivantes : |

- au niveau cardiaque : troubles de la conduction (risque de mort
subite), insuffisance cardiaque progressive ;

- au niveau digestif : méga-organes .dont les plus fréquents sont les

méga-oesophages et les méga-colons.

L'aspect difficilement curable des atteintes chroniques en regard
du niveau économique de 1'Amérique du Sud, et en particulier de la Bolivie,
Jjustifie 1'importance d'une prophy]axié. I1 n'existe pas de drogues efficaces
pour la guérison de la maladie. Les drogues trypanocides actuellement commer-
cialisées (Rochagan, Laﬁbit) ne sont actives que dans un certain nombre de
cas aigus (environ 50 %). La prophylaxie la meilleure passerait par 1'amé-
lioration du niveau de vie, une modification de 1'habitat et une meilleure
hygiéne générale. Mais les conditions d'un effort national & long terme pour
aboutir & ces résultats ne sont pas encore réalisées. La prophylaxie d'avenir

semble donc étre la vaccination.



L'étude des mécanismes immunologiques qui régissent la relation
hote-parasite est particuliérement importante dans 1'espoir de développer
des méthodes de prévention immunologique efficaces contre les affections
parasitaires. L'un des premiers objectifs de ces études est une meilleure
compréhension de la réponse de 1'hdte & 1'infection. La réponse de 1'hdte
vis-d-vis du parasite peut étre soit bénéfique pour 1'hdte et aboutir & la
destruction compléte ou partielle du parasite, soit dans certains cas, cette
réponse peut 8tre responsable de procéssus pathologiques. C'est le cas des
phénoménes 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 1'infection. Les mécanismes.effecteurs
sont habituellement divisés en deux catégories, les réponses & médiation
humorale et les réponses & médiation cellulaire. Cette séparation est cepen-
dant artificielle car ces deux types de réponse présentent un tronc commun
qui réside dans le role d'information et de coopération des cellules lympho-
cytaires T et d'autre part, il existe Aes mécanismes effecteurs impliquant
des anticorps et des cellules (macrophages, cellules K, éosinophiles,mas-

tocytes).

L'importance de la réponse humorale spécifique dans le contrdle de
1'infection chagasique n'est maintenant plus controversée (Kierszenbaum et al.,
1976 ; Krettli et al., 1976 ; Mc Hardy et al., 1980). Des anticorps cytoto-
xiques des formes trypomastigotes ont été mis en évidence et seraient capables
de contrdler en partie la parasitémig. L'autre aspect de 1'étude de la réponse
immune humorale est celui des anticorps autoimmuns dont le rdle est encore mal

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

Le but de notre travdil consiste donc & étudier globalement la

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



Dans une premiére partie,aprés un bref rappel parasitologique et
clinique, nous présentons une révision bibliographique de la réponse immune
humorale lors d'infections expérimentales ou humaines par T. cruzi en déve-
loppant plus particu]iérement les données actuelles de 1'infection humaine.
Aprés un chapitre consacré au matériel et & 1a méthodologie employés nous
présenterons les résultats de nos expériences personnelles en Bolivie
concernant :

1) les éléments de la réponse immune humorale (imamunoglobulines,
complément, immuns complexes)

2) la réponse humorale spécifique de T. cruzi (les anticorps) ;
analyse quantitative et qualitative

3) la réponse humorale autoimmune, étude d'un des é&léments de

cette réponse: les anticorps autoimmuns EVI (endocardium vascular interstitium)

Ces facteurs seront dans la plupart des cas étudiés sur différentes

populations et 1'analyse faite en fonction des différents éléments : endémicité,

écologie (classe sociale, altitude), pathologie, parasitologie.

Enfin, la d iscussion confrontera nos r 3sulats & ceux d'autres auteurs

et nous permettra,d'une part de mettre en évidence la bartie originale de
cette réponse humorale dans les populations boliviennes sélectionnées, et
d'autre part de discuter des techniques de diagnostic immunologique et de

proposer quelques améliorations.



RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE DES THEMES

DE RECHERCHE ENVISAGES




I. RAPPELS PARASITOLOGIQUES .

En 1909, au Brésil, Carlos Chagas découvre dans les fécés d'un
réduvidé hématophage domestique une nouvelle espéce de flagellé de la famille

des Trypanosomatidae, ordre des Kinétoplastidae, classe des Zoomastigophora

nommé Schizotrypanosoma cruzi{voir photo p 6),(Chagas, 1909 a et b).Deux ansplus

tard, i1 rapporte ses découvertes dans "Academia National Medicina" (Rio de
Janeiro, 1911), accompagnées de la descriptioh pfécise des phases aigugs et
chroniques provoquées chez 1'homme par T. cruzi.

Parasite unicellulaire, protozoaire flagellé, il se rencontre sous
différentes formes au cours de son évolution chez 1'insecte vectéur et chez
1'hdte définitif. Le tableau n°l schématise les formes rencontrées chez 1a
réduve et chez les mammiféres.

'Le cycle décrit dés 1909 par Carlos Chagas est confirmé par diffé-
rents auteurs (Brumpt, 1912 ; Mayer et al., 1914 ; Muniz et al., 1946 ; Da
Silva, 1959) mais Brack en 1968, par une &tude de frottis colorés, &étudie le
- développement du parasite dans le tube digestif de 1'insecte et trouve en
dehors des formes épimastigotes, ahastigotes et trypomastigotes des formes rondes
flagellées nommées Sphaeromastigotes. Ces formes pourraient se transformer |
en épimastigotes ou trypomastigotes maisla forme épimastigote ne représente
pas selon 1'auteur le stade précédant la forme trypomastigote métacyclique
_(forme infectante). Cgrtains auteurs décrivent divers types de formes de
trypomastigotes circulants chez 1'hdte définitif (Brener et Chiari, 1963 ;
Brener, 1973) dont les deux types les plus différents sont la forme effilée
et la forme trapue. Ces deux formes pourraient correspondre & deux souches

différentes.

Du point de vue de la taxonomie, la classification de Hoare (1966)

qui divise les trypanosomes en stercoraria et salivaria selon des critéres

morphologiques et biologiques, est unanimement acceptée et T. cruzi fait



TRYPANOSOMA CRUZI

Forme circulante trypomastigote
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partie du groupe stercorarié. Les études immunostructurales d'Afchain (1976)
sont en accord avec 1'arbre phylogénique proposé par Hoare.
Au niveau intraspécifique, 1'ensemble des travaux actuels montre
une grande variation selon différents critéres d'étude : la morphologie,
les profils d'infections expérimentales, 1'affinité pour les tiésus, la
susceptibilité aux drogues, 1'hétérogénéité antigénique, les prbfi]s jsoenzy-
matiques. Ainsi, des souches différentes inoculées & des animaux de labora-
toire n'ont pas la méme morphologie. Brener et Chiari (1963) et Brener (1973)
décrivent trois types : »
- La forme fine : noyau allongé, kinétoplaste terminal, flagelle
1ibre et long forme effilze (exemple : souche Y)
- La forme longue : noyau ovale, kinétoplaste subterminal, flagelle
libre et long
- La forme trapue : noyau en position postérieure, kinétoplaste
terminal, cytoplasme trés vacuolisé (exemple : souche CL).
Le pourcentage de ces formes différe selon la souche, par exemple les formes
fines prédominent dans la souche Y et les formes trapues dans la souche CL.
Les formes trapues seraient moins infectantes que les formes fines (Howells
et Chiari, 1975)
Andrade et al. (1966),Bice et al. (1970) montrent que les souches

n‘ont pas la méme affinité pour les tissus et les auteurs classent les souches

'en myotropes et rétiéu]otropes. Andrade (1979) établit 3 type{_iglgﬂ
les profils morphologiques, parasitémiques et 1'affinité pourl1es tissus de
ces trois souches (tableau n°2).
- La susceptibilité aux drogues est différente selon les souches
(Hauschka, 1949 ; Goble, 1951 ; Haberkorn et al., 1972 ; Cover et al., 1981).
- Certains auteurs mettent en évidence une hétérogénéité antigénique
entre les souches de T. cruzi. Nusseﬁzweig et al. (1962, 1963) décrivent,a

partir de 36 souches.trois sérotypes. Krettli et Brener (1976) décrivent




"Tableau n°2 : Caractéristiques des trois types de souches

de T.cruzi classées par Andrade,(1979).

Morphologie

Multiplication

Parasitémie

Affinité pour

Tes tissus

Exemple de
souche

endothélial

Péruvienne

II I
Fine dans la 5hase Trapue
initiale
Lente Trés lente
Irréguliére Pics
trés élevés
Muscle Muscle
cardiaque squelettique

Sao Paulo Colombienne




également troié types en utilisant un test d'agglutination des formes
trypomastigotes in vitro. D'autre part Kloetzel et Camargo (1976)
trouvent,par le test d'immunofluorescence,des différences entre

deux souches qui correspondraient & deux des types décrits par
Nussenzweig et Goble. Par contre, les é&tudes immunostructurales
d'Afchain portant sur plusieurs souches de T. cruzi ne montrent
aucune différence.

- Des études des profils isoenzymatiques de souches de T. cruzi
confirment 1'h&térogénéité intraspécifique de cet gnsemb]e de parasites
(Miles et al., 1977 ; Tibayrenc et al., 1981a).

IT est utile de rappeler ici la définition de 1'espéce :
ensemble naturel et continu d'individus qui- se reproduisent entre eux.

Nous savons que les trypanosomatidae sont caractérisés par 1'absence

de sexualité mais cette caractéristique a récemment été remise en
question : les trypanosomes africains présenteraient une reproduction
sexuée (Tait et al., 1981" alors que 1'étude des zymogrammes de
T. cruzi montrerait qu'il n'y aurait pas de reproduction sexuée pour
ce flagellé (Tibayrenc commuriication personnelle).

I1 est donc clair que T. cruzi doit étre considéré comme
un complexe de souches et 1'approche génétique des zvmogrammes peut
permettre d'@lucider les liens de narentés existant. éntre ces souches
et servir de base a des études immunologiques. Tibayrenc et al. (1981b)
d'aprés les profi]s enzymatiques de 11 souches boliviennes, pour 10
enzymes, propose 1'existence de trois types, et les calculs de distance
génétique effectués pour deux d'entre eux suggére que ces 2 types '
sont trés différents. Les distances observées sont'de 1'ordre ée celles
~que 1'on rencontre chez des ihsectes entre deux espéces trés apparentées.
I1 est hasardeux d'établir une correspondance entre les distances

génétiques observées et le niveau taxonomique mais les parentés géné-



tiques entre telle et telle souche peuvent servir de support aux
études biologiques.

Ainsi toute classification de la plupart des trypanosomes
reste pragmatique et seules des &tudes génétiques fondamentales
peuvent permettre de reconsjgérer les problémes de taxonomie et de
sexualijté que pose ce groupe de pearasites.

Cétte notion de souches du groupe T. cruzi est trés importante
pour tout travail concernant 1'étude de la maladie de Chagas. Nous
y reviendrons lors de la discussion de nos résultats concernant la

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

La transmission de la maladie est assurée par plus de cent
espéces de vecteurs en Amérique latine. Les vecteurs rencontrés,

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

Rhodnius prelixus, Triatoma sordida. Triatoma infestans est de loin,

le plus fréquent dans ce pays, cette réduve s'alimente sur n'importe
quel hdte vertébré et si la température monte au dela de 32°C, elle
est capable de voler en assurant ainsi une dissémination. Rhodnius
prolixus est un insecte trés vorace d'habitat domestique et sylvestre.

Triatoma sordida,trés répandu en Bolivie,est plut6t d'habitat sylvestre

(nids d'oiseaux, de serpents) ; i1 se rencontre aussi dans les

maisons mais le pourcentage d'insectes infectés est trés réduit.

La transmission de 1'infection se fait par :
. Contamination de 1'homme par les fécés de la réduve contenant les
formes trypomastigotes infectantes. La piqure indolore permet au ~
parasite, déposé autour de celle-ci, de pénéter la peau. Les

voies d'entrée les plus fréquentes sont les muqueuses de la face ;
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. Passage du parasite a travers le placenta. Ce mode de contamination
provoque une infection congénitale grave (Dao, 1949;‘Sa1eme
et al., 1971 ; Bittencourt et al., 1972a et b). Le mode de passage
est encore discuté, on ne sait pas avec certitude si une 1ésion
placentaire pré-existante est une condition obligatoire ou non ;

. Transfusion de sang d'un maléde avec parasité&rie
(Dias » 1945 ; Amato et al., 1969 ; Coura, 1956; Baldy et al.,
1979). Le traitement systématique des flacons de sang avec du violet
de gentiane (0,25 g/1) permet d'éliminer le parasité (Nussenzweig
et al., 1953, 1959. Malheureusement, ce traitement n'est pas appliqué
dans les banques de sang en Bolivie, méme dans les zones endémiques

et ce type de contamination n'est pas négligeable.

Le cycle est assuré par 1'habitat précaire de la majorité de
1a population, idéal pour les triatomes : majsons avec des murs de
torchis ou de bofs, toits de paille dans lesquels les
triatomes, insectes nocturnes, se cachent pendant le jour. L'environne-
ment péri-domestique entretiént également la transmission (poulaillers
et clapiers sont en général proches de la maison). Enfin, certaines
habitudes alimentaires boliviennes peuvent permettre une contamination
directe : le cobaye est classiquement préparé pour les repas de féte
et la contamination peut. se faire directement par pénétration du

parasite au niveau de blessures ou excoriations lors de sa préparation.
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I1. RAPPEL CLINIQUE DE LA MALADIE DE CHAGAS

La maladie de Chagas évolue en deux phases, la phase aigué,
parfois asymptomatique et non reconnue et la phase chronigue qui peut

également étre asymptomatique.

1. La phase aigué

Elle se présente essentiellement chez les enféﬁts, en zones
endémiques, avec une symptomatologie souvent vague et peu caractéris-
tique (Davalos et al., 1979). Aprés une incubation de 1 & 2 semaines,
le début est marqué par :

. des signes généraux : fatigue, céphalées, fiévre récurrente ou
continue (38° - 40°) ;

. un chancre d'inoculation parfois caractéristique comme le signe
de Roma%% (Romgﬁé, 1935) qui s'observe selon les auteurs dans 5 a 60 %
des cas (Cerisola et al., 1973 ; Chapuis, 1974).

Une & deux semaines aprés 1'apparition des premiers signes,
la phase aigué entre en période d'état. Cette période se traduit par :
. signes cardiovasculaires ou
. forme méningo-encéphalique ou-:

. forme oedémateuse ou rarement

. formes respiratoires.

2. La phase chronigue

Deux propriétés caractérisent cette phase :
. Elle apparait aprés un temps de latence de 10 & 20 ans pendant lequel

le sujet ne ressent aucun trouble ;
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. La parasitémie est trés faible et le diagnostic est obligatoirement
immunologique (recherche des anticorps spécifiques).

C]inﬁquement, cette phase se traduit par différents syndrdmes
non spécifiques qui peuvent s'associer entre eux. Les deux principaux
sont :

. La myocardiopathie : elle est responsable des cas de "mort subite".
Sa traduction clinique n'est pas spécifique et est principalement
marquée par des arythmies et une insuffisance cardiaque ;

. Les méga-organes : D'aprés Kokerle (1968), les méga-organes les
plus fréquents sont :

x¥ les méga-colons

% les méga-oesophages.

Les dilatations du colon peuvent atteindre des dimensions
gigantesques et des capacités de 30 & 40 litres. La longueur du
colon peut dépasser 2 métres.

L'oesophage présente une dilatation et une hypertrophie

musculaire importante. Il peut atteindre 26 fois son poids normal.
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I11. ELEMENTS DE LA REPONSE IMMUNE HUMORALE DE L'HOTE AU COURS DE L'INFECTION
- PAR T.CRUZI

1. Les immunoglobulines de classes IgG, IgM, IgA

Au cours de multiples infections a protozoaires la synthése des
immunoglobulines est augmentée. Par exemple, en ce qui concerne le 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
d des anticorps spécifiques ; les parasites provoguent en fait une stimula-

tion polyclonale des lymphocytes B qui explique cette augmentation.

1.1. Phase aigué

Vattuone et al. (1973) montrent une légére augmentation des IgG et
des IgM par rapport & un groupe témoin de patients non chagasigues. Ces
travaux sont en accord avec ceux de Schmunis et al. (1978) pour les IgM
seulement ef en désaccord avec ceux de Lelchuk et al. (1970) qui trouvent

des taux normaux pour les trois classes d'immunoglobulines.

1.2. Phase chronique

Quelques auteurs indiquent uné 1égére augmentation des IgG,
(Lelchuk: et al., 1970 ; Vattuone et'a1., 1973) mais pour ces trois classes
d'immunoglobulines Marsden et al. (1970) ne trouvent aucune différence si-

gnificative en prenant comme groupe témoin des individus non infectés du

méme village.
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1.3. Infection expérimentale

Au cours de 1'infectionde souris par T.cruzi, Capbern . et al.
(1974) montrent une augmentation des IgG2 en fin de parasitémie (fin de
1a phase aigué). Hanson( 1977) montre &galement que les taux d'IgG et d'IgM
sont augmentés a partir de la 2éme semaine, atteignent un maximum 3 la 6éme
semaine qui correspond & la diminution de la parasitémie (finde la phase aigué)

=

puis diminuent pour se maintenir en plateau & un taux plus &levé que chez

“

les souris -normales Hurant le reste de 1'infection (phase chroniqde).

Les résultats restent toutefois contradictoires au cours de 1'in-

fection humaine.

2. Immunoglobulines de classes IgE

Les phénoménes immunoallergiques sont classiques au cours des hel-
minthiases et le taux des IgE est trés élevé ( Jarret, 1973;
Ishizaki, 1973 ; Spitz et al., 1972 ; Rosenberg EE_il;’ 1971). Si les hel-
minthiases induisent une hypersensibilité immédiate et la production d'anti-
corps réaginiques, les manifestations allergiques de type immédiat n'ont pas
1a 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 cytotoxicité et jouer un rdle
important en participant au contrdle de 1'infection. C'est la situation
exemplaire du modéle de la schistosomiase du rat ol une activité cytotoxique
in vitro sur des schistosomules a &té montrée : cytotoxicité d'éosinophiles et
de mastocytes en collaboration avec des\Inga, cytotoxicité de macrophages

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

1978).
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Parmi les protozooses, les travaux de Geller et al. (1978 ,a, b,
¢.) 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 méme endroit. Dans tous ces cas, les taux observés

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

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

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

provoqués par les helminthiases.

Par ailleurs, des tests cutanés d'intradermoréactions effectués

avec de 1'antigéne de Leishmania (Shaw et al., 1974) et de 1'antigéne de

T. cruzi “montrent, une réaction immédiate positive (Zeledon et al., 1974).
Derniérement, 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 présence 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, soulignons 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 étre
les témoins de son activation ou de son utilisation et selon les facteurs
dosés, on peut déterminer la voie impliquée dans cette activation (figure n°l).

Au cours de 1'infection de souris par T. brucei, le C3 augmente en

début d'infection puis revient & la normale (Shirazi et al., 1980) ségalement,



FIGURE N°1
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au cours d'infections bovines, par T. congolense et T. vivax, il y a con-

sommation du complément (diminution du complément hémolytique total et du C3)
(Rurangirwa et al., 1980). Peu de travaux ont été réalisés sur le modeéle
T. cruzi et récemment Rodriguez (1981) montre qu'il y a une diminution-
«de la voie alterne du complément au cours de 1'infection '
expérimentale de rats mdles Fischer qui développent la phase aigué de la
maladie. Toutefois, aucun travail & notre connaissance ne s'est intéressé
aux dosages de ces facteurs au cours d'infections humaines.

La connaissance du rdle important du complément lors d'infections
par T. cruzi est basée sur des études de cytotoxicité ou de déplétion in vivo

de certains facteurs du complément.

3.2. Action du complément sur les différentes formes de T. cruzi

IT faut distinguer 1'action des sérums normaux sur les différentes
formes de T. cruzi de celle de sérums d'infection qui présentent des anticorps
anti-T. cruzi. Ce deuxiéme cas sera analysé dans le paragraphe sur les méca-

nismes effecteurs de la réponse immune humorale.

Le complément de la plupart des sérums de vertébrés est capable de
lyser les formes de culture épimastigotes de T. cruzi (Rubio, 1956 ; Nogueira
et al., 1975 ; gototani Keitoet al., 1979), ceux d'oiseaux,de crapauds et de |
grenouilles sont capables de lyser les formes épimastigotes et les formes
trypomastigotes (Rubio, 1956) ; pour ces derniers cas, on parle d'immunité
naturelle puisque ces animaux sont résistants & 1'infection.

- Le pouvoir lytique des sérums frais est perdu en soumettant les

sérums & une température de 56°C durant 30 minutes, cette température détruit
principalement le C3 et ce phénoméne parait bien dépendre du complément.
Les travaux de Rubio (1956) sont en faveur d'une activation du complément i

par la voie alterne et Kierszenbaum et al. (1976Q)démontrent que la lyse des
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formes trypomastigotes par du sérum frais de poulet (in vivo et in vitro)

dépend de 1'activation de la voie alterne du complément. Nogueira et'a].,

(1975) confirment ces résultats dans le cas de la lyse de formes épimastigotes
de culture par des sérums frais de lapin, de cobaye, et d'homme .

4. Les immuns complexes

La formation d'immuns complexes intervient lors de 1'entrée de
divers agents étrangers dans 1‘organisme. Ce processus fait partie d'une
réponse immune normale, mais dans certaines situations i1 n'est pas seule-
ment transitoire et = un  nombre croissant d'états pathologiques implique
les immuns complexes. I1s peuvent se rencontrer.dans les tissus ou en
circulation dans le sérum et fixer ou non le complément.

‘La plupart des maladies parasitaires se caractérisent par des dé-
charges chroniques de parasites dans les tissus ou dans la circulation et
sont souvent associées & la formation d'immuns complexes (Lambert et al.,
1968 ; Lambert et al., 1981 ; Butterworth et al., 1977). Parmi eux, un
certain pourcentage est constitué par des immuns complexes d'origine parasi-
taire qui peuvent participer aux mécanismes effecteurs de la réponse immune

(Capron et al., 1982, in press).

Des complexes immuns circulénts de nature parasitaire ont été mis
en évidence au couré d'infections expérimentales de souris par T. cruzi
(phase aigué de la maladie) (Chaves et al., 1979). Des travaux,effectués
sur des sérums de patients en phase aigué de 1'infection corroborent
ces résultats en montrant la présence dans les sérums d'immuns complexes
de nature parasitaire (Martinlet al., in press). Les auteurs effectuent

une pkécipitation des sérums au PEG (polyéthyléne-glycol) puis, aprés
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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 et réagissent contre la
fraction microsomale de T. cruzi (Segura et al., 1977).

Fruit et al.,(1979) montrent également la présence d'immuns
complexes dans le sérum de patients en phase chronique de 1'infection
(technique de fixation du C1q aux immuns complexes). L'immunisation d'un
lépin par les immuns complexes dissociés révéle leur nature parasitaire

qui ne correspond pas & 1'antigéne 5 de T. cruzi décrit par Afchain (1976).

Des arguments expérimentaux indirects permettent de penser a la
possibilité de dépdts d'immuns complexes dans les tissus au cours de 1'infec-
tion par T. cruzi : Dos Santos et al. (1980a) montrent au début de 1'infectiond
souris par T. cruzi un dépdt d'antigénes & la surface des cellules cardiaques
suivi, au pic de parasitémie d'yn dépdt d'immunoglobulines.Des antigénes

parasitaires apparaissent & la surface de cellules en culture, infectées par
T.cruzi, aprés éclatement des cellules et 1ibération des formes {72-96heures) -
Les cellules présenteraient des recepteurs capables de fixer des antigénes

et si ce phénoméne se produit in vivo i1 pourrait &tre 3 ]‘origihe de dépots
d'immuns complexes dans les tissus (Kuhn et al.,1977; Dos Santos et al.,

1981; Abrahamsohn et al., 1980). T T

5. Les anticorps anti-T. cruzi

La recherche.des anticorps par des méthodes sérologiques permet le
diagnostic de 1'infection aux différentes phases de la maladie. Depuis la
réaction de fixation du complément de Guerreiro etMachado en 1913, plusieurs
techniques immunologiques sont utilisées et la mise au point de milieux de
cultures a permis 1'obtention d'une production massive d'antigéne et une
standardisation meilleure de ces techniques (Kelser, 1937; Mayer et

Pifano, 1941 ; Fife et Kent, 1960 ; Maekelt, 1960).
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5.1. Cas aigus

Les anticorps apparaissent environ au 20éme jour d'infection et
atteignent des titres élevés (Muniz et al., 1944 ; Hauschka et al., 1950 ;
Pizzi, 1962 ; Cerisola et al., 1969). Ils sont, a ce stade de 1'infection,
principalement de classe IgM (Vattuone et al., 1973 ; Camargo Sfiiil;’ 1974 ;
Gonzalez-Cappa et al., 1973 ; Lelchuk et al., 1970) et i1 y a également en

cas d'infection congénitale une production d'anticorps anti-T. cruzi en

majorité de classe IgM (Szarfman et al., 1975).

Les sérums de patients en phase aigué de 1'infection agglutinent
spontanément les formes épimastigotes de cu1turé et cette agglutination est
visible macroscopiquement. Toutefois, plusieurs auteurs constatent des
réactions d'agglutination trés importantes par des sérums normaux qui rendent
le test non interprétable pour des sérums de patients en phase chronique de
1'infection ,car les taux d'agglutination sont alors trop faibles comparés
aux témoins (Senekjie et al., 1944 ; Muniz et al., 1946 ; Pifano,

1960 ; Maekelt, 1964 ). ~  L'&tude du type d'anticorps impliqués dans

la réaction monére que les IgM et certains composants sériques comme la
protéine C réactive de sérum d'individus non parasités, permettent une agglu-
tination (Gonzalez-Cappa et al., 1973 ; Vattuone et al., 1973).

Le traitement enzymatique par la trypsinedes épimastigotes, décou-
vrant de nouveaux antigénes membranaires, a permis d'améliorer le test
(Vattuone et al., 1971) et un test discriminatif, par traitement des sérums
au 2-Mercaptoéthanol permet alors de faire le diagnostic chez des patients en
phase aigué ou chronique de 1'infection (Schmunis et al., 1975 ; Storni

et al., 1975).
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Un extrait antigénique polysaccharidique de T. cruzi révéle des
précipitines dans 97,9 % & 100 % des sérums de patients en phase aigué de
1'infection et seulement 17 % & 18 % des sérums en phase chronique. (Muniz
et al., 1944 ; Pellegrino et al., 1956). Hoshino-Shimizu et al. (1978) con-
firment ce résultat en utilisant un antigéne polysaccharidique dans un test
d'hémagglutination. Les anticorps impliqués sont de classe IgM puisque aprés
traitement au 2-Mercaptoéthanol, les sérums de cas aigus ne donnent plus

d'hémagglutination. I1 pourrait s'agir d'un antigéne thymoindépendant

n'apparaissant que dans la phase aigué de la maladie. Afchain (comaunication

personnelle) met en évidence un antigéne spécifique de T. cruzi , de nature
polysaccharidique,libéré dans les surnageants de milieux de culture des

formes épimastigotes, trypomastigotes et non des formes amastigotes.
Cette derniére donnée peut expliquer la faible incidence des anticorps
dirigés contre un antigéne polysaccharidique dans les sérums de patients en

phase chronique de 1'infection ol le nombre de parasites circulants est trés
faible. Cet antigéne semble étre un candidat valable pour le diagnostic

précoce de la maladie.

5.2. Cas chroniques

Des anticorps anti-T. cruzi se maintiennent tout au long de 1'in-
fection & des taux suffisants pour permettre le diagnostic immunologique.
Les anticorps de classe IgM sont absents ou trés faibles alors que les
anticorps de classe IgG et IgA présentent des taux assez &levés (Lelchuk
et al., 1970).

Ces anticorps sont capables de réagir avec des antigénes de surface
du parasite (agglutination directe : A.D. ; immunofluorescence : IMF) ou des

antigénes solubles somatiques, métaboliques ou structuraux (IMF, hémaggluti-

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

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



Les premiers antigénes utilisés étaient préparés a partir de

broyats de foie ou de rate de chiens infectés (Mayer et al., 1914 ) et la .

présence de contaminants tissulaires dans ces extraits donnait lieu & de

nombreuses fausses réactions avec des sérums de personnes non infectées,

Les parentés antigéniqueS entre les antigénes des différents stades
évolutifs de T. cruzi sont importantes et cette propriété a permis la mise
au point du diagnostic & partir d'antigénes de formes épimastigotes de culture
Les antigénes utilisés sont actuellement les formes ou les extraits solubles
totaux de protéines et complexes protéiques des épimastigotes de culture.
Certains laboratoires utilisent un extrait total délipide
( Maekelt, 1950 ; Fife et Keat, 1961 ) et selon les techniques
T'un ou 1'autre de ces antigénes donne de meilleurs résultats pduf‘1e diag-
nostic (1'antigéne délipidé deMaekelt (1960) donne de trés bons résultats
pour la réaction de fixation du complément ) .Toutefois, il est tentant
d'améliorer ces tecﬁniques en utilisation des antigénes purifiés ou semi-
purifiés afin de résoudre les problémes de réactions croisées que posent
les sérums de patients porteurs de T. rangeli ou les patients atteints de
leishmaniose et surtout afin de connaitre de facon plus précise la qualité
de la réponse humorale au cours de 1'infection par T. cruzi.

La plupart des travaux de purification de fractions antigéniques
de T. cruzi (Alves et Colli, 1975 ; Lederkremer et al., 1977 ; Gottlieb,
1977) ne s'attachent pas & 1'@tude de 1'immunogénicité de ces fractions
au cours de 1'infection humaine.

Toutefois, 1'étude de la mosaTque antigénique de plusieurs

trypanosomatidae hétéroxénes, parasites de 1'homme, menée par Afchain

(1976) par analyse immunoélectrophorétique montre que le composant 5 de

T. cruzi (localisation immunocélectrophorétique) est spécifique.
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Ce composant est'localisé d la surface des formes épimastigotes
et trypomastigotes sanguicoles (Fruit et al., 1978), c'est une glycopro-
téine (Afchain, 1976) et i]‘est trés immunogéne, induisant la formation
d'anticorps cofrespondants lors d'infections expérimentales et humaines
et lors d'immunisations expérimentales (Afchain et al., 1976). Une étude
immunoélectrophorétique faite sur des sérums humains brésiliens -
;hagasiqdes montre la présence d'anticorps anti-Ag 5 dans le 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 et al.,
1970).

L'immunoélectrophorése semble étre une approche intéressante de
1'étude de la réponse immune humorale car elle est la seule qui donne une
idée de la qualité des anticorps dans 1'attente de fractions antigéniques

purifiées utilisables en sérologie dans d'autres techniques.

L'utilisation de formes amastigotes pour rechercher les anticorps
anti-T. cruzi par réaction d‘immpnof]uorescence s'avére plus sensible que
celle utilisant les formes épimastigotes (Cerisola et al., 1971). Un antigéne
préparé a partir de parasites cultivés sur cellules (mélange d'amastigotes
et de trypomastigotes ) révéle des taux d'anticorps plus élevés dans le
sérum de patients infectés par T. cruzi qu'un antigéne préparé & partir
de formes épimastigotes (Neva et al:, 1977 ; Gam: etal., 1977). D'autre
part, des antigénes spécifiques de stade sont décrits par différents auteurs
(Kloetzel et al., 1975 ; Santiagoet al.,1981).

Rappelons qu'au cours de 1'infection chronique, la parasitémie est
faible ou absente alors que les formes amastigotes intracellulaires prédo-
minent.

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

de 1'infection ,réalisée avec des antigénes de formes épimastigotes, ne peut
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étre que restreinte, malheureusement c'est actuellement la seule forme

qui peut s'obtenir en quantité massive.

6. Les autoanticorps circulants dans le sérum de patients infectés par

T. cruzi

6.1. Rappels de 1'anatomopathologie et de la physiopathologie de la

maladie de Chagas

Deux types de réactions s'observent au cours de 1'infection : des
réactions inflammatoires et des réactions dégénératives.

Ces deux réactions sont plus intenses en phase aigu& de la maladie
et elles se caractérisent en phase aigué par :.

- Ta présence de mononucléaires au voisinage des cellules parasitées
avec phagocytose des parasites par les macrophages (Dias, 1934 ; Pizzi et al.,
1955 ; Taliaffero et al., 1955) ;

- la présence de polynucléaires qui phagocytent les formes amas-
tigotes Tibérées lors de 1'éclatement des cellules (Andrade et al., 1966) ;

- des lésions dégénératives qui peuvent atteindre la nécrose des
tissus subcutanés et adipeux (Mayer et al., 1912) avec dégénérescence en par-
ticulier des cellules musculaires et ganglionnaires (Koberle et al., 1960 ;
Alcantara et al., 1965).

Les foyers inflammatoires sont ensuite plus diffus alors que les lésions

dégénératives augmentent.

En phase chronique, le coeur augmente de poids ( » 400 gr) et de
volume ; il y a augmentation globale des cavités avec anévrisme de la pointe

trés caractéristique. L'examen microscopique montre des fibres musculaires

-
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hypertrophiées ou atrophiées avec peu de réactions inflammatoires. L'ano-
malie la plus intense est la dénervation. Au niveau des méga-organes, la
dénervation est &galement trés intense.

Les travau* de Koberle (1956) montrent que ce phénoméne est en
corrélation avec la clinique : le taux de dénervation des organes est plus
important chez des patients présentant une pathologie et a partir de 20 %
de destruction apparait une pétho]ogie cardiaque, de 55 % une pathologie du
colon, de 75 % une pathologie des bronches, de 85 % yne pathologie de

1'oesophage.

La premiére théorie émise pour expliquer la pathologie de la maladie
de Chagas fut la théorie mécanique (action directe du parasite sur les
cellules) mais des altérations importantes des tissus sont observées sans
la présence du parasite. La deuxiéme théorie proposée fut la théorie toxique
(Koberle et Alcantara, 1960), action & distance d'une substance comme une
neurotoxine. Malissof, (1947) montrent 1la présente d'une toxine neu-

roplasique mais leurs travaux sont réfutés par ceux de Hauska et al.

(1948) et depuis aucune toxine n'a pu étre isolée.

La théorie autoimmune semble étre la plus probable et repose sur
les arguments suivants :

- Présence de dépdts d'immunoglobulines a la surface de cellules
musculaires.cardiaques ou de bicepé (Laguens et al., 1975 ; Cossio et al.,
1977 ; Szarfman et al., 1978)

- Présence d'autoanticorps dans le sérum de patients infectés
(analyse détaillée des travaux dans le paragraphe suivant)

- Etat d'hypersensibilité de type retardé & des antigénes de coeur
et de-nerf (Santos/Buch et al., 1974 ; Vega et al., 1976 ; Cossio et al.,
1976 ; Texeira et al., 1978)

- Mise en évidence de réactions croisées entre 1'antigéne de
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- Mise en évidence de réactions croisées entre 1'antigéne de
T. cruzi et de 1'antigéne de coeur, de gaine de Schwann et de fibroblastes

(Cossio et al., 1974 ; Szarfman et al., 1974)

6.2. Les autoanticorps EVI (E ndocardium - Vascular -Interstitium )

6.2.1. Mise en évidence

Cossio et al. (1974) mettent en évidence dans le sérum de patients
chagasiques, en phase aigu& ou chronique de 1'infection, des immunoglobulines
réagissant avec des structures tissulaires présentes sur des coupes de coeur.
La technique utilisée est celle de 1'immunofiluorescence indirecte et la fluo-
rescence se localise au niveau de :

- 1'endocarde |

- 1'endothélium vasculaire

- le tissu intersticiel

Sur d'autres tissus, cette fluorescence se limite d& 1'endothélium
vasculaire (foie, reins, estomaé, placenta). Les EVI ne sont pas spécifiques
d'espéce, en effet ils peuvent étre mis en évidence sur des coupes de |
coeur de différentes espéces d'animaux (homme, veau, cobaye, souris). La

réaction peut aussi s'effectuer sur des coupes de muscle strié.

6.2.2. EVI et phasé aigud

Une étude de 38 cas montre que 63 % des patients présentent des
anticorps EVI dans leur sérum (Szarfman et al., 1977). Deux patients infectés
par accident de laboratoire ont présenté dans leur sérum des anticorps EVI
(Hubsh et al., 1976). Schmunis et al. (1978) confirment la présence d'anti-
corps EVI en cas aigus et mohtrent-que des individus traités au Nifurtimox

maintiennent Teur taux d'anticorps EVI alors que le taux des anticorps anti-

T. cruzi chute.



6.2.3. EVI et phase chronique

Le premier travail de Cossio et al. (1974) montre que 95 % des
patients infectés avec cardiopathie présentent des EVI-dans leur sérum. Le
travail de Diez et al. en 1976 corrobore ces premiers résultats mais ceux
de Szarfman et al. (1978) et Sadigusky(1977)ne montre : aucune relation entre,
la présence dans le sérum de ces anticorps et la pathologie.

Ces résultats divergents peuvent dépendre des populations étudiées
et nous analyserons la prépondérance des anticorps EVI parmi des populations

boliviennes.

6.2.4. Spécificité des anticorps EVI

Des anticorps dirigés contre des structures cardiaques ont été mis
en évidence dans le sérum de patients atteints de maladie cardiovasculaire .
Kaplan et al..1961 ; Person et al., 1974). Toutefois, i1 semble que la
localisation de la fluorescence observée soit différente. En effet, Hubsh
et al. (1976) montrent que le pourcentage de sérums de témoins sains ou
atteints de maladie cardiovasculaire ou d'autres parasitoses présentant des
anticorps EVI est faible (2 & 8 %). Les auteurs constatent cependant une
fluorescence localisée & la striation des myofibrilles, au sarcoplasme et
au sarcoléme dans le sérum de 50 & 60 % des patienté témoins. De méme, la
fluorescence de sérum de leishmaniens sur des coupes de coeur ou de muscles

Strié se lnralice & la ctriatinn,au sarcoplasme et au sarcoléme (Szarfman

et al., 1975).

6.3. Les autoanticorps anti-nerfs

Khroury 2t al. en 1979 mettent en évidence des anticorps anti-nerfs
dans le sérum de chagasiques par réaction d'immunofluorescence indirecte,sur

coupes de nerf sciatique de souris et d'homme. Les auteurs observent une
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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 et al. (1976) contredisent ce résultat en observant une réaction

positive d'immunofluorescence en utilisant des coupes de cerveau de souriceaux.
63 % de patients présentant une parasitémie et récemment infectés

(phase aigué) possédent des anticorps anti-nerfs dans leur sérum (Szarfman,

1977).

Au cours de la phase chronique de 1'infection, Khoury et al. (1979)
mettent en évidence des anticorps anti-nerfs dans le sérum de 83 % de malades
présentant une cardiopathie. Dos Santos et al. (1976) confirment ce résultat
en trouvant des anticorps anti-nerfs chez 96 % des patients en phase chronique
de 1'infection avec ou sans cardiopathie. Récemment, Szarfman et al. (1981)
ont ré&lisé une étude détaillée sur la fréquence des anticorps EVI et des
anticorps anti-nerfs chez des chagasiques de symptomatologies différentes :
aucuné relation n'est observée entre 1'incidence de ces anticorps autoimmuns
et la pathologie (Tableau n°3).

D'autre part, les auteurs observent une corrélation étroite entre

la présence d'anticorps EVI dans les sérums et celle d'anticorps anti-nerfs.



Tableau n°3

Anticorps autoimmuns dans le sérum de chagasiques chroniques

(Szarfman et al., 1981)

Nb. de patients et

Groupes types d' % Individus *
autoanticorps titre ), 6
Normaux 27 1 A 7.4
anti-nerfs..........co0vu.nn 3.7
douteux 29 8 58.6
anti-nerfs..........couuns. 58.6
mégaoesophage 15 23 66.6
stades I et II anti-nerfs .......cociiinnnn 60.0
mégaoesophage 14 EVI i 57
stades II1 et IV anti-nerfs .. ................ 57

ou/et mégacolon

cardiopathie 19fEVI Lo 68
legere anti-nerfs.................. 63.1
cardiopathie + 16 1BV cenn €2.5
mégaoesophage et/ou anti-nerfs ................ 62.5
mégacolion

cardiopathie 9 ) PP 55.5
séveére anti-nerfs ........cievvenn 55.5

x inverse du titre (log2) = =~ =~ .
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LES PATIENTS -

1. Origine

Quatre groupes ont été étudiés.

. Le premier groupe est composé de patients habitant La Paz (3800 m) ou

sur 1'altiplano bolivien (4000 m) venus consulter & 1'Institutg olivien
deBiologie d' Aititude & 1a Paz. Ces personnes ont &té dirigées vers
1'Institut par différents centres médicaux, avec une suspicion clinique
ou parasitologique de la maladie de Chagas. Ces consultants ont pu
s'infecter dans différentes régions de Bolivie mais vivent depuis plus

d'un an 3 la Paz.

. La deuxiéme population étudiée est composée de paysans habitant: une

vallée plus chaude ,située & 100km de la Paz et & 2500 m. De nombreux
triatomes infectés ont &té trouvés autant dans les maisons que dans
1'habitat péri-domestique (20 % : rapport du ministére bolivien de la

santé, &tude épidémiologique 1980, Dr Valencia).

. La troisiéme population est composée de citadins habitant Camiri,

ville pétroliére de 2000 habitants, située au sud de la Bolivie en
zone tropicale. Notons que le nombre de triatomes infectés dans les
maisons de Camiri méme,a beaucoup diminué du fait de1'amélioration

de 1'habitat.

. La quatriéme population est composée de paysans,habitants d'un

-

village (Salinas) situé & quelques kilométres de Camiri ol de nombreux
triatomes infectés ont &té trouvés dans les maisons comme dans
1'habitat péri-domestiques (40 % : rapport du ministére bolivien de la

santé, &tude &pidémiologique 1980, Dr Valéncia).



2. Age moyen et sexe des populations

La comparaison de 1'adge moyen des quatre populations (tableau 4)selon
le test duﬁ de Student montre que celle de La Paz est significativement
plus dgée que celles de Chiwisivi, Camiri, Salinas, celle de Salinas ‘
significativement plus jeune que celles de La Paz, Cﬁiwisivi, Camiri;
celles de Camiri et de Chiwisivi comparables entre elles.

I1 n'y a pas de différence significative entre 1'dge moyen des
femmes et des hommes dans ces populations par contre le pourcentage

‘ de femmes étudiées & Chiwisivi est faible (20,2 %) «

3. Etude clinique des patients

Un examen clinique et un électrocardiogramme ( Dr G. Antezana et
Dr E."Ribaute, IBBA) permettent de classifier les patients selon les

critéres établis par 1'0MS (1974) :
. Stade 1 : Pas de‘signes cliniques, électrocardiogramme normal

. Stade II : Signes cliniques modérés ou absents, &lectrocardiogramme
avec 1'une des altérations suivantes:
. Extra systole ventriculaire
. Bloc auriculo ventriculaire incomplet
. Bloc de branche droite incomplet ou complet
. Bloc de branche gauche incomplet ou complet

. Altération primaire de 1a repolarisation

. Stade III : Signes cliniques évidents avec altérations suivantes de
1'électrocardiogramme :
. Bloc de branche droite comb]et plus bloc du tronc antdrieur
gauche

. Zone électrique muette



TABLEAU N° 4

AGE et

SEXE DES POPULATIONS SELECTIONNEES

A Pourcentage

age moyen % hommes % femmes
LA PAZ 45,57 T 10,61 61,7 48,3
CHIWISIVI 38,04 % 13,55 79,8 20,2
CAMIRI 38,97 ¥ 13,62 47,8 52,2
SALINAS 33,27 ¥ 12,69 57 43




. Bloc auriculo ventriculaire complet

. Fibrillation ou flutter auriculaire

Pour les populations de Chiwisivi, Camiri, Salinas, les patients
présentant un électrocardiogramme de stade II ou III sont considérés
comme cardiopathiques ; aucun examen paraclinique supplémentaire n'est

effectué. Pour les patients venus consulter & 1'institut, une étude de la

‘pathologie gastrique est aussi menée. Les examens du tube digestif sont

effectués a 1'hopital gastroentérologique de La Paz (Hospital gastroente-
rologico Boliviano Japones, Dr J. PABON).

Pour la détection des méga;oesophages, un interrogatoire du malade
et une radiographie de 1'oesophage sont effectués. Le diagnostic est basé
sur 1'image radiologique.

Aprés Tavage de 1'oesophage, une radiographie du cHté antérieur
droit (malade debout) est faite. Les malades présentant & la radiographie
une rétention oeSOphagienne sans dilatation, ou une dilatation &valuée
selon la classification de Ferreira Santos (1961), sont considérés comme
présentant une méga-oesophage. ‘

Pouk la détection des méga-colons, quatre clichets radiologiques
sont pris aprés lavage barité. Sont considérés comme présentant un
méga- colon, les sujets avec dolicosigmoTde (longueur anormale du
colon ) ou un mégasigmoide. (largeur anormale du colon) (J. PABON et al.,
1980, soumis pour publication). La classification établie est celle des

gastroentérologues de La Paz.

4. Prélévement de sang

‘Les sangs veineux sont prélevés dans des wyacuteners” s:ériles®

et laissés quelques heures & coaguler & la température du laboratoire puis
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une nuit d 4°C et sont centrifugés. Les sérums sont alors récupérés,

distribués et congelés 3 -70°C.

II. DIAGNOSTIC PARASITOLOGIQUE DE L'INFECTION PAR T. CRUZI

Une godtte de sang préievée au bout du doigt
est examinée entre lame et lamelle au microscope et les parasites
recherchés.

Un frottis et une goutte &paisse sont &galement effectués et aprés
coloration au"May-Grunwaldy examinés au microscope et les parasites
recherchés.

Un xénodiagnostic est effectué de maniére systématique chez les
sujets venus consulter & 1'jnstitut. Trois boYtes contenant chacune
10 triatomes (Triatoma infestants) sains sont fixées sur chaque cuisse
et sur la poitrine gauche pendant une 1/2 heure afin de permettre aux
triatomes de se nourrir du sang du patient par piqure. L'infection des
triatomes se vérifie au microscope par examen des fécés de 1'insecte
30 jours, 60 jours, 90 jours éprés 1'exposition du-patient aux triatomes
(voir photo p. 33).

I11. PREPARATION DES ANTIGENES

1. Souches utilisées

- Trypanosoma cruzi Tehuantepec

Cette souche a &té isolée en 1938 par E. Brumpt & partir de Triatoma
- Sp. trouvés infectés dans la région de Tehuantepec au Mexique (Darman,
1941). Maintenue en culture in vitro depuis 1959 dans le service de
Parasitologie de ]‘Institﬁt Pasteur de Paris, elle nous a été donnée

par le CIBP de 1'Institut Pasteur de Lille qui 1'entretenait en culture
depuis 1967.
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- Trypanosoma (Herpetomosa) rangeli RG -B-

Cette souche a &té isolée in vitro en 1949, & partir d'un chien
"PIFANO"(HERBIG-SANDREUTER, 1957).
Elle nous a été donnée par 1'Institut de Médecine Tropicale

d'Anvers (ITMA) -~ ( département de protozoologie du Professeur
WERY)

2. Cultures ip_yitro

Le milieu de culture utilisé est le GLSH (glucose, lactalbumine
hydrolysée, sérum, hémoglobine), initialement décrit par JADIN et
PIERREUX (1960) modifié T1égérement par JADIN et LE RAY (1969) pour
1'ensemble de la culture des Trypanosomatidae.

L'entretien des souches en routine est réalisé en veinotubes
stériles contenant 3 & 4 ml de milieu GLSH. Les subcultures sont
effectuées de maniére systématique une fois'pér semaine.

Les cultures massives s'effectuent progressivement selon le

schéma de la figure n°2.

3. Préparation des formes épimastigotes utilisées pour la réaction

d'immunofluorescence indirecte (IMF)

La méthode a €té mise au point par Weller et Coons (1954). Elle
luti]ise comme antigéne un antigéne figuré,c'est-a-dire les formes
épimastigotes de culture.

Un & deux tubes de culture de 8 ou 10 jours sont centrifugés
& 3000 t/min et le culot de parasites lavé dans du Hanks

| Wallace trois fois. Le culot esf resuspendu dans environ 2 ml de PBS

pH 7.4 et une goutte de glutaraldéhyde & 2.5 % ou de formol i 0,2 %



FIGURE 2

PROTOCOLE EXPERIMENTAL POUR L'OBTENTION DE CULTURES MASSIVES

Ensemencement

8 & 10 jours .
plus tard

ensemencement

8 3 10 jours : r‘

ensemencement

/

veinotube
de 8 a 10 jours
de culture

d'un flacon de 200 ml
contenant 40 ml de GLSH

d'un flacon de 1 1 contenant
206 ml1 de GLSH

plus tard

'

D'un flacon de 4 1
contenant 1 1 de GLSH
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ajoutée au tube. Dix minutes plus tard, Te tube est & nouveau centfi-
fugé et le culot lavé une fois dans du‘Hanks Wallace. Le dernier culot

de centrifugation est suspendu dans du PBS. Les parasites sont ainsi
fixés. On utilise ensuite la technique des gouttes sur lames porte objet.
On trace trois puits par lame a 1'aide d'un diamant, une goutte est
déposée sur chaque puits et on laisse sécher pendant deux heures.

Les p]aqués sont ensuite conservées a -70°C. La fixation au formol

donne une fluorescence plus diffuse tandis que celle & la glutaraldéhyde
donne une fluorescence  membranaire. Nous avons adopté la fixation

d la glutaraldéhyde.

4. préparation d'un extrait soluble brut par &clatement sous pression

La technique utilisée est celle des Argentins qui substituent
1'action du pilonnage des parasites dans un mortier glace,associée a
des congélations, décongélations, & 1'action d'une pression de 10 &
20 tonnes sur la suspension congelée de parasites.

Des cultures massives de 10 a 15 jours sont centrifﬁgées a
3500 t/min, le culot lavé 3 fois dans du Hanks Wallace et le dernier
culot de centrifugation suspendu dans une solution hypotonique (NaCl
1 °/oo) @ raison de 1 ml/g poids humide (culot de centrifugation aprés
les lavages). La solution hypotonique permet de faire &clater les para-
sites. Cet extrait antigénique est ensuite soumis & une pression de plu-
sieurs tonnes & 1'aide d'une presse spéciale (X Press, LKB) et ceci trois
fois. La presse est constituée de deux chambres séparées par yne pidce
percée d'un petit orifice. Sous 1'action de la pression, i1 y a un chan-
gement de phase soudain de la glace en eau, ce qui permet 1'écoulement
du matériel & travers ]'ofifice'et la compléte désintégration des cellules.

Cet extrait antigénique est utilisé dans les réactions de précipitation

en gel.
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5. Extrait antigénique soluble Tyophilisé

Le précédent extrait est centrifugé & 26 000 Q pendant une
heure & 4°C. Le surnageant est ensuite dialysé contre de 1'eau distillée
pendant 24 heures puis lyophilisé. Cet antigéne soluble a été utilisé

pour les réactions d'ELISA et de RFC et du RAST.

IV. ETUDES SEROLOGIQUES

1. Dosage des immunoglobulines totales

Le dosage des immunoglobulines s'effectue par immuno-diffusion
radiale utilisant des plaques Behring (TRI partigen IgG, IgM, IgA, Lc
partigen IgE). Les sérums dilués ou purs sont déposés dans des puits
percés dans la gélose contenant des anti;immunoglobu]ines. Aprés un
certain temps de diffgsion, il se forme des anneaux de précipitation
mesurés, 3 1'aide d'une régle spéciale ®ehring Institut)qui
permet la lecture directe du diamétre au-carré. Le'diamétre‘au carré
de 1'anneau de précipitation est propoftionne] a8 la quantité d'immuno-
globulines du sérum.

Chaque protocole est accompagné de standardsqui sont indispensa-
bles & 1'interprétation des résultats.

L'équation de la courbe standard est calculée sur ordinateur
selon une courbe de régression linéaire de type : y = ax + b (y = diamétre
au carré ; x = concentration des immunoglobulines). La valeur & 1'origine
de cette droite, doit se trouver dans certaines limites indiquées par
la firme de commercialisation des plaques. Si cette valeur sort des
limites, le protocole est annulé. Par ailleurs, ces plaques présentent

des valeurs limites de mesure et si un sérum sort des limites de mesure




i1 sera repris & une dilution supérieure.
Valeurs limites de mesure des plaques :

. IgG : 19 UI/ml & 226 UI/ml

. IgA : 16 UI/ml & 108 UI/ml

. IgM : 39 UI/ml & 495 UI/ml

. IgE : 920UI/m1 & 11000 UI/ml'

Les valeurs normales d'individus d'Europe entre 15 et 65 ans sont :

moyenne valeurs extfémes
. IgG 144 UI/ml 92 UI/m1 - 207 UI/ml
. IgA 125 UI/ml 54 UI/ml - 268 UI/ml
. IgM hommes 144 UI/ml 69 UI/ml - 287 UI/m]l
. IgM femmes 184 UI/ml 80 UI/ml - 322 Ul/ml
. IgkE taux pathologiques: ) 700 UI/mi '

I1 n'y a pas de différence pour les taux des immunoglobulines

de classes IgG, IgA, IgE, entre hommes et femmes.

2. IgE spécifiques

Les sérums sont testés par la technique du RAST (Radioallergo-
sorbent test) pour détecter les anticorps de classe IgE spécifiques
de T. cruzi (KRAFT et al., 1976), 10 mg d'extrait antigénique soluble
1yophflisé de formes épimastigotes de culture, sont mélangés & 100 mg
de particules microcristallines de cellulose activées au CNBr.Puis, 0,05ml
de sérum sont ajoutés & 0,5 ml de pérticu]es. Aprés lavage pour éliminer
les IgE non spécifiques, la solution est 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 et chaque sérum

traité en triple.



La quantiteé d‘igE spécifique est proprotionnelle au taux de
radioactivité fixé (Bound = B) sur les particules, comparé au taux
de Ta radioactivité totale introduite- dans les tubes (total = T).

Les résultats s'expriment en pourcentage de fixation : B/T.

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

Le dosage des immuns complexes est réalisé par la méthode de
fixation du Clq de NYDEGGER et al. (1974). Du Clq marqué a 1'1%°Iode,
ajouté & un sérum, se fixe sur les immuns—cbmp]exes et 1'adjonction de
polyethyléne glycol (PEG) & une concentratiqn finale de 2,5 % permet
la précipitation des immuns complexes marqués. Aprés centrifugation la
radioactivité est mesurée dans les culots. Le taux de radioactivité
est proportionnel & la quantité de Clg marqué dans le cuiot qui est
elle méme proportionnelle & la quantité de Clq fixé sur les immuns
complexes, c'est-d-dire, & la quantité d'immuns complexes présenté
dans le sérum & 1'origine.

Ces dosages sont réalisés au CIBP de 1'Insfitut Pasteur
de Lille sur des sérums de Camiri lyophilises. 25 yl de
sérum sont mélangés a 50 P1 d'EDTA (0.2 M) et & 75 P] de tampon VBS
{(Biomerieux) et décomplémentés une demi-heure & 37°C. Ensuite 50 Fl de
C}q 1125 sont ajoutés (50 Pl donnent 10000 cpm). Tous les tests sont
réalisés en triple. Nous laissons le mélange incuber une heure & 60°C
Puis une heure & 4°C. Les tubes sont enfin centrifugés & 3500 t/min
d 4°C pendant 20 minutes. Les surnageants sont décantés et la radioacti-
vité mesurée sur un compteur gamma (Intertechnique PG 4000).

Les résultats sont exprimés en pourcentage de Clq fixé aux I.C.

précipités. Ce pourtentage est calculé par rapport au Clq total

précipité par de 1'acide trichloracétique (TCA) 20 %.
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4. Dosages du C3 activateur, C3c et du C4

Ces dosages sont réalisés par immunodiffusion radiale sur des
plaques Behring (Lc-Partigen pour le C3 activateur, M-Partigen C3c et
M Partigen pour le C4). Le protocole expérimental est semblable a celui
suivi pour le dosage des immunoé]obu]ines totales.

Les domaines de mesure sont les suivants :

. C3§ét. 0,8... 13,5 mg/100 ml
. C3é 9,5... 132 mg/100 ml
. c4 2,5...  35mg/100 ml

et les valeurs normales de sujets sains européens de 10 & 90 ans.

. C3act. 10-45 mg/100 ml
. C3c 50-120 mg/100 m1
. C4 20-56 mg/100 ml

dilué dans du PBS pH 7,4 au 1/100éme auquel 15 mg d'antigéne soluble de
muscle de lapin ont &té ajoutés afin d'absorber les composants du conjugué

5. Techniques quantitatives de dosage des anticorps anti-T. cruzi

5.1. Reaction d'immunofluorescence indirecte (IMF)

I1 s'agit de visualiser la liaison spécifique antigéne - anticorps
eﬁ marquant les anticorps par une substance fluorescente en lumiére
ultra-violette (fluorochrome).

L'application pratique en a été faite dés 1942 par COONS
et al., en fixant de 1'isothiocyanate de fluorescéine & des immunoglobu-
Tines & fonction anticorps. Cette technique permet de révéler directement

les laisons antigéne-anticorps. Une modification de 1a méthode directe




est la méthode indirecte dite & "deux couches" qui utilise des immuno-
globulines marquées anti-immunog]obu1iﬁes de 1'espéce animale ayant
servi 4 1'immunisation. Cette méthode serait selon NAIR (1969) plus
sensible en raison de ]a.disposition en éventail des complexes antigéne-
anticorps révélés par les anti-immunoglobulines marquées. Ces immuno-
globulines marquées sont actuellement commercialisées et de bonne

qualité.

La technique suivie est celle de WELLER et COONS (1954), adaptée
aux conditions de laboratoire.

Les dilutions sériées des sérums sont effectuées en PBS pH 7.4.
Chaque dilution est déposée sur un puits d'antigéne et les lames sont
mises @ incuber une demi-heure d la température du laboratoire.
Aprés trois lavages des plaques en PBS pH 7.4, les 1mmunog]obu1ine§

a A A 1 LR - . .
marquées sont déposées sur 1'antigéne.C 25 immunoglobulines marquées

(conjugué) sont diluées'ZOO fois dans une solution de Bleu d'Evans

préparé dans du PBS pH 7.4 au 1/7500 gme (Institut Pasteur : Immunoglobuline

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

nouveau mise & incuber une demi-heure & la température du laboratoire.
Nous effectuons‘ensuite trois lavages en PBS puis les lames sont monteées
avec de 1a glycérine 50 % pour 1'observation au microscope Leitz avec
un filtre BG 12.

Chaque protocole comprend un témoin positif et un témoin

négatif. Chaque nouveau ot de conjugué est titré par raonort a des

sérums négatifs et positifs déja connus.
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La derniére dilution fluorescente sera prise comme titre de
positivité. La lecture a été réalisée le plus souvent par la méme
personne ou par une seconde personne entrainée avec la précédente afin
d'avoir les mémes critéres de positivité. I1 faut remarquer qu'une

dilution de différence entre deux sérums n'est pas significative.

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

x Principe

I1 s'agit de visualiser et quantifier une réaction antigéne-

anticorps non pas en utilisant comme en immunofluorescence des
anticorps marqués par une substances fluorescente mais des anticorps
marqués par une enzyme qui, en contact avec son substrat, donnera une
réaction colorée proportionnelle & la quantité d'enzyme entrant dans la
réaction. |

Ces réactions utilisent des antigénés solubles fixés par
liaisons covalentes, ou liaisons de type électrostatique, a des
supports solides. Le choix du support est sans doute déterminant quant
a8 la précision de la technique.

Les différentes étapes de la réaction sont schématisées sur

la figure ﬁ°3:

Le protocole expérimental est celui de .Bout et al.,(1975)
aaapté & 1'antigéne soluble de T. cruzi.
. Le coating est réalisé dans des tubes & hémolyse de polyé&thyléne
Les tubes contenant 1 ml de solution antigénique (10 Pg/m])
en tampon PBS azide pH 7.2 sont mis & incuber pendant trois heures

d 37°C. Trois lavages (aspirations, remplissages en PBS pH 7.2 tween




FIGURE N°3

ETAPES EXPERIMENTALES DE LA REACTION D'ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
— Assay)

1. Sensibilisation du support par 1'anticéne (coating)

M~ 5o\,tion )
antigénique 1
> (3
v Incubation
> > + lavages <4

2. Fixation des anticorps

My

. - Sérum contenant _
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4, Révélation de T'activité enzymatique
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20, 0,05 %) sont effectués. Un ml de sérum dilué dans du PBS pH 7.2,
Tween 20,0,05 % est déposé dans chaque tube et les tubes sont incubés
quatre heures & la température du laboratoire. Ensuite, trois lavages
sont effectués comme précédemment. Un ml de conjugué (antiimmunoglo-
bulines totales humaines) marqué & la peroxidase (Inst{tut Pasteur 1,25
mg/ml), dilué dans du PBS tween 20, 0,05 % pH 7,2 est ajouté a chaque
tube et es tubes de nouveau incihds une nuit a 4°c.

Le lendemain le substrat enzymatique E 6 m1 de tampon phosphate
pH 6 + 0,6 ml de H202 0.3 % + 58.8 ml d'eau distillée + 0.5 ml d'orhto-
dianisidine (10 mg/ml de méthaﬁol}]est ajouté a raison d'un ml par tube
et laissé en contact pendant une heure. Aprés ce délai, la réaction est

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

La lecture de la densité optique est faite & 1'aide d‘uh spec-
trophotométre (Beckmann) & 405 nm, en prenant comme blanc le substrat.
Chaque sérum est traité en triple au cours du méme protocole. Tous les
protocoles comprennent un témoin positif et un témoin négatif. Nous
faisons 1a moyenne des trois densités optique obtenues pour un méme

sérum. Si une des valeurs est trés é&loignée des deux autres, celle-ci

est écarteée.

5.3. Reéaction de fixation du complément (RFC)

Le principe de cette réaction estbasé sur la consommation de
complément par les complexes immuns de telle maniére que le complément
n'est plus disponible pour lyser des globules rouges sensibilisés 3
1'hémolysine, ajoutés lors de la derniére &tape de la réaction.
réaction. Les sérums décomplémentés sont mis en présence d'antigéne

soluble et de complément. Si le sérum contient des anticorps dirigés
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contre 1'antigéne utilisé, i1 se forme des complexes antigéne-anticorps-
complément. En ajoutant un systéme hémolytique (globules rouges sensi-
bilisés & 1'hémolysine) & cette solution, plus le sérum contiendra:
d'anticorps, moins i1 y aura de complément disponible dans 13 milieu

pour produire 1'hémolyse.

- e e e - - - - -

La méthode utilisée est celle de GUERREIRO et MACHADO,(1913)
modifiée par KENT et al. (1963) et adaptée aux conditions de laboratoire.

L'antigéne utilisé est 1'antigéne soluble lyophilisé des formes
épimastigotes de cultures de T. cruzi et un méme lot a &té pris pour
toutes les expériences. La concentration est de 0,2 mg/ml.

Le méme tampon est utilisé pour.toutes les dilutions ainsi que

pour la préparation des globules rouges.

Composition : 1 volume de tampon VBS (veronal bicarbonate salt)
pH 7.3 - 7.4 ;
4 volumes de gélatine (1.25‘9/1)

Le tampon VBS contient des ijons Mg++ et Ca*t en concentrations

optimales afin de permettre la lyse immune.
Lé solution de gélatine permet de densifier le milieu.

| Le complément utilisé est du complément de cobaye lyophilisé ,
commercialisé (Behring Institut). _

Le syétéme hémolytique est réalisé par 1'incubation de globules
rouges de moutons (prélevés en alselver, lavés trois fois dans du tampon
VBS puis suspendu dans ce méme tampon 3 raison de 0.5 ml dans 14 ml
de tampon)dans une solution d'hémolysine obtenue par 1mmunjsation de :
lapin par des globules rouges de mouton (Behring Institut)i L'incubation

se fait volume & volume & 37° ?éndant une demi-heure.

L L Ry g p=p=ipipugiippuapii) vip=ietiiiighag gy
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mentés sont dilués de fagon sériée & partir d'une dilﬁtion au 1/2 et
distribués sur la plaque : |

. 25 F] de sérum dilué

. 25 F] d'antigéne (0.2 mg/ml)

. 50 P] de complément (1/50&me)

Aprés une nuit & 4°C, 50 P] de.globules rouges sensibilisés
(hémolysine 1/500) sont ajoutés dans chaque puits. La plaque est laissée
une heure & 4°C avant d'étre centrifugée,

Chaque protocole expérimental comprend un sérum témoin positif,
un autre négatif. D'autre part les sérums sont testés dans les mémes
conditions,avec des globules rouges non sensibilisés & 1'hémolysine
afin d'écarter les sérums qui donneraient spontanément une hémolyse.

Enfin, tous les protocoles comprennent un témoin complément

afin de contrdler son pouvoir hémolytique:

dilutions des sérums

1/50 1/100 1/200
complément + antigéne H - -
complément + tampon H - -

et un témoin cellules: globules rouges de moutons sensibilisés seuls

Lecture : Si le sérum contient des anticorps anti-T. cruzi
i1 y aura inhibition de la lyse et ceci jusqu'a une certaine dilution.
Aprés centrifugation, les globules rouges sédimentent au
‘fond de chaque puits. Si le sérum ne contient pas d'anticorps anti-
T. cruzi, le complément 1ibre lysera les globules rouges et aprés
centrifugation,seul restera un tout petit sédiment (membrane des globules
rouges) et le surnageant sera coloré par 1'hémoglobine 1ibérée.

La dernidre dilution pour laquelle subsiste une hémolyse par-

tielle sera considérée comme titre définitif.
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6. Techniques qualitatives de dosage des anticorps anti-T. cruzi

——

(précipitation en gel)

6.1. Immunoélectrophorése (IEP)

L' immunoélectrophorése est basée sur deux propriétés des
composants antigéniques : leur charge, et leur spécificité immunochimique.
La premiére propriété se caractérise par une mobilité &lectrophorétique
propre de 1'antigéne dans un mi]feu gélosé. La seconde par sa capacité
a former un précipité avec les anticorpg correspondants dans des
conditions optimales de concentrations respectives de l'antigéne et
de 1'anticorps. GRABAR et BURTIN dans leur traité (1964) détaillent le

principe et les différentes applications de 1'analyse immunoélectropho-

rétique.

Schéma théorique de 1'immunoélectrophorése

ler temps : Migration des composants antigéniques & partir du puits P

de dépdt.

@ |\ 0=z 2= 2

-1 |+

2éme temps : Diffusion des composants antigéniques et des aﬁticorps

Jusqu'é équilibre et formation d‘arcs de précipitation
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r e Anticorps
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La méthode utilisée est celle de GRAGAR et WILLAMS mise au
point par AFCHAIN (1976) pour la caractérisation antigénique des IEXEE;
nosomatidae Hétéroxénes parasites de 1'homme.

Nous présentons ci-dessous le diagramme utilisé en routine

pour réaliser les immunoélectrophoréses des sérums.

X épimastigotes de culflre

Ec* o

= = “} SH n°1
Ec 1T

S . : : SH n°2

- Ec O . +

J— 3 SH n°3
Ec [ | '

e ) ] SH n°4
Ec 0

¢ = I SH n®5
Ec ;

C = l SH n°6
Ec O 1

. Dimensions de la lame : 10 x 10 cm
-Volume d'agarose 1 % (Indubiose agarose, IBF) : 20 ml

.Volume de dépdt de 1'extrait antigénique X Press T. cruzi ou 7. rangeli :
14 yl




~47-

-Volume de dépdt du sérum concentré trois fois : 100 p
-Voltage aux bornes de la plaque et durée : 20 volts, 2 h 30

.- Tampon de migration : tampon véronal pH 8.2 (160 g de barbital sodique
+ 220 m1 HC1 1IN, qsp 10 1)

La diffusion est de 48 heures, puis les 1amés'sont plongées dans
un bain de citrate trisodique @ 5 % pendant 2 & 3 heures (élimination
d'arcs de précipitation non spécifiques dus & la substance ¢ (Afchain,
1976). Les plaques sont ensuite lavées pendant 48 heures dans de 1'eau
physiologique tamponée (9 1 de Na C1 9 °/,, + 1 1 de tampon véronal
pH 8.2). La derniére étape est celle de déminéralisation qui
s'effectue aprés ringage des plaques en eau distillée, en déposant sur
la gélose un papier filtre (Watmann n°l) jusgu'a séchage complet de
celle-ci sur la plaque de verre; Les plaques sont enfin colorées
pendant 5 & 10 minutes dans une solution d'Amidoschwartz [} g de noir

soudan + 425 m] d'acétate de sodium,(13.6 g/1)+ 425 ml d'acide acétique

60 %}. La décoloration se fait avec de 1'acide acétique 60 %.

L'interprétation se fait sur deux points : le nombre d'arcs

précipitants et leur localisation.

6.2. Immunodiffusion en gel et identification des anticorps anti-

antigéne 5 de T. cruzi

La diffusion d'un antigéne dans un milieu gélosé vers son
anticorps provoque au point d'équivalence, c'est-a-dire dans des
conditions optimales de concentration de 1'antigéne et de 1'anticorps
pour un systéme donné, la formation d'un précipiteé.

Si une méme préparation antigénique est introduite simultanément
dans deux puits adjacents face & un puits contenant les anticorps
correspondants, les deux précipités vont se rejoindre si les puits ne

sont pas trop éloignés. On parle alors de réaction d'identité.



(::) AC1
AG1 (::) AG1

Si au contraire deux solutions antigéniques différentes sont
déposées, les traits de précipitation vont se couper, on parle alors de

réaction de non identité.

Q AC1
AG2 \/C) AG1

Enfin, si deux solutions antigéniques donnent 1ieu a une réaction croi-
sée , les bandes de précipitation vont fusionner mais on notera une

pointe qui marque la différence partielle entre les deux molécules.

O
AG2 O\/

O AGI

Nous avons utilisé la réaction de dogb]e diffusion en gel pour
rechercher dans les sérums la présence des anticorps anti-antigéne 5.
Cette mise en évidence s'est faite par réaction d'identité
entre un sérum monospécifique anti-antigéne 5 produit chez le lapin
et fourni par le laboratoire du Docteur D. Af;hgjn (CIBP Lille) et les
sérums humains face & un extrait antigénique T. cruzi X Pre;s. Le modéle
employé a été celui Ut111sé dans le diagnostic spécifique de 1'hydatidose

développé par BOUT et al. (1979),(voir photo p. 49).



Immunodiffusion et identification des anticorps

anti antigéne 5 de T. cruzi

a : Antigene epimastigote de T. cruzi (extrait X Press) = 2pl.
b : Hyperimmunsérum anti-antigéne 5 de T. cruzi majeur= 12 Fl

1,2,3,4, : Sérums humains de patients = IZF]
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Les sérums sont concentrés trois fois et la diffusion dure
48 heures. Les étapes suivantes sont en tous points analogues au traite-

ment des plaques d'immunoélectrophorése aprés leur diffusion.

L'arc Ag5-Ac anti.5 présente ou non une réaction d'identité

- avec un des arcs formés entre le sérum humain et 1'extrait antigénique.

7. Dosage des autoanticorps (EVI)

La technique d'immunofluorescence permet de mettre en évidence
des autoanticorps anti-EVI, c'est-a-dire dirigés contre 1‘'endocardium,
1'endothélium vasculaire, 1'interstitium myocardique, dans le sérum
de patients.

La technique de Cossio et al. (1974) adaptée aux conditions

de laboratoire a &té suivie.

- Coupes : Nous utilisons des coupes de coeur de souris de 2 y d'épais-
seur faites & 1'aide d'un cryostat & -20°C. Les coupes sont
déposées sur une lame porte objets a raison de trois par lame ; elles
sont ensuite conservées & -20°C. Avant emploi, les coupes sont décon-

gelées sous ventilation 1égére a la température du laboratoire.

=

- ler temps de contact : Les sérums sont dilués de facon sériée & partir
d'une dilution au 1/10éme dans du PBS pH 7.4. 1 goutte de sérum dilué
est déposéesur chaque coupe mise 3 incuber une demi-heure 3 37°C. On

réalise ensuite trois lavages en PBS pH 7.4.

LYo

- 2&me temps de contact : Le conjugué anti-immunoglobulines
totales humaines marquées a la fluorescéine (Institut Pasteur) est

dilué dans du PBS pH 7,4 au 1/100&me auquel 15 mg d'antigéne soluble de

muscle de lapin ont été ajoutés afin d'absorber les composants du conjugu¢

qui donnent une fluorescence non spécifique. Cette absorption s'effectue
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. & 37°C pendant 2 heures puis pendant une nuit & 4°C. Le lendemain, le
conjugué est centrigé & 5000 t/min pendant une demi-heure et le
surnageant récupéré. Juste avant 1'emploi, on ajoute du bleu d'Evans
d une dilution.. . finale de 1/7500'. Le temps de contact avec le
conjugué est d'une demi-heure & la température de 37°C. Aprés trois

autres lavages dans du PBS, les lames sont montées (glycerine 50%).

La lecture se fait au miéroscope en lumiére ultra-violette
(Leitz filtre BG 12), le critére de positivité est 1'observation d'une
fluorescence a la fois au niveau :

. de 1'endocardium

. de 1'endothélium vasculaire

. de 1'interstitium myocardique.
Les dilutions des sérums étant sériées, 1'observation se fait selon un
critére d'extinction de la fluorescence. La derniére dilution fluorescente
sera retehue comme titre du séruﬁ pour cette technique. Chaque protocole
comprend un témoin positif et un témoin negatif qui nous ont &té fournis

par 1e Dr Mirtha STREIGER (Santa-Fé en Agentine).



RESULTATS

S——————————————
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1. TAUX DES IMMUNOGLOBULINES DANS LE SERUM DE CHAGASIQUES EN PHASE

CHRONIQUE DE L' INFECTION

1.1. Immunoglobulines de classe I1gG, IgM, IgA

Les taux des immunoglobulines totales de classe IgG, IgM, IgA sont
étudiés parmi trois populations boliviennes (figures n°4,5,5), Les sujets
infectés par T. cruzi sont sélectionnés par trois réactions sérologiques

positives parmi les réactions d'IMF, d'ELISA, de RFC et d'IEP.

Les moyennes arithmétiques sont calculées pour chaque population. L'écart
type & la moyenne est calculé, aprés vérification des variances,dans le cas de
populations dont les deux effectifs des patients infectés et des témoins dé-

passent 30. Dans le cas contraire, 1'écart-type & 1'effectif est utilisé.

La signification statistique des différences entre les moyennes

- de chaque population est analysée selon le test du t de Student.

Les patients infectés de Chiwisivi présentent des taux d‘IgG et d'IgM

significativement plus élevés que ceux des témoins non infectés.

Les patients infectés de La Paz (habitants demeurant depuis cing
ans au moins & La Paz) présentent seulement un taux moyend'IgG significativement
plus élevé que celui du groupe témoin. I1 n'y a pas de différence significative
entre Tes taux des IgM des patients infectés et non infectés quel que soit leur

sexe.
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Aucune population infectée ne présente des taux d'IgA significati-
vement plus élevés que les groupes témoins respectifs et dans la population
de Camiri il n'y a pas de différence significative pour les taux des trois

classes d'immunoglobulines.

2. Immunoglobulines de classe IgE

Dans la population de Camiri, 1a moyenne des taux des IgE totales,
mesurées a partir de 920 UI/ml n'est pas significativement différente pour
les deux grdupes de patients infectés et non infectés. Toutefois, le pour-
centage d'individus avec des taux d'IgE totale €levés est plus important que
dans les deux autres populations.

Pour 1'ensemble de la population de Chiwisivi seulement, un patient
sur 48 (2 %) présente un taux d'IgE > 920 Ul/ml, pour celle de La Paz, 3
patients sur 80 (3,7 %) (tableau n°5 ).

Les IgE spécifiques ont €galement &té dosées parmi un groupe de
patients de Camiri (figure n°7 ). Quelques sérums de patients infectés pré-
sentent des taux élevés d' IgE spécifiques (13,7 % : B/T > 3 %) et la diffé-
rence des deux moyennes des patients infectés et des téﬁoins est statistiquement

significative selon le test du t de Student.

II. DOSAGE DES IMMUNS COMPLEXES DANS LE SERUM DE PATIENTS EN PHASE
CHRONIQUE DE L'INFECTION

Ce dosage est effectué sur des sérums de la population de Camiri
(figure n® 8 ). Les moyennes des taux d'immuns complexes des chagasiques sans
cardiopathie ou avec cardiopathie sont significativement différentes de celle
des témoins (patients non infectés). Par ailleurs, aucune différence signifi-

cative n'est trouvée chez les chagasiques sans cardiopathie entre les hommes



Tableau n° 5 : Taux des IgE totales dans le sérum de patients en phase
chronique de 1'infection

Patients avec Igk > 920 Ul/ml Test statistique*z

Origine Sérologie Nombre de cas *
Nombre  Pourcentage Taux moyen “1
Camiri B 85 22 26 % 3747.98 * 2781.86 p > 0.05
(800 m) - 35 8 23 % 2827.18 * 3671.0
Chiwisivi + 26 0 0%
(2500 m) - 22 1 5 % 2466.63 -
La Paz + 50 _ 2 4% 3145.07
(3500 m) - 30 1 3.3% 979.51 -

* Moyenne arithmétique t écart-type 3@ 1'effectif

*2 Comparaison des moyennes selon le test du t de Student




Figure n°7 : Dosage des IgE spécifiques dans le sérum de

Chagasiques en phase chronique de 1'infection
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Figure n°8 : Taux des immuns complexes dans le sérum de chagasiques

en phase chronique de 1‘'infection.
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et les femmes (17 hommes : m = 13,2 t3,7; 26 femmes m = 13,7 I 3,6).

I11. DOSAGE DU C3 ACTIVATEUR, DU C3c ET DU C4 DANS LE SERUM DE CHAGASIQUES

| EN PHASE CHRONIQUE DE L‘'INFECTION

Aucune différence significative n'est 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°9 ). La comparaison

| des moyennes est réalisée selon le test du t de Student comme précédemment.

IV. REPONSE HUMORALE ANTI T.CRUZI " ) S

1. Mise-au point et corrélation des différentes techniques,

intéréet diagnostique

-

1.1. Détermination des titres ou valeurs significatives de la présence
d'anticorps anti-T. cruzi pour les réactions d'IMF, d'ELISA, de RFC
et d'IEP.

.1.1.1. Technique d'IMF

Le tableau suivant montre qu'il n'y a pas de différences signi-
ficatives entre les titres de sérums chagasiques, que les parasites soient

fixés au formol ou & la glutaraldéhyde :

titres obtenus

Sérums n°
fixation au formol fixation & la glutaraldéhyde
1 1/160 1/160
2 1/160 1/160
3 1/80 1/80
4 1/80 1/160
5 1/320 1/320
6 17160 1/80
7 1/640 1/320 ' ‘
8 1/320 1/640 i
9 1/40 1/40 ‘
10 1740 1/40
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+ La dilution du sérum & partir de Taquelle la positivité de la
réaction peut étre considérée comme significative de la présence d'antfcorps
anti-T. cruzi dans ]e'ﬁérum est déterminée & partir de sérums témoins et de
sérum d'individus présentant une infection par T. cruzi parasitologiquement
confirmée (tableau n°6 ) :

- patients boliviens qui n'ont jamais voyagé en dehors de 1'altiplano.
Dans cette région (4000 m),la maladie de Chaéas n'est pas endémique.

- 6 sérums d'européens non infectés car n'ayant jamais voyagé en Amérique
Latine (personnel francais du laboratoire) analysés dés leur arrivée & La Paz

- 25 patients boliviens, présentant des 1ésions cutanées caractéristiques de

leishmaniose cutanép-mMuqueuse @ Leishmania braziliensis, sans signes clini-

ques de la maladie de Chagas mais ol une infection chagasique est possible -
- 12 patients présentant une sérologie positive pour la toxoplasmose, sans
signes cliniques de 1a maladie de Chagas mais ol une infection chagasique est
aussi possible
- 61 patients avec un xénodiagnostic positif, c'est-d-dire une infection

par T. cruzi, confirmée parasitologiquement.

Parmi les sérums témoins, seul un sérum positif en sérologie toxo-
plasmose donne un titre >1/40. Pour Ce groupe de patients une infection chaga-
sique asymptomatique n'a pas été écartée. Les autres sérums témoins ne sont pas
positifs au-déla de 1a dilution de 1/20me.

Aucun sérum de patients avec confirmation parasitologique d'une
infection par T. cruzi n'est positif & une dilution ‘'de 1/20&me,: 11,4 % sont
positifs & une dilution de 1/40éme et 16,3 % de 1/80&me. Nous avons donc

choisi la dilution de 1/40éme comme premier titre significatif pour cette

technique.
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1.1.2. Technique d'ELISA

. Mise au point de la réaction ,

Un coating avec traitement préalable des tubes & la glutaraldéhyde
(Carlier et al., 1981 a, b) est comparé au coating sans traitement (figure
n°0 A). La déterminatibn de 1a concentration antigénique optimaTe d utiliser
s'effectue par dilutions progressives de 1'antigéne (figure n%g A) afin
d'obtenir une saturation de la surface du tube et ceci pour les deux types
de coating. Les coating sont équivalents et celui sans traitement a &té
retenu en utilisant une solution de 10 Vg/m] d'antigéne.

Le choix des dilutions du sérum et du conjugué sont déterminées

par titration (figures n°10B et C) et les dilutions retenues sont celles de

1/100éme pour le sérum et une concentration de 500 ng/ml pour le conjugué.

. Détermination du seuil
La valeur de la densité optique a partir de laquelle 1la technique
peut €tre considérée comme positive a été déterminée de la maniére suivante :

la moyenne arithmitique des densités optiques & 405 nm de 141 sérums dont le

titre en IMF était { 1/402me, a été faite et la valeur limite de significativite

calculée selon la formule suivante : L =m + 2.
Nous avons obtenu : m = 0.0733 et &= 0.0459
L = 0.1652, tous les sérums présentant une densité optiquez}b.17 seront

considérés comme positifs pour cette technique.

1.1.3. Technique de RFC

. Mise au point du systéme hémolytique
Les résultats suivants nous ont permis de choisir les dilutions de
1/50éme pour le complément et de 1/500éme pour 1'hémolysine, de telle fagon

d étre en excés de ces deux composants.
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Figure n°10 A, B, C : Mise au point de la technique d'ELISA
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Dilutions du comp1ément" Dilutions de 1‘'hémolysine

1/250  1/500 1/1000 172000 1/3000

1/25 H Ho H - -
1/50 | H H H - -
1/100 H . H - - -
1/200 - - - - -
1/400 - - - - -
Tampon - - - - -
H = hémolyse

pas d'hémolyse

Les mémes lots de complément et d'hémolysine ont &té utilisés

au cours de toutes les expériences.

—————

De méme qde pour la réaction d'ELISA,_]e titre significatif pour
la réaction de fixation du complément, a été déterminé & 1'aide de la réaction
d'IMF. 59 sérums présentant un titre en IMF<1/40éme ont été titrés en RFC :
95 % présentent un titre {1/2, 1,69 % un titre de 1/2 (1/54) et 3,4 %
un titre dé 1/8eme (2/54). De plus, parmi 202 sérums avec un titre;>1/40éme

en IMF, 27 présentent un titre en RFC de 1/2 (13.36 %). Etant donné les

_ résultats -obtenus, le titre de 1/2 a &té considéré comme le premier titre

significatif pour cette technique.

1.1.4. Technique d' IEP

Les critéres de positivité pour cette technique ont été déterminés
a partir de sérums pour 1esque?s les trois techniques quantitatives de dosage
des anticorps anti-T. cruzi, IMF, RFC, ELISA étaient négatives toutes les trois
a la fois. Parmi 48 sérums négatifs, un sérum donne 2 arcs de précipitation

en traces et 47 n'en donnent aucun. Les sérums présentant donc 1 & 2 arcs de
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précipitation en traces ont &té considérés- comme négatifs.

1.2. Corrélation des techniques de dosage des anticorps anti-T. cruzi

1.2.1. Corrélation quantitative des techniques entre elles

La figure n°1l montre qu'il 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 régressjon linéaire dont les
coefficients de corrélation testés paf rapport au tést du t de Student sont

les suivants:

r t P
RFC/ELISA 0,57 2,59 p< 0.01
IMF/ELISA 0,67 3,30 p £0.005
IMF/RFC 0,81 5,016 p €0.001

Les techniques qui donnent la meilleure corrélation sont celles

d'IMF et RFC puis d'IMF et ELISA, et enfin d'RFC et ELISA.

1.2.2. Corrélation selon les seuils

Parmi 263 sérums testés par les quatre techniques (figure n°12),
244 sont positifs ou négatifs pour les quatre techniques & la fois (92.77 %),
9 sont positifs pour trois techniques et négatifs pour une (2 sérums : 0 arc,
6 sérums : 1 & 2 arcs en traces, 1 sérum négatif en RFC) et 7 sérums sont
négatifs pour trois techniques et posififs pour une (2 sérum : IMF 1/80, 1/40 ;
3 sérums ELISA : 0.173, 0.23, 0.18 § 2 sérums RFC 1/2, 1/8 ; enfin trois sérums
restent douteux puisque positifs pour deux techniques et négatifs pour les deux
autres. A 1'aide de quatre techniques,le diagnostic peut &tre assuré dans
98.85 % des cas en considérant trois techniques sur quatre positives éomme
un résultat positif et trois techniques sur quatre négatives comme un résultat

négatif.



830371 £0p 802 e Liue il w

€00 F00 1000 300 sto - -9 160°0  960°0 OO0 6500 490'0 e » IR e e s 1 (X4
30 670 B0 10 950 i5'0 -w €0 ®$'0 1o wo S0 ew s ol L '9 s o8
23 4 (] 95 34 1 N 0§ 11 141 144 13 sy 9t " €9 11 o vy
N /1 8/1 N un /1 o/1 08/1 09I/t 0N ot o 144 (1] (] oy
SLNJAPS $Ip SUOIN. P Swnugs S3p suoyIngip . SENAPS Sep VOINLIP B1 WP 3TN} R .
an "vi /U ST /1 wn o/t 08/t 01/8 o2/t oy o9 02t
il L . bkt "01°0 - s A bk 020 Iy 1
3y IR LL 1R -
g . ! !
2 s F2 S
1 3 8 -
€ ~ o4 -
2 ] s
H 1 - H
. - 02'0 o Loco ” g
. o o~
) [ g - 3
J ﬁ i
T
1 b 520 -+
. -
| / - 0e°0 i / Lov'o i - ot
g : ~
8 | . [ se‘0 .
i g
£ S . . red
d 1 -
. <
or'o 1 2loso
L
»
b . pd L
w 3
> o

VSIT3,P 39 34y 3P “JNI,p obesop ap sanbiuyda} sap oAL3e€31JUEBND UOIFE[4A0) :1TU Bunbi4




Figure n° 12 : Concordances entre les techniques d'IMF, d'ELISA,

de RFC et d'IEP selon leur seuil
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.1.2.3. Etude de la sensibilité des techniques

Par définition, la sensibilité d'une technique est donnée par le
pourcentage d'individus parasitologiquement confirmés, brésentant une sérologie
positive pour une technique déterminée de dosage des anticorps étudiés. Dans
notre cas, les patients présentant un xénodiagnostic positif sont les seuls
a étre parasitologiquement confirmés, 100 % de cette population (50 cas) sont
positifs pour les réactions d'IMF, d'ELISA, de RFC, par contre la sensibilité
de la réaction d'IEP est de 98 % car 1'un des sérums présente un arc en trace
et est donc considéré négatif pour cette technique.

Une étude de la valeur de ces techniques a été réalisée sur la
population dont le diagnostic a été établi immunologiquement par quatre tech-
niques (3 techniques sur 4 positives ou négatives) et nous avons tenu compte
des trois sérums pour lesquels le diagnostic reste douteux.

Tout d'abord, nous avons calculé le pourcentage de cas qui donne
un résultat 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 le pourcentagé de cas pour lequel
1'association de deux techniques parmi les quatre donne un résultat conforme
au diagnostic porté précédemment 3 1'aide deS»qdatre techniques et pour lequel
les deux techniques sont en .accord, c'est-d-dire positives ou négatives.

IMF/ELISA : 255/263, 97 %
IMF/RFC :  255/263, 97 %
IMF/IEP :  250/263, 95.1 %

IEP/ELISA : 249/263, 94.7 %
IEP/RFC : 249/263, 94.7 %
ELISA/RFC : 254/263, 96.6 %
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Enfin, nous avons &tudié le pourcentage de cas pour lequel
1'association de trois techniques parmi les quatre donne un résultat conforme
au diagnostic porté @ 1'aide des quatre techniques et pour lequel les trois

techniques sont & la fois positives ou négatives.

ELISA/IMF/RFC : 252/263, 95,8 %
ELISA/IMF/IEP : 247/263, 93,9 %
ELISA/RFC/IEP : 246/263, 93.5 %
RFC/IEP/IMF : 247/263, 93.9 %

-« .2. Etude quantitative de la réponse immune humorale chez des

Chagasiques en phase chronique de 1'infection

Deux types d'études statistiques sont menées :
- comparaison des moyennes des logarithmes de 1'inverse des titres
d'anticorps dosés par les différentes techniques ou pour 1'ELISA
moyenne arithmétique des densités optiques ; 1'analyse de la
probabilité de la différence de ces deux populations est faite
statistiquement selon le test du t de Student.
- Etude de la répartition des taux des anticorps anti-T. cruzi :
pour chaque technique ef dans chaque groupe, les effectifs sont
calculés pour les limites suivantes choisies arbitrairement :
IMF1/80 5 ) 1/160
ELISA {0,40 ; >.0.40
RFCLL/8 3 > 1/16

Le test de X2 est utilisé pour tester la probabilité de trouver

un nombre significativement différent d'individus avec des taux supérieurs

aux limites établies ci-dessus.
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.2.1. Taux des anticorps anti-T. cruzi dans le sérum de Chagasiques

de trois régions boliviennes différentes.

. .2.1.1. Nombre de patients présentant une sérologie positive dans ces

populations

La population de Chiwisivi présente la sérologie la plus basse,
vient ensuite celle de Camiri et.enfin celle de Salinas (Tableau n° 7 ).
Seules les différences entre les populations de Chiwisivi et Salinas, de

Chiwisivi et Camiri sont significatives.

2.1.2. Taux des anticorps

La figure n°13 montre la répartition des taux d'anticorps parm{
les trois populations boliviennes &tudiées. Une différence significative est
observée seulement pour la RFC entre les populations de Chiwisivi comparée a
celles de Camiri et Salinas. Chiwisivi présente pour cette technique un taux
moyen d'anticorps plus faible qu'd Camiri et Salinas (tableau n°8 ). Le
second type d'analyse statistique est mené afin de vérifier si la répartition

des taux des anticorps est différente entre les populations : le test du X2

" nous permet de conclure que la population de Salinas présente un nombre de

patients avec des taux élevés en anticorps significativement plus grand que
celui de la population de Chiwisivi pour les trois techniques sérologiques

et celui de Camiri pour la technique d'ELISA seulement (tableau n° 8 ).

2.2. Taux des anticorps anti-T. cruzi et xénodiagnostic.

Le xénodiagnostic a pu étre réalisé de maniére systématique sur
des patients venus consulter a La Paz.

Parmi 99 personnes, 61 présentent un xénodiagnostic positif, c'est-
d-dire 61.6 %. La figure n°14: présente la répartition des taux d'anticorps
anti-T. cruzi dosés par trois techniques (IMF, ELISA, RFC), dans des popula-

tions présentant un x&nodiagnostic positif ou négatif.



Tableau n°® 7 : Nombre de patients présentant une sérologie positive parmi trois

populations boliviennes

Sérologie positive *
Lieu Population totale Nombre Pourcentage Test de X2
Chiwisivi 130 72 55.38 ] p £ 0.0001
Camiri 211 170 80.56 | p<0.0001
g p>0.05
Salinas 48 45 93.75

* Serologie positive : 3 T au moins+ parmi IMF, ELISA, RFC, IEP.
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Figure n°14 : Taux des anticorps anti-T. cruzi chez des chagasiques

chroniques présentant un xénodiagnostic positif ou négatif.
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Comme précédemment deux types d'analyse statistiaue sont menées. Seuls
les taux moyens des anticorps anti-T. cruzi dosés par la technique
d'ELISA sont significativement différents entre les populations présen-
tant un xénodiagnostic positif et un xénodiagnostic négatif.
$'i1 n'y a pas de différence significative entre les moyennes des

titres obtenus en IMF et RFC, le nombre d'individus présentant des taux

21/160 en IMF et 21/16 en RFC est significativement plus grand pour
le groupe‘présentant un xénodiagnostic positif, comparé au groupe

présentant un xénodiagnostic négatif (tableau n°9).

2.3. Taux des anticorps anti-T. cruzi et altitude

Parmi la population venue consulter 3 1'Institut, nous avons

sélectionné les personnes infectées demeurant depuis au moins 5 ans

[+1]]

La Paz (3500 m) et comparé le taux des anticorps de cette population

an

celui des populations de Chiwisivi (2500 m), Camiri et Salinas (800 m).
L'étude statistique des résultats est menée‘comme précédemment
selon deux types d'analyse statistique (tableau n®l0).
La moyenne des taux d'anticorps, dosés en ELISA | de la population

de La Paz est significativement plus basse que celles des populations

de Chiwisivi, Salinas et Camiri, alors qu'il n'y a pas de différence
entre ces populations. D'autre part, le nombre d'individus de La Paz
avec des taux d'anticorps 230,40 n'‘est pas singificativement différent de
celui des populations de Chiwisivi et Camiri. Seule,la population de
Salinas présente un nombre de sujets ,avec des taux 20,40, significative-
ment plus grand que celui de La PaZ‘ét également plus grand que ceux

de Chiwisivi et Camiri.
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Tableau n°10 : Analyse statistique des taux des anticorps anti-T. cruzi d'une population vivant & 3500 m

et de populations vivant & 2500 m et 3 800 m

mF RFC . | ELISA
p.1.81 | moyenne*? plﬂ % 21/160 pz’l4 P.T. moyenne*2 p12 % 2116 p2*4 p.7.4 moyer.rye’z 1t 230,80 o™
La Paz ' t
3500 m 75 2,09 %0,3 67,1 % 61 |o,87 %o, 32,8 % 74 0,3 = 0,071 70,3 %
,05
<0,05. 0,05 . 20,08 S 0,05 . 75<°:.°.21 I >0
Chiwisivi | 72 2,09 £ 0,37 48,6 % ] 68 0,77 t 0,35 21,4 % 66 0,40 ¥ 0,0 ,
2500 m ’
La Paz . . ' *
3500 m 76. 2,19 to0,32 67,1 % 61 |0.,87 o, 32,8 % 7 0,36 = 0,077 70,3 % .
>0,05 >0,05 >0,05 20,05 . <0.001 20,05
Camirt | 168 2,16 £ 0,35 - 60,1 3 76 |o,93%0, 42,1 % . 174 0,41 * 0,006 17,58 %
800"‘ . .
La Paz ‘ . ‘ ] . . 70,3 %
3500 m 76 2,19 ¥ 0,32 67,1 % 61 0,87 £ 0,31 32,8 % /! 0,36 ¥ 0,077
>0,05 20,05 20,05 >0,05 <0,05 86,7 ¢ <0,05
Salinas | 45 2,15 0,22 75,5 % 18 |10 fo,8 50 % 45 0,44 * 0,074
800 m

21 P.T. : population totale
2 2 Moyenne arithmétique de log ﬂ%‘r’é’

23 Comparaison des moyennes selon le test du t de student

24  Comparaison des effectifs par e test de Xz
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En RFC, la population de La Paz ne différe pas de celles de
Chiwisivi, Camiri, Salinas.

Enfin pour la réaction d'IMF, la moyenne des taux pour la
population de La Paz est significativement plus élevée que celle de
Chiwisivi et le nombre de sujets avec des taux 251/160 est aussi plus

grand & La Paz qu'a Chiwisivi.

2.4. Taux des anticorps anti-T. cruzi et pathologie

Une différence significative est observée entre le nombre de
cardiopathiques & Camiri et & Chiwisivi, bien que les populations ne
présentent pas de différence significative del'dge moyen ; la population
de Salinas, dont 1'dge moyen est le moins &levé, ne présente pas un
pourcentage d'individus avec cardiopathie différent de celui des autres

populations (tableau n°l1l).

La premiére partie de 1'étude du taux des anticorps en fonction
de la pathologie a concerné les populations de Chiwisivi et de Camiri.
Les deux groupes pathologiques ont &té formés a partir de 1'observation
de 1'électrocardiogramme, mais les sujets peuvent presenter une pathologie
Qu tube d1gesTIT associee ou not. § une cardiop&thie.

D'autre part, 1'@tude du taux des anticorps n'a pu étre réalisée que pour
les techniques d'IMF et d'ELISA car le nombre de sérums testés en RFC
était trop réduit.“

‘La finure n°15,présente la répartition des taux des anticorps en

IMF et en ELISA des cardiophatiques.ét non cardiophatiques.



B - 6Lz Al | £y SYNI'TVS
$0°0<
=50°0<-{  95°81 1€ (91 THINY)
50°0 >
= | 88‘1¢ 22 69 IAISINIHD
d abejuadunod . 9UqUIoN $23094Ul SNpLALpuU}
/X 9P 3s3) mmwcummo@u;mu aJaquioy

SBUL|®S ‘Laiwe) ‘LALSLMLy) 8p suoije|ndod sal

twied aryjzedolpdaed daae ssnbruouys sanbisebeyos ap aqquoN : 11

ou neajqej



§570 ¥ 105°0 9P = L €50 ¥ 105°0 OP = L
050 ¥ ISV'O %P = 9 .
. . 0$°0 R ISy'O 3p = 9
SF°0 B 107°0 9P = § .
op* . Sp°O ¥ 10p°0 9P = §
'O ® 1SE°0 9P = ¥ ; .
. . Oy°O ® I1SE°0C 8P =
SE°O ¥ 10€£°0 9P = ¢ . .
. . GE'O B 10€°Q 8P = ¢
O£*0 ¥ 1S2°0 8P = ¢ . A
SO ¥ L1I°O ®p = | Of"0O ® IST°0O &P =
SZ°O % LI‘O®D =
. mwu gop ¥ enbyado PATSUSP : wu cop ¥ enbyado  gaTsULp
Lt 9 s v €& T 1 L 9 s v ¢ z 3
7 A 4 —t v .m 1 mm . - r r Jﬂ T T
IHHBIEBIR BREIB IR L
th 1 i o1 H 0 1 ! 01
] i ) 1 '
ot oz !
' i t i i 0T
] i
t )
i Loc ! fog
1
|
' oy - — LoV
£p1 = - aTuiedojpaed FTIOeIFP~— . V 9y = - ejulvdorpawo 31399379 )
1€ = + afyaedoIpaed JIIo93Jo—— Log . 07 « + OTUIRdOTPIRD JTAD8IIP — Log
VsT1d | v NSTIE |
SUNIPS 59p SUCTINTTP OF9/10ZE/1091/108/1 OV/1 SUNIPS SIP UOTINTTP Oww\uONm\_ 091/1 08/ ov/1
T T . ) A T 1 4
v BB
i 1 i t
. " ; " i O i ] ' ! ! Loy
i t H | i 1
' i H H ] [
“ “ 144 - H “ ] Loz
1 i \
i 1 [
! FOE ) L ot
Loy b = - oTyIedoTpaed FT3ceFFe~~  |OV
9¢1 = - 9ty3aedoTpaed JTIO8IIp~- T = + ofusedoTpauwd FTAONFIP ==
1€ = + oTyIedoTpawd JTIVFIp— |¢ . L og
JHI L T . JHI LY
IHIWVD . IAISIAIHD
aLyjedoLpaed

sues no daAe sanbisebeyd sap zayd TZnU3°] tjue sduodijue Sap Xnel :GT,u aunbiL4



L'analyse statistique présentée dans le tab]eau'n°12, ne montire
aucune différence significative entre les moyennes des taux des groupes
de chagasiques avec ou sans cardiopathie, de méme,le nombre des chaga-
siques avec cardiopathie présentant des taux >1/160éme en IMF et

=0,40 en ELISA n'est pas significativement différent de celui des cha-

gasiques sans cardiopathie.

Une &tude plus détaillée a pu &tre menée chez des patients
venus consulter & La Paz. Sur 70 personnes ayant subi les examens
cardiologiques et gastroentérologiques, 29 présentent un méga-colon dont,
un cas associé & un méga-oesophage et deux cas avec rétention oesopha-
gienne sans dilatation, 8 présentent une cardiopathie sans autre
pathologie associée, 9 présentent une pathologie cardiaque associée
d une pathologie du tube digestif et 24 sont asymptomatiques.

Le tableau n°13 montre une différence significative des taux
moyens des anticorps entre les chagasiques avec une pathologie mixte
et les asymptomatiques ainsi qu'entre 1'ensemble des. chagasiques présen-
tant une quelconque pathologie et les chagasiques asymptomatiques
pour la technique d'ELISA seulement.

Nous présentons sur la figure n°16 les pourcentages respectifs de
ces populations présentant des taux d'anticorps anti-T. cruzi >1/160
en IMF et 230,40 en ELISA. La comparaison de ces pourcentages a été
réalisée par rapport & la population asymptomatique mais les groupes
étant réduits, 1'étude statistique n'a &té possible qu'entre,les
asymptomatiques et le groupe méga-colon non associé d'une part
et les asymptomatiques et 1;ensemb1e des individus présentant une
pathologie d'autre part. Aucune différence significative n'a été

observée.



Tableau n®12 : Analyse statistique du taux des anticorps anti-T. cruzi en fonction de la cardiopathie

IMF ELISA
P.T."!1 moyenne *2 pl*3 % :;1/160 p2""4 P.T."E1 _moyenne*2 pl*3 % ;;0,40 p2*4
cardio + 22 2,04 ¥ 0,33 45,5 % 20 0,38 £ 0,069 45 %
Chiwisivi 20,05 0.05 | | $0.05 >0,05
cardio - 47 2,12 ¥ 0,39 48,9 % ! 43 0,40 ¥ 0,099 60,9 %
Cardio + 31 2,17 Y 0,36 64,5 % 31 0,41 % 0,093 51,6 %
Camiri 0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Cardio - | 136 2,15 £ 0,35 58,8 % 143 0,40 T 0,069 57,3 %

21 : P.T. = population totale
22 Moyenne arithmétique de log TT%FE

%3  Comparaison des moyennes selon le test du t de Student

% 4 Comparaison des effectifs par le test de X2




Tableau n°13 : Comparaison des moyennes générales des taux des anticorps anti

T.cruzi en fonction de 1la pathologie

IMF ELISA
*
effectifs moyenne’{1 pl*2 moyenne 1 pl 2
8 2,13 £ 0,42 0,37 ¥ 0,11
Cardio/asympt . 0,05 30,05
24 2,18 T 0,33 0,34 ¥ 0,07
29 2,30 ¥ 0,35 0,36 £ 0,07
Gastro/asympt. 0,05 20,05
24 2,18 ¥ 0,33 0,34 £ 0,07
9 2,38 * 0,37 0,40 ¥ 0,02
Mixte/asympt. >0,05 <0,001
24 2,18 £ 0,33 0,34 0,07
46 2,28 % 0,36 0,37 ¥ 0,08
asympt. + + —
24 2,18 ¥ 0,33 0,34 £ 0,07

x1 Moyenne arithméthique de log "E'i%r"e'

%2 Comparaison des moyennes avec le groupe asymptomatique se'log/ le

test du t de Student ( 3
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3. Etude qualitative de la réponse immune humorale anti-T. cruzi de

chagasiques en phase chronique de 1'infection

3.1, Incidence des anticorps anti-antigéne 5, spécifique de T. cruzi

Les anticorps anti-antigéne 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-antigéne 5 est

observée entre les populations de Chiwisivi et de Salinas (tableaun©®l14).

3.1.1. Incidence et taux des anticorps anti-I. cruzi

L'analyse statistique des résultats montre, que seulement pour
i la population de Camiri, les patients avec des anticorps anti-antigéne 5
dans leur sérum, présentent une moyenne des taux des anticorps totaux
et un nombre de patients avec des taux 21/160, 21/16, 20,40, significati-
vement plus élevés que ceux des patients sans anticoyps anti-antigéne 5

dans leur sérum (tableau n°15)

3.1.2. Anticorps anti-antigéne 5 et xé&nodiagnostic

| Le tableau n°l6 montre quelle est 1'incidence des anticorps
anti-antigéne 5 chez des patients avec un xénodiagnostic positif ou
négatif. Nous ne notons aucune différence significative entre les

‘ ' deux groupes.

3.1.3. Anticorps anti-antigéne 5 et pathologie

-Le tableau n°®17 résume les résultats obtenus pour les populations

de Chiwisivi et de Camiri avec les restrictions que cette étude implique



Tableau n®14 : Incidence des anticorps anti-antigéne 5 de T. cruzi parmi

trois populations boliviennes différentes

Nbre total de % de chagasiques . Test de X 2
chagasiques avec ‘
(sérologie Ac anti-Ag 5 p
positive) (D.0.)
Chiwivisi 61 63.93 % - -
— 2>0.05
Camiri 91 78.02 % — <0.05 pa
—  20.05
Salinas 45 86.66 % - -

¥ Sérologie positive: 3 techniques au moins positives parmi 1'IMF,
RFC,ELISA,IEP
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Tableau n°16: Incidence des anticorps anti-antigéne en fonction

du xénodiagnostic

Chagasiques X A .
c anti-Ag 5
(POPE;aEZQ; ée ggmggg nombre pourcentage
Xéno + | 59 48 81.35 %
Xéno - . 36 26 72.22 %
Test de ¥ 2 | p >0,05

¥ Sérologie positive: 3 techniques au moins positives parmi 1'IMF,
RFC,ELISA,IEP




Tableau n°17: Incidence des anticorps anti-antigéne 5 en fonction de la

cardiopathie

Patients avec u?e sérologie positive

Cardiodathiques non cardﬂopathiques
nombre L eamiT9 S nompre M€ antiAg 5
total nombre % total nombre 2
Chiwisivi 10 5 50 % 19 12 63.15 %
Test de X2 p 20,05
Camiri 17 12 70.5 % 87 63 72.4 %
Test de X° | p >0.05




1'étude statistique.
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quant aux groupes cardiopathidues et non cardiopathiques. Nous n'observons

aucune différence significative entre les deux groupes.

Une étude plus détaillée a pu étre réalisée chez les patients
venus consulter a La Paz et le tableau ﬁ°18 présente ces résultats. Ncus
n'observons aucune différence significative quant & la présence des
anticorps anti-antigéne 5, entre le groupe d'asymptomatigues vrais et
celui des patients présentant une pathologie digestive sans autre
pathologie associe; nous n'en observons pas non plus entre le groupe
présentant une quelconque pathologie et le groupe d'asymptomatiques.

Les autres groupes étant trés réduits nous n'avons pu réaliser

-

3.2. Etude d'autres antigénes (immunoélectrophorése)

L'analyse immunoélectrophorétique présente 1'avantage par
rapport aux techniques de dosage quantitatif des anticorps, d'avoir
une approche qualitative de 1a réponse humorale anti-T. cruzi par la
connaissance des caractéristiques immuno&lectrophorétiques, d'anticorps
dirigés contre des antigénes du parasite. Certains’de ces anti-
génes sont , spécifiques du parasite et ceci présente un intérét
diagnostique évident ; d'autres pourraient étée spécifiques de souches
de parasites et susciter une réponse en anticorps différente selon les
populations. Nous &tudierons dans ce chapitre six types d'anticorps,
dirigés confre six types d'antigénes différents. Ces anticorps,
révélés en immunoélectrophorése, peuvent présenter une spécificité T.cruzi
déja démontrée,ou &tre remarquablement fréquents dans le sérum' des population:

tions étudiées.



Tableau n°18: Incidence des anticorps anti-antigéne 5 en fonction

de la pathologie

(Pathologie Effectif Ac anti-Ag 5 Test de_xz*
Population de La Paz) total nombre pourcentage p
Tube digestif strict 30 19 | 63.3 % >0,05
Cardiaque strict 8 7 | 87.5 %
Mixte : 10 9 90 %
Toutes pathologies 48 35 72.9 % >0.05
Asymptomatiques 21 ‘ 13 ’ 61.9 %

% Comparaison avec le .groupe des asymptomatiques

£
PN
(J\\ [
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La position immunoélectrophorétique des six types d'anticorps

étudiés est schématisée ci-dessous.et illustrée par les photos p.68.

R Al 12 a2
' +

-_._____E::::::

Nous avons repéré six arcs, dans les conditions de 1'expérience,

selon leur position immunoél:ctrophorétique: .

. un arc cathodique,(C)

. un arc neutre, (N) |

. deux arcs anodiques lents : anodique 1 et arc 5, (Ai et 5)

. deux arcs anodiques rapides: anodijue 2 et anodique 3, (A2 et A3).
Seul 1'arc 5, dont le tracé est trés caractéristique a été .

montré spécifique de T. cruzi (Afchain, 1976).

L'arc neutre pourrait corresvondre au facteur EF (excreting
factor), décrit par Marcipar.gg;gl;;(l980)..Cet antigéne décrit dans le milie
de culture de formes épimastigotes est un polysaccharide et serait
spécifique de T. cruzi. L'arc neutre obtenu entre un sérum humain de
chagasique et 1'antigéne de formes épimastigotes de culture présente
la méme localisation immunoélectrophorétique que celle caractérisant le
facteur EF. De 1'antigéne de formes épimastigotes traité au TCA 20%,(
(fraction polysaccharidique, Carlier et al., 1978) donne &galement un arc
de précipitation,avec des sérums humains,de localisation identique & celle

de 1'arc neutre (photo p. 69).




Position immunoélectrophorétique des six

types d'anticorps étudiés

ec: Antigéne épimastogote T.cruzi

er: Antigéne épimastigote T.rangeli
C : Arc cathodique

N : Arc neutre

Al: Arc anodique 1

5 : Arc n°5 (Afchain, 1976)

A2: Arc anodique 2

A3: Arc anodique 3
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Immunoé&lectrophorése: extraction TCA 20% de 1'antigéne de T.cruzi

(ec TCA 20%) testé contre des sérums huhains

de chagasiques.(sh1,sh2).
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L'arc cathodique repéré, présente une position ciractéristique
et parmi 10 sérums de chégasiques présentant cet arc et testés contre
de 1'antigéne T. rangeli de formes de culture, aucun.ne donne un arc
de précipitation avec cette méme localisation immuno&lectrophorétique.

Les trois arcs anodiques repéfés présentent également une
postition immunoélectrophorétique caractéristique. L'un des deux anodiques
rapides correspondrait & un antigéne glycoprotéinique (extraction methanol
chloroforme, précipitation @ 1'@thanol ; Lemesre, communication

personnelle). L'étude de leur spécificité est encore & faire.

La figure n°17 présente les fréquences des arcs étudiés chez
les chagasiques (sérologie positive) de Chiwisivi, de Camiri et de
Salinas. L'arc 5 est majeur pour ces trois populations, les arc anodiques.
2 et 3 sont, aprés 1'arc 5, les plus fréquents. La comparaison des fréquen-
ces des arcs, parmi les différentes populations, révéle seulement une
différence significative de la fréquence de 1'arc anodique 1, entre
Salinas et Camiri (moins fréquent & Salinas). Entre Chiwisivi et Salinas
les effectifs sont trop réduits pour permettre 1'étude statistique de ce

méme arc.

I1 n'y a pas de différence significative des frégquences des arcs
observés, entre des chagasiques chroniques avec un xénodiagnostic positif

ou négatif (figure n°18).

La figure n°19 présente les fréquences des arcs pour des
chagasiques (sérologie positive) avec ou sans cardiopathie. L'étude
statistique n'a &té menée que pour quelques arcs car les efféctifs
€taient le plus souvent trés réduits. Remarquons qu'a Salinas 18.1 %

des cardiopathiques présentent 1'arc 3 alors que les non cardiopathiques

ne le présentent pas.
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Figure n°18 : Fréquences des 6 arcs de précipitation repérés et le

xénodiagnostic
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Figure n°19: Fréquences des arcs repérés

chez des chagasiques

avec ou sans cardiopathi

e

%
population
infectie
60+ 70,2
CHIWEISIVY
.-—-—cardio + =19
60 e cardio - = 47 .
47,4 36,2
36,3
40 -}
29,8 27,6 1
26,3 21,1 i
: ! :
20 - 7z i 12,8 ! i
10,5 i 1 10,5 1 1
i H i i !
] H ] ! {
! t 1 ! 1] 2
arc arc arc arc arc arce
cathodique neutre anodique 1 anodique 2 n°5 anodique 3
Test de X%: p - 50,05 - - 0,05 0,05
b
pepulation
infectée
' 79,3
80 b
CAMIR I 68,1
o C3rdio + = 29
wmamemcardio - = 135
60~
42,3
40} 31,1
24,6 25,9 1
20,7 ' . =
- 20 v12,3 19,2 14 13,8 = =
I ;
1 t ]
! { ' ) !
arc arc are are arc arc
cathodique neutre anodique 1  anodique 2 n°5 aradique 3
Testde xi:p . 50,05 - 50,05 30,05 30,05
population
infectée
801
SALIHAS 72,7
65,6
ommenen ¢3rdi0 4 = 11
60 oo Cardio - = 32
45,4 2.8
404 37,5 36,4 :
! t
18,1 i =
20 18,8 H i
T g 125 | :
[] * 1
) = l ] 0 } 1.
‘ i ! 1 1 !
are arg arc are are 3t
cathodique neytre eanodique 1| anodique 2 a°S anccique 3

Test de Xz




-71-

L'étude a &té poursuivie chez les patients venus consulter
4 La Paz. La figure n°®20 montre quelles sont les fréquences de ces.arcs
parmi les différehts groupes de chagasiques présentant une pathologie
et le groupe des chagasiques asymptomatiques.

Etant donné les effectifs réduits dans chaque groupe, 1'&tude
statistique n'a pu étre réalisée que pour certains arcs. Les fréquences
des arcs, cathodique, neutre, 5 et anodique 3, ne sont pas différentes
pour les chagasiques asymptomatiques et ceux présentant une patho]ogie
du tube digestif non associée ; celles des arcs neutre, anodique 2, 5
et anodique 3 ne sont pas différentes pour les chagasiques asymptomatiques
et ceux présentant une quelconque pathologie. Remarquons seulement que
la fréquence de 1'arc anodique 1 est beaucoup plus élevée chez les

individus présentant une pathologie.

V. REPONSE HUMORALE AUTOIMMUNE DE CHAGASIQUES EN PHASE CHRONIQUE
DE L' INFECTION

Rappelons tout d'abord que les autcanticorps EVI ont été
mis en évidence par Cossio et al. (1974), dané le sérum de 95 % des
cardiopathiques chroniques. Plusieurs auteurs travaillant sur des popula-
tions différentes ne confirment pas ces résultats. D'autre part,
Szarfman et al. (1976) mdntrent que les autoanticorps dirigés contre
la gaine de Schwann existent * dans le sérum de patients présentant
des anticorps EVI. Ce dernier résultat nous a permis de choisir un seul
type d'autoanticorps (les EVI) pour 1'exploration de la réponse humorale
autpimmune. '

Une premiére partie de notre €tude a &té menéesur les sérums

de patients de Chiwisivi et de Camirj.



Figure n°20: Fréquences des arcs repérés et pathologi€
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La figure n°21 et le tableau n°19 montrent que, parmi les populations
de Chiwisivi et de Camiri, les taux moyens des EVI sont plus élevés

chez les patients chagasiques comparés aux non chagasiques et
le nombrede patients avec de§ taux ;51/40éme en IMF est plus grand.

D'autre part, pour ces deux populations, i1 n'y a aucune différence
significative des taux des anticorps EVI entre les chagasiques avec ou

sans cardiopathie (figure n°22, tableau n°20, a et b).

L'étude précédente est restrictive dans la mesure ol les patients
peuvent présenter une pathologie associée. L'&tude des anticorps EVI chez
des patients de La Paz, permet de conclure qu'il n'y a pas de rapport
entre le taux des anticorps EVI et la pathologie (tableau n°21) car la
comparaison des patients présentant une pathologie est alors faite en

fonction d'un groupe d'asymptomatiques vrais.




Figure n°® 21

: Taux des anticorps EVI dans le sérum de patients de Camiri et de

Chiwisivi avec une sérologie positive ou négative
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Tableau n°®19: Analyse statistique des taux des anticorps EVI dans le sérum

de patients chagasiques ou non chagasiques.

effectif moyenne*1 pl"‘t2 % 21740 p2"'t3
serd | 29 1,48 ¥ 0,23 55,2 %
CHIWISIVI <0,05 <p,01
séro - 24 1,23 £ 0,20 12,5 %
séro +| 75 1,64 0,31 70,6 %
CAMIRI . <0.05 <0.01
séro - | 20 1,39 ¥ 0,22 35 ¢
x1 Moyenne arifhmétique des log TT%FE

x2
%3
¥4

Comparaison des moyennes selon le test du t de student

Comparaison des effectifs par le test de X2

3 techniques au moins positives ou négatives parmi les techniques

d' IMF,RFC,ELISA,IEP.
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Figure n°22

: Taux des anticorps EVI dans Te sérum de patients

avec ou sans cardiopathie
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Tableau 20 : Analyse statistique du taux des anticorps EVI dans 1

e sérum
de chagaéfques avec ou sans cardiopathie.
a)
effectif moyenne"‘t1 pl*z-
Sﬂcardio + 11 1,44 % 0,21
Chagasique
de Chiwisivi . >0,05
cardio - 18 1,50 - 0,25
cardio + 13 1,67 £ 0,37
Chagasques*3 >0.05
de Camiri cardio - 62 1,64 + 0,29
%1 Moyenne arithmétique des log fT%FE et écart type
% 2 Comparaison des moyennes selon le test du t de student
b)
Taux des anticorps EVI
Chiwisivi . _ .
+ Effectif
Camiri LB BB
Nombre % Nombre %
Chagasiques*3
avec cardio 24 14 58.3 % 5 20.8 %
Chagasiques*3
sans cardio 80 55 68.7 % 25 31.25 %
Test de X p >0.05 p >0.05

RFC,ELISA,IEP.

¥3 Sérologie positive: 3 techniques au moins positives parmi 1'IMF, ,”??E)

WYl
e




Tableau 21 :

Taux des anticoprs EVI et pathologie
Pathologies effectif moyenne"‘{1 ,pl’tz %> 1/40 p2"“3
Gastrique +
non associée 31 1,61 - 0,3 >0,05 71 % >0,05
Cardiaque + .
non associ ée 7 1,47 - 0,24 >0,05 42,9 %
Mixte 10 1,51 £ 0,2 >0,05 50 %
Toutes pathologies 48 1,57 £ 0,2 >0,05 62,5% >0,05
Asymptomatiques 24 1,5 0,2 54,2 %

x1 moyenne arithmétique des log tiire

%2 Comparaison des moyennes avec le groupe des asymptomatiques selon
le test du t de Student.

Y

%3 Comparaisgon des effectifs avec le groupe des asymptomatiques par le

test de XZ.




DISCUSSION

——————
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I. TAUX DES TMMUNOGLOBULINES DANS LE SERUM DE CHAGASIQUES EN PHASE CHRONIQUE
DE L'INFECTION

1. Immunoglobulines de classes IgG, IgM, IgA

Comme nous 1'avons vu dans le chapitre syr 1a pfésentatibn'du sujet,
les résultats des différentéltravaux, sur les uosages des immunoqldbu]ines
totales IgG, IgM, IgA, sont discordants. Un point important est & souligner : la
nécessité de sélectionner une population témoin du méme endroit comme 1'ont noté
Marsden et al. (1970) qui ont travaillé sur une popu]ation brésilienne d'un méme
village. Dans le cadre de notre étude, les trois groupes de chagasiques sont
comparés a des groupes témoins du méme endroit. Les conditions d'expérience
étant semblables pour tous les sérums ,nous obtenons des résultats différents

selon la population étudiée.

Les individus infectés de Chiwisivi présentent des taux moyens d'IgG et
d'IgM significativement plus élevés que les témoins, ceux de Camiri, par contre
ne montrent aucune différence significative comparés aux témoins et 1'dge moyen

de ces deux populations n'est pas significativement différent.

L'altitude peut étre évoquée pour justifier cette différence. Comme
nous le reprendrons ci-dessous, cette hypothése est infirmée par les résultats
obtenus sur la population de La Paz composée de personnes vivant & 3500 m depuis
au moins 5 ans. Remarquons cependant, que la popu]atidn de Chiwisivi, composée
d'agriculteurs, est en contact étroit avec le vecteur, alors que celle de Camiri,
citadine, et de catégorie socio-&conomique moyenné, n'est plus en contact perma-
nent avec le vecteur gréce.a ]'amé]iqration de 1'habitat en ville. Ces résultats
restent en contradiction avec ceux de Marsden et al.(1970), dont la population
sélectionnée au Brésil était paysanne et les auteurs ne montrent aucune diffé-
rence significative des taux des immunoglobulines de classes IgG, IgM,IgA,

entre les chagasiques et les témoins.
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D'autre part, 1'existence de souches différentes dans les deux zones
n'est pas a écarter. En effet, Tibayrenc montre que les types I et II (décrits
par typage enzymatique) présentent des fréquences différentes dans la zone de
Santa-Cruz et celle de Chiwisivi (communication personnelle). Cette situation

pourrait également se présenter entre Camiri et Chiwisivi.

Le taux moyen des IgG totales dans le sérum de patients chagasiques -
de La Paz est significativement plus élevé que celui des témoins, mais ces
valeurs restent dans les limites normales des taux sériques d'européens.

La comparaison des taux moyens des différentes classes d'immunoglobulines
parmi les populations témoins vivant & des altitudes différentes (voir tableau)
ne permet pas de conclure & une stimulation ou suppression polyclionale des immu-
noglobulines en altitude. En effet si les IgG totales sont plus élevées & Camiri
(800 m) qu'a Chiwisivi et La Paz, i1 n'y a aucune différence significative entre
ces deux derniéres populations (3500 m - 2500 m). L'environnement parasitaire
a8 Camiri pourrait justifier cette augmentation. Pour les IgM et IgA totales, i1

n'y a pas de différence notable entre les populations.

Sujets non Taux moyens Ig totales
chagasiques
IgG IgM IgA
Hommes Femmes

La Paz 125 ¥ 40 163 ¥ 90 226 * 114 143 ¥ 59
(3500 m)
Chiwisivi 121 % 30 131 ¥ 50 162 ¥ 60
(2500 m) :
Camiri 187 1 62 231 ¥ og 136 ¥ 56
(800 m)

Les résultats obtenus montrent qué 1'augmentation des IgG et des IgM
totales au cours de la phase chronique de 1'infection,est faible, indépendante

de 1'altitude et variable selon les régions.
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2. Immunoglobulines de classe IgE

Les taux des IgE totales de patients en phase chronicue de
1'infection et de sujets non infectds ne sont pas significativement différents
quelle QUe soit la population étudiée. I1 faut noter que le nombre de sujets
avec des IgE dépassant 920 UI/ml, est beaucoup plus grand & Camiri que dans les
deux autres populations. Cette augmentation globale des IgE pour cette population
est probablement due aux nombreuses infections par des helminthes dans cette
zone. Geller et al. (1978c) comparent les taux moyens d'IgE totales de patients
chagasiques et de leurs témoins de la méme zone; leurs résultats sont
comparables & ceux de Camiri mais ne permettent pas de conclure en la non
augmentation des IgE totales au cours d'une infection par T. cruzi, L'augmen-
tation des IgE par des infections & helminthes peut masquer uﬁe"
certaine augmentation due a ]'infecfion par T. cruzi. Par contre, si on consi-
dére les deux groupes réunis de personnes non infectées(52) de Chiwisivi et de
La Paz,‘4% présentent des taux élevés en IgE(>920 UI/ml)et parmi les chagasiques
3 %. Nous pouvons donc conclure qu'au cours de la phase chronique de 1'infection

par 7. cruzi i1 n'y a pas d'augmentation des IgE totales.

L'@tude des IgE spécifiques réalisée sur des sérums de patients de Camiri
montre une différence significative des taux moyens entre les chagasiques et
les témoins. Remarquons cependant que ie nombre de patients chagasiques,en phase
chronique de 1'infection,présentant des IgE spécifiques est faible. Un travail
récent de Martin et al. (proposé pour publication) effectué dans le méme
laboratoire, sur des sérums d'enfants en phase aigué de 1'infection montre un
nombre important de sérums avec des IgE spécifiques. L'allergéne responsable
de la production d'IgE spécifiques semble &tre 1ié & la phase aigué de 1'infec-
tion et il pourrait y avoir un rapport évec la présence de parasites circulants.
L'intérét diagnostic de cet allergéne,semble &tre réduit en phase

chronique par le peu de cas présentant des IgE spécifiques, d'autre part il ne
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semblerait pas spécifique de T.cruzi. Des sérums de patients infectés par

Leishmania brasiliensis présentent des IgE spécifiques de Leishmania donovani

(Afchain et al. ,1981). Des études en cours (Afchain et al.) montreraient qu'il

s'agit d'un allergéne commun & de nombreux Trypanosomatidae, et son application

pour le diagnostic précoce des infections par T.cruzi,ne serait réalisable que

dans des zones ol les infections par Leishmania brasiliensis serajent absentes.

La question reste posée quant au role de ces IgE spécifiques ;: contrdle
de la parasitémie en phase aigu€ et peut-étre en phase chronique dans certaines

circonstances immunologiques.

II. IMMUNS COMPLEXES

Comme nous 1'avons présenté dans le premier chapitre , quelques
études d'infections expérimentales et humaines par T. cruzi montrent la présence
d'immuns compplexes en phase aigué et chronique de 1'infection. Nos résultats
des dosages des immuns'comp1exes en phase chronique de 1'infection confirment
‘les précédents et la différence des taux moyens d'immuns complexes des patients
avec cardiopathie et sans cardiopafhie n'est pas significative. Remarquons _
toutefois que le groupe de patients avec cardiopathie est trés réduit et que les
non-cardiopathiques peuvent présenter une pathologie digestive. L'étude de
1'incidence des immuns complexes en fonction de la pathologie de la maladie de
Chagas nécessite un groupe d'asymptomatiques vraisatteints d'aucune pathologie.

De nombreuses pathologies sont associées d des dépdts d'immuns complexes
dans les tissus et & des immuns complexes circulants, ces deux facteurs immuno-
logiques existent en phase chroﬁique de 1'infection mais la nature de ces immuns
complexes est discutable : les dépdts d'immunoglobulines mis en évidence au
niveau de cellules musculaires pourraient é&tre d'origine parasitaire ou d'origine
autoimmune. La connaissance du mécanisme impliqué passe par 1'identification

d'antigéne complexé ou d'antigéne circulant. Les arguments en faveur de 1'origine
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parasitaire de ces dépdts sont en premier lieu la nature parasitaire des immuns
complexes démontrée dans les cas afgus d'infection (Martin et al., 1981) et
dans les cas chroniques de patients venézueliens(Fruit et al.,1979). De plus,
quelques travaux montrent la présence d'antigénes circu]anfs de T. cruzi dans
les sérums expérimentaux en phase aigué de 1'infection (Siqueira gi_gl;, 1966 ;
Dzebenski, 1974 ; Araujo et al., 1976, 1977).et également un travail montre
la présence d'antigéne circulant dans le sérum de patients en phase aiqué ou
chronique de 1'infection (dosage réalisé par la technique d'ELISA},(Araujo et al.
1981).

Enfin, remarquons que les anticorps complexés observés en phase aigué
de 1'infection sont de nature IgM (Martin et al., 1981) et ne correspondent
probablement pas aux mémes antigénes que ceux détectés en phase chronique od les
IgM spécifiques de T. cruzi sont trés faibles. En phase chronique de 1'infection,
les formes amastigotes intracellulaires sont trés abondantes et des immuns
complexes de nature parasitaire, spécifiques de stade évolutif doivent étre aussi

recherchés.

Certains travaux sont en faveur de 1'origine autoimmune des dépodts
g

d'immunoglobulines dans les tissus nous y reviendrons & propos de la réponse

humorale autoimmune.

ITT - FACTEURS DU COMPLEMENT

Les dosages du C3 activateur, C3c, C4 permettent d'avoir une mesure
de 1'état d'activation du complément par la voie classique (C4) et par la voie
alterne (C3 activateur, C3c). Aucune différence significative des taux moyens
de ces trois facteurs n'est observée entre le groupe de chagasiques et celui des
témoins et les valeurs moyennes restent dans les limites norma1es‘étab11es pour
des sérums européens. Des variations anormales des concentrations sériques de

certains facteurs du complément ont été montrées dans d'autres infections &
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trypanosomes(maladie du sommeil),(Shirazi et al., 1980; Rurangirwa et al.,1980)
au moment de fortes parasitémies avec retour & des taux normaux quand la
parasitémie baisse. En phase chronique de 1'infection, le complément pourrait
participer au contrdle de la parasitémie mais, les variations des facteurs du

complément seraient faibles car le contrdle se ferait progressivement.

- IV - DOSAGE DES ANTICORPS ANTI-T. CRUZI ET LE DIAGNOSTIC

Le choix des techniques de diagnostic dépend de 1'objectif recherché :
diagnostic précoce de la phase aigué ou diagﬁosticde la phase chronique, enquétes

épidémiologiques ou diagnostic de consultation médicale. Le diagnostic immunolo-

gique précoce est basé sur 1a mise en évidence d'anticorps anti-T. cruzi de classe

IgM deux & trois semaines aprés 1'infectionmzisla mise en évidence d'antigéne
circulant a ce stade de la maladie pourrait permetfre un diagnostic encore plus
précoce. Dans le cas d'enquétes épid émiologiques, les techniques & préconiser
sont celles d'un emploi facile, demandant peu de moyens économiques, d'une bonne
spécificité méme si elles manquent de sensibilité (ex : agglutination au latex,
Pellégrino , 1971).

Le diagnostic de la phase chronique de 1'infection peut étre assuré par
un diagnostic immunologique basé sur la mise en évidence d'anticorps spécifiques
de T. cruzi dans le sérum des patients. Ce diagnostic permet au clinicien de
confirmer 1'étiologie des troubles cardiaques ou digestifs qu'il constate, et de
prescrire la poursuite des examens cliniques ainsi qu'un examen parasitologique
(xénodiagnostic). En général,le diagnostic immunologique ne permet pas .
au clinicien de traiter car les médicaments spécifiques de la maladie de Chagas
sont des agents trypanocides des formes circulantes trypomastigotes et le trai-
tement ne s'effectue qu'en cas de mise en évidence de parasites circulants
(xénodiagnostic positif). Dans certaines régions d'Amérique Latine, il est
important de pouvoir faire un diagnostic différenciel entre 1'infection par
T. cruzi et 1'infection par T. rangeli ou les leishmanioses cutanéo-muqueuses du

nouveau-monde. En effet, les travaux d'Afchain (1976) montrent qu'environ 3/10éme
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des structures antigéniques .communes entre les Stercoraria et les Leishmania

et 5/10éme sont partagéesentre 7. cruzi, T. rangeli, T. dionisii , & 1'intérieur

du groupe Stercoraria.
Parmi les nombreuses réactions sérologiques de dosage des anticorps,

nous en avons utilisé quatre dont nous discuterons la valeur.

1. Techniques quantitatives de dosage des anticorps

La réaction de fixation du complément, décrite en 1913 par Guerreiro
et Machado fut la premiére utilisée et est encore de nos jours la technique
considérée de référence en Amérique Latine. La culture en masse des formes
épimastigotes, a permis ]'amé]iorétion des tests en utilisant différentes
préparations ou extractions antigéniques. Le groupe d'étude "sérologie Chagas"
de la PAHO en 1966,a sélectionné 7 antigénes comme les plus utilisés dont un
antigéne aqueux soluble (Cerisola gg_gl;, 1960; Maekelt, 1966) qui est semblable
a8 1'antigéne que nous avons utilisé. Bien que cette technique soit celle de
référence, les techniqdes d'hémagglutination, d'ELISA, d'IMF, mises au point
‘postérieurement ont &té généralement plus sensibles.

D'autre part, la réaction'de fixation du complément est limitée
dans un certain nombre de cas, par le pouvior anticomplémentaire des sérums.

Toutefois, parmi 259 sérums de boliviens, aucun n'a été trouvé anticomplémentaire.

La réaction d'immunofluorescence indirecte est simple & réaliser,

plus rapide(que]ques heures)ique celle de la fixation du compiément et 1'emploi
de formes épimastigotes sur lames introduit par Girola en 1965 a donné de bons

résultats (96 % de corrélation avec la RFC). Plusieurs travaux montrent qu'elle

est plus sensible que 1a RFC et qu'elle donne une bonne corrélation
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F(Giro1a et al., 1965 ; Alvarez et al., 1969 ; Petana, 1975 ; Camargo
et al., 1977 ; Fuch et al., 1980).

Choisie dans notre travail comme technique de référence, pour
sa sensibilité et sa spécificité, cette technique nous a permis de définir
les seuils de spécificité des autres techniques aprés avoir déterminé son
propre seuil de spécificité a 1'aide de sérums témoins.

En sérologie, i1 est toujours recommandé de prendre comme
témoins sains d'une maladie, des sérums des populations locales et, si
la maladie de Chagas n'existe pas en.Europe, 1'emploi de témoins européens
n'est pas idéal ; en effet, des facteurs d'environnement sanitaire ou des
facteurs génétiques peuvent étre responsables de fausses réactions.

La meilleure population témoin en Bolivie, semble étre la popu-
lation vivant sur 1'altiplano (4000 m) et n'ayant jamais voyagé en dehors
de 1'altiplano : selon les médecins, le Ministére Bolivien de la Santé et
les habitants eux-mémes de 1'altiplano , la maladie de Chagas n'existe
pas a cette a1titudé ; cependant Lent et al. (1979) signalent la présence

=

de Triatoma infestans & une altitude de 4100 m. Mais la présence de

vecteurs de la maladie de Chagas & cette altitude serait occasionnelle
et n'implique pas la réalisation du cycle. Aucun sérum européen et aucun ;émoi

de 1'altiplano ne donnent un titre =1/40 . I1 en est de méme pour les

patients atteints de leishmaniose cutanéo-muqueuse mais le groupe de patients
_est réduit et 1'étude incompletedoit &tre poursuivie.
Enfin, parmi des chagasiques avec un xénodiagnostic'positif,
c'est-d-dire parasitologiquement confirmés, la figuren®l4 montre que plus
de 10 % de la population présente un titre de 1/408me et 0% un titre

inférieur & 1/40éme.
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La technique d'ELISA est moderne, trés employée, et les publica-
tions internationales applicant cette méthode & des antigénes parasitaires
sont actuellement trés nombreuses. Sa sensibilité et sa spécificité dépen-
dent de 1'antigéne émployé, mais elle est en général de sensibilité égale
a celles d'IMF, d' hémagglutination, de radio-immuno-essais. Cette technique
est de nos jours appliquée en microméthode et automatisée. Elle pa2rmet
d'utiliser des quantités trés faibles d'antigéne et ne demande pas, comme
1'utilisation des réactions radioimmunologiques, de personnel spécialisé
et de locaux spéciaux ; c'est une bonne technique ‘pour 1'utilisation
de fractions antigéniques purifiées ou semi-purifiées et ses diverses,abp]ica-
tions permettent des dosages d'anticorps ‘ou d'antigénes dans le sérum.

Elle n'est pas encore systématisée pour le diagnostic de 1'infec-
tion par T. cruzi mais Voller et al. (1975) qui 1'ont adaptée au modéle
T. cruzi obtiennent 98 % des sérums positifs en IMF, positifs également
en ELISA. Fuch et al. (1980) confirment ces résultats et les sensibilités
respectives obtenues pour 1'IMF et 1'ELISA sont de 95, 2 % et 98,5 % tandis
qu'elles sont de 73,1 %'et 75,2 % pour la RFC et 1'hémagglutination. Ces
derniers résultats sont en contradiction avec ceux de Alvarez et al. (1969)
qui montrent une sensibilité analogue entre 1'hémagglutination et 1'IMF ;
la qualité des antigénes peut &tre & 1'origine de ces divergences.

Les travaux de Anthony et al. (1979) montrent que 33 chagasiques
boliviens testés en ELISA présentent des anticorps contre T. rangeli d des
taux deux fois moins &levés que ceux dirigés contre T. cruzi. Aucun travail
n‘ayant été réalisé sur la prévalence des infections par T. rangeli en
Bolivie, i1 peut s'agir de réactions croisées ou d'infections mixtes.

Guimares et al. (1981) montrent qu'un extrait salin antigénique

‘des formes épimastigotes de culture donne moins de réactions croisées,.
avec des sérums de leishmaniose cutanéo-muqueuse que 1'antigéne délipidé

standard de Méekelt,(1960). En Bolivie, la répartition des leishmanioses

dans le pays n'est
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pas parfaitement connue. Les travaux de Desjeux et al. ( 1974 ) ont montré

Teur importance dans 1a région des Yungas (vallées).

La sensibilité d'une technique est définie par Te poﬁrcenfage
d'individus parasitologiquement confirmés qui donnent un test positif. Ce
test parasitologique permet de sélectionner une population dont 1'infection
est assurée, mais ne sélectionne pas les chagasiques chroniques pour lesquels
la parasitémie'est faible. D'autre part, 1'étude -des

~anticorps anti-T. cruzi chez des chagasiques avec xénod{agnostic positif
montre en moyenne des taux plus &levés que chez des chagasiques avec un
xénodiagnostic négatif. Ceci explique les sensibilités des techniques d'IMF,
de RFC et d'ELISA quiatteignent 100 % dans le cas de patients avec un xéno-
diagnostic positif.

D'autres auteurs sélectionnent,pour 1'étude comparative de techniques
sérologiques ,comme critére de population infectée, la clinique (Fuchs et al.
1980). Mais,en aucun cas la clinique ne peut servir de diagnostic de certi-
tude & cause de sa non spécificité.

Nous avons essayé d'aborder d'une autre maniére cette étude, en
considérant infectés, les individus présentant 3 tests sérologiques positifs
sur 4 et non infectés ceux présentant 3 tests sérologiques négatifs sur 4

Selon ce critére, les sensibilités des techniques d'IMF, de RFC et
d'ELISA sont -trés &levées et tout &-fait comparables entre elles ; ceci |

peut-étre du & 1'homogénéité de T'antigéne utilisé, qu'il soit particulaire

ou soluble. Dans environ 97 % des cas, 1'association de deux de ces teéhniques
confirme le diagnostic établie & l‘aide des quatre et les deux techniquég
sont & la fois positives ou négatives.‘Bien que chacune de ces techniques
soit trés sensible, 1'emploi de deux techniques donne une plus grande

sécurité de diagnostic.
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Toutefois, dans la plupart des pays d'Amérique latine , les zones
d'infections par T. rangeli ou par Leishmania ne sont pas toujours connues
et i1 est nécessaire d'avoir un diagnostic spécifique de l'infection'par
T. cruzi afin d'écarter tout type de réaction croisée.

Comme nous allons le voir dans le paragraphe suivant, 1'étude

qualitative des anticorps anti-J7. cruzi permet de résoudre ce probléme.

2. Techniques qualitatives de dosage des anticorps

L'immunoélectrophorése(IEP), proposée par Afchain et al.,(1970) n'a
jamais été appliquée en zone endémique. Le nombre moyen d'arcs de précipi-'
tation que nous avons obtenu dans le sérum de 201 chagasiques boliviens
en phase chronique de l'infection atteint 5,6 arcs pa 2,7. Le nombre de
préciﬁitines est donc important:‘Si cette technique est moins
sensible que les autres, elle est plus spécifique puisque aucun sérﬁm négatif
dans les trois techniques quantitatives n'est positif en IEP.

Son intérét réside aussi dans la reconnaissance de 1'arc 5 spécifi-
que de T. cruzi ;mais, dans un certain nombre de cas, seule la réaction
d'identité en double diffusion permet de le mettre en &vidence. En effet,
la double diffusion est plus sensible puisqu'elle révéle & Camiri et Salinas

78 % et 87 % de patients avec des ant1corps ant1-5 contre 70 % et 67,4 %
en 1mmunoe1ectrophorese -

" A 1'aide de ces techniques Je prééipitation, T'utilisation du seul
critére de la présence des anticorps anti-5 dans le sérum n'est pas aussi
sensible que 1'utilisation de 2 techniques sérologiques. Les techniques de
précipitation sont d'une sensibilité Timitée, mais 1'&tude qualitative de la
réponse humorale que nous avons faite montre bien que les anticorps anti-pg.5
sont majeurs au cours de la phase chronique de 1'infection (Chiwisivi : 64 % ;
Cmairi : 78 % ; Salinas : 87 %) et 1'utilisation d'antigéne 5 purifié ou

peut étre seulement semi-purifié ou d'anticorps monoclonaux anti-antigéne 5
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aussi dissemblables que les techniques d'ELISA et RFC. Ce résultat semble
montrer que les anticorps dosés par plusieurs techniques ne sont pas
équivalents méme si ils sont dirigés contre le méme antigéne total.

Pour ces raisons, 1'étude quantitative de la réponse immune
~humorale a été faite, daﬁs la mesure du possible, pour chaque technique
et les résultats montrent que si ces techniques sont en corrélation, ., |
lors de 1'analyse quantitative des anticorps en fonction d'un critére donné)

les résultats peuvent étre différents selon la technique étudiée.

L*analyse statistique menée pour chaque technique est de deux
types * la comparaison de la moyenne arithméthique des taux et la comparai-
son des effectifs présentant des taux d'anticorps élevés, c'est-a-dire
des taux supérieurs & une limite choisie arbitrairement. Ces deux approches
permettent de voir si en moyenne, les taux sont significativement différents
en fonction d'un critére donné mais également si la répartition de ces taux
est équivalente dans les deux populations étudiées. Deux moyennes de taux
d'anticorps peuvent &tre analogues, alors gque la répartition des taux peut-

€étre différente et inversement.

L'étude quantitative des anticorps anti-T. cruzi des chagasiques
de Chiwisivi, Camiri, Salinas, montre une différence notable entre les
populations de Salinas et de Chiwi§ivi pour les 3 techniques. Les chaga-
siques de Salinas présentent en IMF un nombre d'individus avec des taux

=1/160 significativement plus &levé qu'a Chiwisivi, en RFC la moyenne
des taux et le nombre d'individus avec des taux =>1/16. est également
Plus &levé enfin en ELISA le nombre d'individus avec des taux =0,40 est
significativement plus grand.

Dans la mesure ol de fagon isolée une technique donne des

résultats significativement différents pour 1'une des deux méthodes



-85-

statistiques aucune intefbrétation ne peut étre faite. Dans le cas précédent,
1'ensemble des trois techniques marquent la différence entre les taux des
anticorps des sérums de Chiwisivi et de Salinas.

Les populations de Chiwisivi et Salinas sont formées d'agricul-
teurs, qui font partie de communautés paysannes isolées de tbut centre
médical et la sélection a été faite au hasard. Bien qu'il ne s'agisse pas
d'une enquéte épidémiologique, le nombre de personnes chagasiques dans ces
deux endroits donne une idée des taux d'endémicité. Le nombre de chagasiques
(sérologie positive) & Salinas est significativement plus élevé ou'a
Chiwisivi. D'autre part les données épidémiologiques du Ministére Bolivien
de la Santé (enquéte épidémiologique, 1980 ; Dr Valencia) nous montre que
le nombre de réduves infectées par maison est plus élevé a.Salinas qu'a
Chiwisivi.

Les habitants de Salinas seraient plus fréquemment réinfectés
et i1 est possible qu'un état de réinfection permanent augmente la réponse
humorale spécifique. I1 est aussi possible queAdes souches différentes de
T. cruzi provoquent des réponses humorales plus ou moins fortes. Notons
cependant qu'il n'y a pas de différence significative des taux des anticorps
entre les populations de Chiwisivi et celle de Camiri composee,de patients
infectés dans 1a méme région que Salinas. La comparaison de ces deux popula-
tions reste difficile dans la mesufe ol 1'une est citadine et 1'autre
paysanne. |

Les personnes examinées & Camiri faisaient partie du personnel de
1'hdpital ou de personnes de la ville répondant & un appel radiophonique.
Une sélection c'est ainsi effectuée et le pourcentage de malades observée
n'est pas strictement représentatif du taux d'endémicité dans la ville,

il n'a qu'une valeur orientatrice.
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de T. cruzi, dans des techniques d'ELISA &liminerait les réactions croisées
avec les sérums de leishmaniens ou d'infection par T. rangeli. Le diagnostic
immunologique du dosage des anticorps anti-T. cruzi serait alors sensible

et spécifique.

V. ANALYSE QUANTITATIVE DE LA REPONSE IMMUNE HUMORALE ANTI-T. CRUZI

Les trois techniques d'IMF, de RFC et d'ELISA, permettent un
dosage quantitatif des anticorps anti-T. cruzi. Le calcul des droites de
corrélation montre (figure n°ll) qu'elles sont proportionnelles et présentent

des indices de corrélation plus ou moins grands. Certains sérums présentent

toutefois des taux élevés ou faibles en anticorps pour seulement une technique.

Ce résultat n'est pas surprenant car chaque technique fait appel

en plus d'une spécificité anticorps, & une propriété phyéicochimique diffé-
rente.

L' immunofluorescence utilise un antigéne figuré (le parasite) et
indépendamment du mode de fixation de 1'antigéne, elle dose des anticorps

capables de réagir directement avec le parasite fixé. La réaction de

fixation du complément npgcessite des anticorps anti-T. cruzi capables de fixer
-]é comé]ément. Tandon EE;El; (1979) adaptent un test enzymatique & Ta RFC

en utilisant comme conjugué, un sérum anti—C3 ( CfLISA = Complement Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) ; ils comparent les taux des anticorps obtenus
par cette technique, avec ceux obtenus par les techniques de RFC, d'hémagglu-
tination et d'ELISA. Ils obtiennent 1a meilleure corrélation entre les
techniques de RFC et de CELISA avec une plus grande sensibilité de cette

derniére comparée & la précédente.

Les techniques d'ELISA et de 'CELISA donnent des résultats
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La comparaison des dges moyens desbpopulatidw a montré que celle
de Salinas est significativenent plus jeuné que les autres. Le tableau

ci-dessous présente les taux des anticorps chez des chagasiques de Chiwisivi

en fonction de 1'dge.

.Chagasiques IMF ELISA
de Effectif i
Chiwisivi moyenne % >1/160 moyenne % 20,40
20 - 30 ans 21 2,26 10,33 76,2 0,41 ¥ 0,09 71,4
45 ans ’ + - +
et plus 24 2,17 - 0,38 62,5 0,40 - 0,09 45,8

Il n'y a pas de différence significative en IMF par contre,
le nombre d'individus avec des taux =>0,40 en ELISA est significativement
plus grand (p < 0,05) pour la classe dﬁndfvidué la plus djeune.

Ce résultat ne permet pas de conclurede fagcon catégorique
que 1€ taux des anticorps est plus élevé chez des chagasiques jeunesl

Enfin, ces deux populations habitent & des altitudes différentes
(2500 m, 800 m), mais 1'hypothése d'une immunosuppression due & 1'altitude
n'‘est pas vérifiée car d'une part les patients de Camiri (800 m) ne présen-
tent pas des taux d'anticorps significativement différents de ceux de
Chiwisivi (2530 m) et aucune différence notable ne se dégage entre la
population de La Paz (3500 m) et Camiri, Salinas (800 m) plutét qu'entre
La Paz et Chiwisivi (2500 m).



Le deuxiéme point analysé est celui du rapport entre le taux des
anticorps et le xénodiagnostic. Parmi les patients examinés & La Paz, 61 ¢
présentent un xénodiagnostic positif et parmi eux quelques chagasiques
n'ayant jamais voyagé dans des zones endémiques depuis plus de 10 ans présen-
tent &galement un xénodiagnostic positif. Dans la mesure ol un xénodiagnostic
positif n'est pas le fait d'un hasard mais significatif d'une augmentation
des parasites circulants, nous pouvons dire que ,indépendamment de réinfec-
fions,]a parasitémie se manifesterait par vagues au cours de la phase chronique
de 1'infection. Cette hypothése reste & confirmer.

La comparaison des taux des anticorps chez des patients avec un
xénodiagnostic positif ou négatif montre en IMF et RFC un nombre signifi-
cativement plus grand d'individus avec un taux Supérieur a > 1/160 et >
1/16 et présentant un xénodiagnostic positifs en ELISA le taux

moyen des anticorps est significativement plus élevé. Pour
chaque technique, soit la moyenne générale des taux soit la répartition

des taux, marquent la différence entre les patients avec un xénodiagnostic
positif ou négatif et le taux des anticorps anti-T. cruzi des patients avec
un xénodiagnostic positif peut étre considéré comme significativement plus
élevé que celui des patients avec un xénodiagnostic négatif. L'apparition de
trypomastigotes au cours de la phase chroniqqe susciterait une syntése
d'anticorps spécifiques qui permettrait peut &tre le contrdle de cette
parasitémie mais la mise en évidence d'un facteur immunologique témoin de

1a parasitémie comme un antigéne circulant permettrait une meilleure

approche.

Le deuxiéme point analysé est celui du rapport entre la pathologie
et le taux des anticorps. Si les taux des anticorps ont un rapport probable
avec 1'endémicité et la parasitémie, ils n'en ont aucun avec la pathologie
cardiaque ou gastrique. Dans le cas de pathologie mixte, nous observons une

différence significative du taux moyen des anticorps comparé aux asymptoma-
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tiques en ELISA seulement, mais le groupe de patients avec une pathologie
mixte est trés réduit et cette étude mérite d'@tre poursuivie.

La pathologie de la maladie de Chagas ayant une origine probablement
autoimmune, i1 est logique de ne trouver aucune corrélation entre les

anticorps spécifiques et la pathologie.

VI. ETUDE QUALITATIVE DE LA REPONSE HUMORALE ANTI-T.CRUZI

Les résultats exposés dans le chapitre précédeht montrent
d'une part que les anticorps anti-antigéne 5, identifiés dans le sérum
de chagasiques par la technique de double diffusion en gel, se rencontrent
dans un grand pourcentage de sérums de chagasiqhes en phase chronique
de 1'infection (Chiwisivi : 63,93 % ; Camiri : 78,02 % ; Salinas : 86,66 % ;
La Paz : 77,3 %) et d'autre part, parmi les 6 types d'anticorps sélection-
nées, par leur localisation immunoélectrophorétique, les anticorps

anti-antigéne 5 sont majeurs .
La fraction 5 est donc trés immuncgéné dans T'infec- -

tion humaine. Comme nous 1'avons cité dans le chapitre de 1a érésentétion
du sujet, cette fraction est spécifique de T. cruzi (Afchain, 1976). Cette
propriété importante présente un intérét diagnostic évident étant donné
1'immunogénicité de cette fraction au cours de 1'infection humaine (mais
1'intérét fonctionnel de ces anticorps est encore & 1'état d'hypothéses).
Quelle place tiennent les anticorps anti-antigéne 5 dans 1a protection de
1'infection provoquée par des transferts expérimentaux de sérum ?

Snary et al. (1979) isolent un antigéne de T. cruzi d'un poids
moléculaire 90 OOO,g]ycoprotéinique, que Afchain identifierait comme la frac-
tion 5. Cette fraction 90 000, protége de la phase aigué de 1'infection,
des souris infectées par T.cruzi (Scott et al., 1979). L'antigéne 5 aurait
peut-gtre un certain rdle vaccinant en suscitant probablement une immunité

de type humorale capable de controler la parasitémie. Ces animaux
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ne sont pas protégés .contre la phase chronique mais le:protoctole . ... .:
expérimental de vaccination des souris est peut-étre en cause.

Existe-t-il une corrélation entre le taux des anticorps
anti-T. cruzi et la présence d'anticorps anti-antigéne 5 majeur. Les
résultats sont contfadictoires. En effet,.si les sérums de chagasiques
de Camiri,avec des anticorps anti-antigéne 5,présentent pour les
trois techniques (IMF, RFC, ELISA) des taux d'anticorps
significativement plus élevés, ce n'est pas le cas des sérums de chagasi-
ques de Chiwivisi et de La Paz. La technique de double diffusion en gel
utilisée est plus sensible et n'est pas une technique de dosage quantitatif,
ce qui peut expliquer les résultats discordants. La présence d'anticorps
anti-antjgéne 5 n'est pas non plus en rapport avec le xénodiagnostic .

L'antigéne 5 n'est pas spécifiqué de stade et les formes amasti-
gotes intracellulaires pourraient étre directement, ou par 1'intermédiaire
d'antigéne circulant, responsable de la production d'anticorps; les
antigénes complexés mis en évidence dans les sérums de chagasiques en phase
aigué ou chronique de 1'infection ne correspondent pas & la fraction 5.
signalons que nous avons retrouvé la fraction antigénique 5 dans le surna-
geant de milieux de culture de 8 joufS'obtéhu aprés centrifugation a
2000, 4000, 10.000, 18 000.t/min,suivie d'une filtration sur membrane -~ -i
mi]]ipore*(l,ZP)'ét concentration sur une membrane amicon( XM 50) et
testés contre un hyperimmunsérum total, un sérum anti-antigéne 5 et des
sérums humains présentant des anticorps anti-antigéne 5. La lyse de formes
de culture &pimastigotes est réduite & 8 jours et i1 est possible que
1'antigéne 5 soit 1ibéré dans le milieu de culture indépendamment de cette

lyse ; ce résultat est un argument en faveur de sa nature circulante in vivo.
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Nous n'avons pas trouvé de corrélation entre la présence d'anticorps
anti-antigéne 5 et 1a pathologie de 1a maladie de Chagas. Martin et al.
(1981, communication personnelle) signa]ent une faible incidence des anticorps
anti-antigéne 5 dans le sérum de patients en phase aigué de 1“infection
(20 %). La production des anticorps anti-antigéne 5 serait tardive ce qui
pourrait permettre en phase aigué, une flambée de la parasitémie et 1'induc-
tion précoce des mécanismes auto 1mmuns responsables de 1a pathologie (voir
présentation du sujet). | | '

Dans 1'hypothése ol les anticorps anti-antigéne 5 ont un certain
role sur le contrdle de la parasitémie, le transfert d'anticorps de la
mére au foetus ou de la mére & 1'enfant durant la lactation peut avoir un
role important. Ncus avons retrou&é des anticorps anti-antigéne 5 dans le

sang du cordon ombilical de nouveaux nés ne présentant aucun signe clinique

de Chagas congénital et nés de méres infectés.

Une approche pré]iminaire.de 1'ensemble de l1a réponse humorale
qualitative a €té tentée en sélectionnant 5 anticorps produits lors de
1'infection humaine, selon leur position immunoélectrophorétique.

L'antigéne correspondant & 1'arc cathodique ne serait pas partagé
avec T. rangeli. Un arc cathodiqué de méme position immunoélectrophorétique
est retrouvé dans une extraction des glycoprotéines (chloroforme, méthanol
suivie d'une précipitation a 1'éthanol) (Lemesre, communication personnelle).

L'antigéne correspondant & 1'arc neutre présente la méme localisa-
tion immunoélectrophorétique que 1'arc correspondant & un antigéne polysaccha-
ridique de T. cruzi (TCA 20 %). Son analogie avec 1'EF facteur(mafciparrgg_gl;
1981) en ferait un antinéne spécifiqle de T.cruzi.

L'antigéne cathodique et 1'antigéqe neutre suscgistent dans un
faible pourcentage de sérums, la production d'anticorps qui n'est dépendante

ni du xénodiagnostic, ni de pathologies gastriques non associées, ni

!
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de 1'ensemble des pathologies (étude faite sur 1'ensemble des malades de
La Paz). L'intérét diagnost%c de ces deux antigénes en phase chronique
de 1'infection est réduit par leur faible 1mmunogénicité. Toutgfois,
la présence d'antigéne circulant leur correspondant doit &tre recherchée dans
le sérum des patients. |

La fréquence de 1'arc anodique 1 est.faible mais elle est supérieure
pour les sérums de patients atteints d'une pathologie. 27,6 % et 18,1 % des
cardiopathiques de Camiri et de Salinas prés?ntent cet arc, alors que 14" % et
0 % des non cardiopathiques le présentent.. D'autre part, seulement
4 % des chagasiques asymptomatiques le présentent alors que 19 % des patho-
logies gastriques non associées, 42,8 % des cardiopathiques non associées
et 40 % des pathologies mixtes présentent cet arc. Les anticorps dirigés
contre 1'antigéne anodique 1 seraient associés & un état pathologique
mais ce résultat doit étre confirmé sur un plus grand nombre de patients.

Les deux antigénes anodiques 2 et .3 suscitent la production
d'anticorps pour prés de 50 % des chagasiques en phase.chronique, mais
il n'y alpas de corrélation entre les fréquences de ces arcs et le
xénodiagnostic et la pathologie.

Des antigénes anodiques de localisation semblable sont retrouvés
dans'l'extraction au chloroforme methanol suivie d'une précipitation &

1'éthanol et dans 1'antigéne TCA 20 %.

L'approche qualitative de 1a réponse humorale par 1'immunoélectro-
phorése est limitée par la sensibilité de la technique mais permet d'orienter
des recherches vers 1'étude de certaines fractions antigéniques. L'é@tude

.....

le diagnostic,de leur rdle fonctionnel passé par la purification de ces
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fractions. La mosaTque des parasites est si complexe que seules des purifi-
cations peuvent permettre une approche rationnelle de 1'étude de la

réponse immune de 1'hdte.

VII. REPONSE HUMORALE AUTOIMMUNE

Nos résultats concernant 1'incidence des anticorps EVI dans le
sérum de chagasiques chroniques confirment les résultats de Szarfman gg_él-,
(1979 ). Ces anticorps autoimmuns se rencontrent a des titres faibles
chez des sujets non infecfés et cefi de fagon variable selon la population
étudiee (: .Sadiguski, 1979 ), mais les taux de ces anticorps sont plus
€levés chez des patients chagasiques. Parmi les populations boliviennes
nous n'observons aucune corrélation entre 1'incidence des EVI et la pathologie

Ceci.confirme les travaux de Szarfman et al. (1981).

La pathologie de la maladie de Chagas, qu'elle soit cardiaque ou
digestive est dépendante du nombre de cellules gang]%onnaires détruites au
niveau des organes : & partir de 20 % de destruction apparait une pathologie
cardiaque, de 55 % une pathologie du colon, de 85 % une pathologie de
1'oesophage (Koberle, 1968). Les anticorps dirigés contre la gaine de
Schwann pourraient &tre impliqués dans des mécanismes de destruction mais
Szarfman(1979)montre que ces anticorps sont associds aux EVI et non associés
aux états pathologiques de la maladie de Chagas.

La présence de ces autoanticorps peut &tre expliguée paf 1'existence
de réactions croisées entre deﬁ antigénes tissulaires et 1'antigéne 7. cruzi
mais le niveau de destruction gang]ioﬁnairé ne semble pas dépendre de cette

réponse humorale autoimmune.
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Plusieurs travaux sont en faveur de la participation de 1'immunité
cellulaire aux mécanismes de destruction des tissus. Santos-Buch gngl;
(1974) montrent la destruction de cellules allogéniques de coeur de lapin
infectées ou non infectées par des lymphocytes de lapin en phase chronique
de Yinfection.

Selon Teixeira et al. (1975), 1'injection répétée d'antigéne

T. cruzi a des lapins, provoque des 1&sions cardiaques semblables & celles

provoquées par une infection par T. cruzi. Teixeira et al. (1978) confirment
ces résultats au cours de 1'infection humaine ; des lymphocytes de patients
chagasiques sont capables de lyser in vitro des cellules foetales de coeur
non infectées alors que des cellules de rein ne sont pas détruites.
Un état d'hypersensibilité de type retardé & des antigénes de tissus est
mis en évidence au cours de 1'infection humaine (Cossio et al., 1976 ;
Teixeira et al., 1974) et Vega et al. (1976) ne montrent aucune relation
entre cet &tat d'hypersensibilité de type retrardé et la présence d'anticorps
EVI dans le sérum des patients.

L'état des recherches actuelles encore peu avancé ne permet pas
d'écarter la participation de la réponse humorale autoimmune dans les méca-
nismes responsables de la pathologie mais 1'immunité de type cellulaire

doit y Jjouer un rdle important.



CONCLUSION

Les travaux expérimentaux de transferts passifs de sérums, de
cytotoxicité anticorps dépendante des formes trypomastigotes et des réactions
d'ADCC (Antibody Dependent Cell Cytotbxicity) montrent le réle important de
la réponse immune humorale dans 1'infection a f. cruzi. Jusqu'a présent les
essais de vaccination, comme les transferts de sérums, protégent
aigué de 1'infection par un contréle de la parasitémie mais aucun travail
expérimental ne montre une guérisontotale.

La phase chronique est caractérisée par une parasitémie faible ou
absente et la réponse humorale anti T. cruzi est en général trés importante.
La situation immunologique est alors telle, qu'il y a un contrbdle des para-
sites circulants (formes trypomastigotes) sans élimination des formes

amastigotes intracellulaires .

La réponse humorale non spécifique n'est pas trés importante
au cours de la phase chronique. Unewaugmention faible des immunoglobulines
de classes IgG et IgM est possible, i1 n'y a pas d'éctivation du complément.

La réponse humorale spécifique se caractérise par une production
importante d'anticorps anti-antigéne 5 spécifiques de T. cruzi. La présence
de ces anticorps peut donner aux tests immunologiques, utilisés pour le
diagnostic, une grande spécificité, ce qui permet d'éliminer les réactions
croisées avec les sérums de leishmaniens ou de patients infectés par
T. rangeli. Ces anticorps pourraient étre impliqués dans les mécanismes
humoraux de contrdle de la parasitémie et 1'antigéne 5 avoir un certain rble
vaccinant. Les IgE spécifiques pourraient &galement participer aux mécanismes
de contrdle de la parasitémie mais leur intérét diagnostic en phase chronique
de 1'infection reste réduit.

Par ailleurs, 1'existence d'immuns complexes d'origine parasitaire

est en faveur de la participation d'antigénes circulants aux mécanismes
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d'évasion de la réponse immune: 1'isolement et la caractérisation des
antigénes correspondants a ces immuns complexes devraient permettre une
meilleure connaissance de 1'équilibre héte-parasite, établie au cours de

la phase chronique de 1'infection.

L'étude qualitative de 1a réponse humorale nous a permis de sélec-
tionner les fractions antigéhiques remarquables trés immunogénes au cours
de 1a phase chronique de 1'infection;la fraction anodique 1 pourrait étre
associée a des états pathologiques mais ceci est & confirmer sur un plus
grand nombre de cas.

Enfin, la poursuite de 1'étude de la réponse humorale passe obli-

gatoirement par la purification de fractions antigéniques.

L'altitude n'a aucune influence sur la qualité et la quantité des
anticorps anti T. cruzi produits au cours de la phase chronique. Les
variations  quantitatives observées,d'une population & une autre,pourraient
par contre dépendre d'infections provoquées par des souches différentes.
Cette derniére notion de 1'existence de souches différentes est déterminante
dan§ 1'étude de 1a maladie. En effet, 1'étude de 1a pathologie en dépend
puisque certains travaux montrent une répartition géographique différente
des pathologies observées au cours.de la maladie de Chagas ; les antigénes
intéressés ‘seraient alors des antigénes spécifiques de souches.

L'existence d'antigénes communs entre T. cruzi et des antigénes
tissulaires peut &tre & 1'origine de la production d'autoanticorps ; ces
autoanticorps ne sont pas associés & des &tats pathologiques et les mécanismes

cellulaires autoimmuns seraient les plus importants. La purification et 1a
caractérisation des antigénes communs reste a faire et doivent étre

envisagées selon le concept de 1'existence de plusieurs souches de T. cryzi
M—.
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