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Parmi les Protozoaires parasites,connus depuis très longtemps, les 

Coccidies bénéficient d'un large regain d'intérêt auprss des Scientifiques 

depuis quelques années. Une partie de cet intérêt vient de l'importance de 

ces parasites en médecine humaine ( P ~ m o ~ ,  ~ 0 ~ ~ ~ )  ou vétérinaire 

(i%nUuk, SahcocyAAXh). Par ailleurs l'avènement de la Microscopie électro- 

nique, les progres réalisés en biochimie, en immunologie,ont fait faire un 

bond considérable dans les connaissances sur les Protozoaires, et les Pro- 

tozoaires parasites en particulier ; ceux ci constituent des modèles remar- 

quables pour les études de biologie cellulaire et des relations intercellu- 

laires. 

Pourtant des lacunes d'importance persistent encore : le cycle des 

Coccidies décrites à ce jour n'est pas toujours connu ; ainsi nous ignorons 

encore chez quel hôte se déroule la phase sexuée de B a n o u  j W o L ,  es- 

pèce qui fait l'objet de ce travail, et qui a pourtant été découverte en 1953 

par FRENKEL chez un petit rongeur des Etats Unis (PmmgAcud ~ c w )  ,et 

retrouvé par la suite chez 3 espèces de Dipodamya ERNST et al (1968). 

Le cycle d'autres espèces de B u M ~ W  est connu et se déroule de 
la façon suivante : l'hôte définitif ( un prédateur de rongeurs) se con- 

tamine par carnivorisme. Dans son tube digestif se déroule la reproduction 

sexuée qui aboutit à la formation d'oocystes. Ceux-ci sont absorbés par les 

hôtes intermédiaires chez qui ils libèrent des sporozoites infectieux. Ces 

sporozoites sont à l'origine de cycles successifs de multiplication asexuée 

(tachyzoites). Celle-ci peut provoquer des infections aigües, ou devenir chro- 

nique et les parasites sont alors en dormance dans des kystes tissulaires. 

La phase asexuée du cycle est très facilement reproductible au laboratoire 

en culture in v a 0  (Fig. 2). Le cycle de Buw.~Z&% j&&AoL serait super- 

posable à celui proposé pour les BUW& ap. en 1975 (WALLACE et FRENKEL). 

T o x o p ~ m a  lui-même, qui fait l'objet chaque année de centaines de 

publications scientifiques, était classé "parasite i n c w e  h a "  dans le 



Figure 1 : Structure fine du bradyzoi'te de 8 c ? s r ~ m  id.&50ni : 

à gauche schéma inspiré de SENAWI (1969 b), à droi- 

te une coupe fine. a, b, c, d : agrandissement de quel- 

ques organistes caractéristiques : a, le micropore où le 

plasmalemme s'invagine pour former une petite vacuole ; 

b, l'apex antérieur avec son conolde (Co) surmonté d'an- 

neaux apicaux (A) ; c, corps en navette ; d, vue détail- 

lée de la paroi avec son plasmalenme (me) recouvert d'un 

cell-coat (flèche en zig-zag) sous lequel deux membranes 

apposées forment le complexe membranaire interne (ci) 





traité de Zoologie de GRASSE (1953). Son hôte définitif : le chat,n'a été 

découvert qu'en 1965 par HUTCHISSON (VIVIER 1979). Toutes les Coccidies pré- 

sentent au moins une fois, mais généralement plusieurs fois dans leur cycle 

un stade dit stade infectieux, ou par commodité "zoite", qui propage la mala- 

die en pénétrant dans une cellule. Selon leur mode de formation ou leurs par- 

ticularités physiologiques, les "zoites" peuvent être désignés par les au- 

teurs de différentes manieres et nous reproduisons page 4 l'explication 

de cette terminologie complexe telle que nous l'avions présentéedans un pré- 

cédent travail (SADAK 1981). 

Un des plus importants apports de la Microscopie électronique a 

été d'établir que tous les "zoZtes",non seulement des Coccidies-mais de tous 

les Sporozoaires possedent une structure fine identique (Fig. 1) et que l'unb- 
le té de tout seus embranchement repose sur lui (PORCHET-HENNERE et VIVIER 1981). 

Or ce stade est capable de se mouvoir, de reconnaitre une cellule 

appropriée, de s'y introduire sans la tuer, de s'y installer en "négociant" 

avec elle l'équilibre nécessaire à sa survie et à son développement, parfois 

en induisant chez elle des transformations spectaculaires (gigantisme, diffé- 

renciations spécifiques). L'une des performances les plus surprenantes n'est- 

elle pas que les zoites (en l'occurence de Toxo~rncL) ont "appris à vivre 

dans les macrophagesJ'et à déjouer les dé£ enses immunitaires ? (BLOOM 1979, 

cité par PORCHET-HENNERE - et al 1983). De plus ces relations peuvent être sui- 

vies sur le vivant puisque les zoïtes de Coccidies envahissent facilement des 

cellules en culture in vh2.0. 

C'est ce système de culture que nous avons choisi pour étudier les corréla- 

tions entre BebnoLCla et la cellule de vertébré. 

Le choix de Bebnoh%, qui n'est pas-jusqu'à preuve du contraire- 

un parasite d'une importance majeure en médecine,s'explique par plusieurs rai- 

sons : il est très voisin de Toxop&Ama par la structure, le mode de repro- 

duction (par endogenèse) l'éclectisme manifesté dans le type de cellules qu'il 

peut infester ; mais il présente sur celui-ci l'avantage de n'être pas pathogène 

1 Corrélation :  apport entre deux phénomènes qui varient en fonction l'un 
de l'autre'' (Le Petit ROBERT) - "coexistence habituelle, dans un même être 
vivant, de plusieurs caractères qui n'ont aucun rapport d'origine, mais qui 

sont tous nécessaires à un même mode de vie ou un même acte physiologique 1 

(LAROUSSE). 
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Figure 2 : Le cycle de R ~ n c i t i a  j G 2 ü i u  est encore incer- 

tain. En effet l'hôte définitif, où se déroule la mul- 

tiplication sexuée (partie basse du schéma) n'a pas en- 

core été déterminé . Il s'agit vraisemblablement d'un 
carnivore prédateur. La partie supérieure de la figure 

représente la reproduction asexuée, telle qu'elle peut 

se déroliler naturellement ou expérinentalemext. 



pour l'homme, d'avoir un rythme de multiplication plus lent et plus régulier, 

donc se prêtant mieux 3 l'analyse, et d'imposer beaucoup moins de contrain- 

tes pour son entretien sur animaux de laboratoire puisqu'il peut être main- 

tenu sous forme de kystes chroniques. 

ParrallOlement aux recherches très actuelles menées sur les rela- 

tions cellule-hôte-parasite aux niveaux cytologique, biochimique, molécu- 

laire, iimminologique,nous nous proposons d'aborder ce système cellulaire à 

deux composantes sous un angle dynamique, voire "écologique". Peut-on quan- 

tifier certaines des relations qui unissent les deux types de cellules ? peut- 

on, en standardidant les méthodes de culture obtenir une répétitivité des ré- 

sultats indispensable pour,toute expérimentation ? 

Puisque les organismes vivants sont soumis à des cycles et que leurs 

réactions, leur métabolisme, leur susceptibilité aux médicaments varient se- 

lon les phases de ces cycles, puisqiie les cellules elles-mêmes effectuent des 

cycles rythmés par les mitoses et qu'un travail récent (DVORAK CRANE 1981) 

laisse penser qu'elles ne sont pas également accueillantes aux parasites au 

long de leur cycle (ce qui introduit la notion de variabilité cyclique pos- 

sible des récepteurs membranaires) il nous a semblé justifié de suivre les 

relations cellule-parasite sur le vivant, tout au long des cycles succes- 

sifs ; la méthode la plus appropriée pour ce faire nous a semblé être la 

microcinématographie, qui permet en outre de "remonter le temps". 

Cette approche était nouvelle à notre connaissance et notre tra- 

vail, réalisé en un court laps de temps, n'a d'autre ambition que de démon- 

trer l'intérêt de ces méthodes et de jeter les bases pour de futures expé- 

rimentations. 



TERYINOLOGIS 

Un certain nombre de termes spécifiques sont employés pour désigner 

les parasites aux différents stades de leur développement. 11 arrive que le mê- 

me stade puisse être nommé de plusieurs façons, selon que l'auteur considÈre 

comme critère principal l'origine du parasite (issu d'une spore : sporozoite, 

d'une multiplication asexuée : mérozoIte),ou ses caractéristiques biologiques 

(en dormance ou en activité) par exemple. Cela aboutit à une terminologie com- 

plexe et il nous a semblé nécessaire de donner la définition au moins des ter- 

mes employés dans ce mémoire. 

- le germe infectieux, dit - zoxte par les auteurs anglophones est un 

organisme vermiforme doué du pouvoir infectant. Sa structure fine est constante 

chez tous les Sporozoaires : 

I 
ne spore après Issu d'une multipl arion asexuée 

reproduction sexuée c'est un mhozoae  (= schizozofte) 

c ' est un ~ ~ o / u ) z o Z . ~ ~  2 ler système de terminologie 2ème systène de terminologie 

m t 
il résulte de il se forme à l'intérieur -il est nu, actif et effec- 

nombreuses divisions d'une cellule mère iden- tue des cycles successifs 

dans une cellule tique à lui-même c'est intracellulaires : 

spécialisée ou un endazo.Zte c ' est un AzchyzoZte 
schizonte : 

mékazoXte -il reste en attente ou en 

dormance, généralement dans 

un kyste : 

c'est un bmdyzoZte. 

Comme nous traitons ici plus des caractères biologiques que de la 

cytologie nous emploierons essentielienent les termes de &zchyzoZte ou cndozoZte 
pour les fornes se développant rapidement dans une cellule hôte jusqu'à sa des- 

truction ; et le terne de b~ud~(zoZte (ou cy~.tazoZte) pour les Bcsrioh% se nul- 

tipliant lentement à l'intérieur d'un kyste; ces termes ont été utilises pour 

décrire Toxcldhnia par FRENKEL 1974. 



MATERI EL METHODES ET TECHNIQUES 



1 - MATERIEL BIOLOGIQUE 

Une souche. de B u n o m  j U o n L  nous a été aimablement fournie 

par le Dr. FRENKEL J.K. de l'université de Kansas (U.S.A.). Nous entretenons 

cette souche depuis 1980 par passages intrapéritonéaux selon la technique dé- 

crite par FRENKEL et LUNDE (1965 - 1966) : celle-ci consiste en l'injection 
de 0,10 à 0,25 ml d'une suspension de parasites en milieu physiologique dans 

la cavité péritonéale des souris, qui sont préalablement traitées à la Sul- 

fadiazine, ce qui évite une infection aigüe mortelle, et conduit à une infec- 

tion chronique sous forme de kystes durables. 

Trois semaines à 1 mois après l'injection, les kystes sont visibles à l'oeil 

nu, disséminés sur les viscères ; ils sont plus abondants dans le cas de l'ino- 

culation de tachyzoites obtenus par passage sur cultures cellulaires que dans 

celui d'une infestation par des bradyzoïtes issus directement des kystes. 

Nous avons pu maintenir la souche sur culture de cellules Hela pendant plus de 

2 mois en divisant régulièrement les cultures de cellules infestées, ou en 

transférant des parasites provenant d'une culture parasitée à une culture sai- 

ne (ceci avec une fréquence de 2 fois par semaine). 

Toutes les manipulations de cultures sont effectuées stérilenent sous une hot- 

te à flux laminaire, à proximité de la flamme d'un bec Bunsen. Le matériel uti- 

lisé est stérilisé à la chaleur sèche (1H à 160°C) ou à l'autoclave (20mn à 

120"~). Les milieux sont selon les cas autoclavés ou stérilisés par ultrafil- 

tration. 

A - OBTENTION DES PARASITES 

Les kystes mûrs, prélevés par énucléation sur les viscères des 

souris parasitées sont lavés 3 fois au PBS avec antibiotiques ( 500.000 UI de 

pénicilline et 500 ng de Streptomycine/litre), repris dans du MEM 2% sérum de 

veau et éclatés à l'aide de l'homogénéiseur de DOUNCE ou POTTER-ELVEHJEM. Les 

parasites ainsi libérés sont passés sur un tamis en Nylon à "pores" de 0,25mm 

puis sur Nucléopore de 9 )im, ce qui conduit à un inoculat homogène, pratique- 

ment indemne de toute contamination tissulaire. 



Certaines expériences exigeaient l'incubation de ces bradyzoites ainsi prépa- 

rés dans des substances, colmne la trypsine ou le sérum de veau. 

L'incubation à 37" des parasites dans la trypsine 0,25% (DIFCO 1 : 250) dans 

le PBS pendant 10mn, est suivie par 2 lavages (1Omn) dans du PBS avec cen- 

trifugation Zi 500 g-. 

Ces parasites sont repris dans du MEM avec ou sans sérum de veau et sont ino- 

culés dans la culture cellulaire. L'incubation des parasites dans le sérum 

3 concentrations croissantes est faite dans un bain marie à 37" pendant lOmn 

avant leur inoculation aux cultures. 

Pour ces expériences nous avons incubé simultanément des Gebwh%% dans du 

PBS seul pour servir de témoins. 

Dans certains cas des nombres variables de parasites sont nécessaires. Après 

comptage sur cellule hématimgtrique de Malassez, le nombre de parasites par 

ml de milieu est calculé, les dilutions sont alors effectuées dans du milieu 

de culture. Pour chaque culture, le nombre de parasites nécessaire est repris 

dans Imlde milieu MEM 2% serum de veau et additionné aux tapis cellulaires. 

*2 - Tachyzoïtes 

a - Isolement à partir de l'ascite. 

Cette technique est la plus employée pour l'entretien des souches de Taxa- 

p h m a .  Par contre pour B ~ n o ~ ,  l'obtention de tachyzoïtes à partir de 

l'exudat péritonéal des souris est très aléatoire ; après passage du parasi- 
1 ' examep 

te sur souris non traitées à la sulfadiazinebde 1 exudat péritonéal 4 à 6 

jours après, nous montre que les parasites restent dans les cellules de l'as- 

cite ; ceci rend leur prélèvement très difficile. En une occasion nous avons 

pu obtenir un bon rendement (100 millions de Be4no&%z /ml). 

b - Isolement à partir de cellules en culture 

L Une bozte de 75cm de cellules Hela confluentes est inoculée par 
7 6. 10 bradyzoites ; 24 heures plus tard le fond de la boîte est raclé avec 

un grattoir de caoutchouc, la suspension obtenue est filtrée sur fibres de 

verre selon la technique de GRIMWOOD et al (1979). Une très grande partie des 



parasites s'adsorbe sur la fibre de verre ce qui donne un mauvais rendement. 

C'est pourquoi la plupart du temps nous avons utilisé des tachyzoites libé- 

rés naturellement en fin de cycle dans le surnageant de cultures infestées 

depuis plusieurs jours. 

B - CULTURES CELLULAIRES ------------- 
1 - Cellules utilisées dans nos expérimentations 

a - lignées standard 

oc/ - Transformées 

- Cellule EMT6 

Ces cellules issues d'un tout premier passage de la tumeur KHJJ 

de la souris BALB/CKa, se développent & v i v o  en une tumeur solide et h 

v h  sous la forme d'une culture en monocouche (ROCKWELL et K A L W  1972). 

Ces cellules sont cultivées dans le milieu WAYMOUTH, additionné de 10% de 

sérum de veau foetal, de pénicilline (200 ul./ml) et de Streptomycine (0,25mg/ml) 

- Cellule Hela 

Ces cellules dérivent de la première lignée cellulaire épithéliale 

aneuploïde, de tissu humain, établie en 1951, isolée d'un Cancer utérin par 

GEY et al. 

Les cellules Hela stockées dans l'azote liquide sont décongelées au fur et 

à mesure des besoins et mises en culture dans du milieu MEM 10% sérum de veau 

en boftes plastiques de type Falcon. Le tapis qui se forme constitue notre 

réserve de cellules pendant la durée de l'expérimentation. 

- Non transformées 

- Cellules de chat 

Obtenues à partir de la trypsinisation d'un embryon total de chat 



- Cellules de Singe 

Cellules Vero : cellules de rein de singe vert d'bfrique (GIBCO). 

b - Cellules embryonnaires de rat et de souris 
Nous avons réalisé des cultures primaires a partir d'embryons totaux de 
ces 2 animaux, dissociés et mis en culture, dans du MJ3M selon les techniques 

cla~~siques. La plupart de nos expé,tiences ont été réalisées sur cellules Hela 

dont la r6sistance, la longévité au stade confluent, la transparence permet- 

tant une bonne visualisation des parasites, sont autant de précieuses qualités 

dans le cas présent. 

La variabilité de leur équipement chromosomique est certes un inconvénient 

lorsque l'on désire utiliser des cellules homogènes. C'est pourquoi nous 

avons eu recours à des cellules non transformées ; mais celles-ci se sont 

révélées moins résistantes ou moins favorables aux infections expérimentales ; 

d'autre part les cellules Hela sont les cellules les plus couramment utilisées 

dans les travaux que nous avons consultés, et il nous a paru finalement très 

justifié d'expérimenter sur cette lignée. 

2 - Techniques spécifiques aux cultures cellulaires 

a - Conservation des cellules par le froid 

Dans certains cas, il est nécessaire, pour éviter un entretien 

permanent, de congeler les cellules : après décollement du tapis cellulaire 

et centrifugation à 1200t (5mn), les cellules sont reprises dans 10 volumes 

de milieu de culture (MEM + 10% de sérum de veau) additionnés de 10% de DMSO 

(diméthylsulf oxide) . 
Cette suspension est répartie en fractions de 1 m1,dans des godets de 

plastique. Les godets sont amenés progressivement à -196'~ au moyen d'un 

dispositif de congélation Biogel (Air liquide) contenant de l'azote liquide 

La décongélation est réalisée par immersion des godets dans un Sain-marie 

à 37°C ouverture et dilution du contenu dans le milieu de culture. 

*.cette souche nous a été aimablement fournie par le Dr. 
A. GIAUFFRET, Laboratoire régional de recherches vétérinaires, NICE i 9 7 5 .  



b - Repiquage 

Lorsque la culture atteint une confluence de 90 à 100%, elle est 

décollée par une solution de trypsine (Difco 1 : 250, 0,5X) - EDTA (0,2%) 
en solution saline de Puck. Le liquide est ensuite décanté, les cellules sont 

détachées par chocs mécaniques et reprises immédiatement dans le milieu de 

culture (MEM + 10% SV) ce qui arrête l'action de la trypsine ; elles sont 

comptées à l'hématimètre et réparties dans des flacons de cultures bouchés 

(type Falcon, Nunclon) ou des boites de Petri en plastique ou en tube Leigh- 

ton. Ces cultures sont incubées dans un incubateur à CO2. 

C - INOCLrLBTION DES CULTURES - - - - - - - - - - . - - - -  

Selon le but de l'expérience, nous ensemençons les parasites 

(tachyzoites ou bradyzoites) sur des cultures cellulaires confluentes ou non 

1 - Cultures confluentes 

Dans une population confluente, le nombre de cellules augmente 

d'une façon insignifiante et permet d'étudier l'évolution des parasites dans 

un système hôte à peu près constant pendant plusieurs jours. 

La majorité des cellules dans une culture confluente sont en pha- 

se G1 (DVORAK et CRANE 1981),ce qui nous rapproche des conditions d'une cul- 

ture synchrone, favorable 3 certaines expérimentations. 

a - Etude de la pénétration en microscopie électronique 

Lors de l'étude de la pénétration en microscopie électronique, 

une suspension de parasites est laissée sédimenter à froid (4°C) sur tapis 

confluent de cellules Hsla. De cette façon un maximum de parasites se trouve 

au contact des cellules en même temps. L'ensemble est ensuite réchauffé à 

3 7 " ~  pendant quelques minutes pendant lesquels les parasites peuvent pénétrer 

dans les cellules, puis fixé. Cette méthode a été mise au point par JENSEN 

et HAMMOND en 1975, elle permet un enrichissement en stades de pénétration 

dans les préparations fixées. 



b - Etude de la pénétration et des mouvements de 8e6no& 
en cinématographie 

Des lamelles en verre (9 x 35 mm) avec des cultures de cellules 

Hela confluentes sont retirées de tubes Leighton, montées entre lmes et la- 

melles stériles, avec 0,8 ml de MEM 2% sérum de veau contenant 6 millions 

de bradyzoites (traitées en un premier temps par le froid selon la méthode 

de JENSEN et HAMMOND) avant d'être examinéesou filmées sur un microscope 

Nachet à contraste interférentiel inclus dans une enceinte thermostatée à 

c -Actionde la trypsin9duSérum de veau, du nombre de parasi- 

tes et du temps d'incubation sur la pénétration 

Pour ces expériences nous avons inoculé un tapis de cellules Hela 

confluent avec 1 ml de MEM avec ou sans sérum contenant les zoftes. Après 

6 heures d'incubation nous avons lavé les cultures. Après une réincubation 

de 19 heures à 37O, nous fixons les cellules. 

Pour évaluer la durée de la capacité infestante des parasites, les cellules 

parasitées subissent des lavages 0,5; 1; 4 ;  8 ;  16 et 24 heures après l'ino- 

culation. 

2 - Cultures non confluentes 

Les cultures de cellules non confluentes sont utilisées dans les 

cas où le nombre de cellules de départ entre en jeu comme par exemple dans 

les expériences de cinétique cellulaire où il est nécessaire de débuter avec 

peu de cellules pour pouvoir suivre dans le champ d'un microscope leur des- 

cendance pendant plusieurs jours. 

a - Effet du nombre de cellules Hela dans la culture sur 
l'intensité de la pénétration 

Des concentrations croissantes de cellules Hela sont ensemencées 
2 dans des boltes Falcon 25 cm , dans du milieu MEM à 2% sérum de veau. 



Apres 4 heures à 3 7 ' ~ ,  nous ajoutons dans les bottes 4 millions de brady- 

zoites contenus dans 1 ml de MBM 2% de sérum de veau. La fixation est effec- 

tuée 1 ou 6 heures après l'inoculation. 

b - Etude de la cinétique cellulaire et du développement du 
parasite 

En vue d'étudier la cinétique cellulaire et le développement du 

parasite en cinématographie, les cellules Hela sont prélevées à partir d'une 

culture ensemencée 2 jours auparavant, par la méthode de trypsinisation déjà 

décrite. Après comptage des cellules sur une cellule hématimétrique, 159000 
2 sont alors déposées dans des boîtes plastiques Nunclun (25 cm ) contenant 5 ml 

de milieu MEM additionné de 2% de sérum de veau. 

L'atmosphère finale dans les boîtes est constituée d'un gaz enrichi en CO2, 

contenant 10% de CO2 ; 17,5% O2 et 72,54 d'azote introduit à faible pression dans 

Lesboîtes. Afin de leur permettre d'adhérer au support plastique, les cellules 

sont laissées au repos à 37O pendant 4 heures avant d'être placées sur la 

platine du microscope. 48 heures plus tard, un inoculat de 1 ml de MEM à 2% 

sérum de veau contenant 8 millions de bradyzoites est ajouté dans la botte. 

II - MICROSCOPIE PHOTONIOUE ET ELECTRONIOUE 

A - PREPARATION D'ECHANTILLONS POUR LA MICROSCOPIE PHOTONIQUE --------------------------------- 
Les opérations suivantes sont réalisées h 4&, sur la monocou- 

che cellulaire dans le flacon de culture lui-même. 

1 - Fixation 

Les cellules sont fixées dans une solution de glutaraldehyde à 

2,5% dans du tampon Cacodylate de Sodium 0,l M à pH 7,4 pendant 2 heures à 

  OC, puis lavées au Cacodylate de Sodium 0,l M (2 H) 

Nous l'avons effectuée avec des solutions colorantes pour frottis 



prêtes à l'emploi : Fuchsine LMR 22 et bleu LMR 18 (Labo-Moderne) 

3 Inclusion de la monocouche cellulaire 

Elle est effectuée dans un film de polyvinyle. Avant l'inclusion 

une deshydratation s'impose, sinon le tapis cellulaire s'altère. 

Après la deshydratation, 2,5 ml d'alcool polyvinylique 5% (5g d'alcool poly- 

vinylique PROLABO, dans lOOml d'eau bidistillée ( SOLURSH et al 1981) 

sont introduits sur le tapis cellulaire. Après un séchage de 12 heures à 3 7 ' ~ ~  

il se forme un film transparent qui enrobe les cellules et que l'on peut dé- 

coller et découper. 

Chaque fond de botte en film de polyvinyle est ainsi prélevé et découpé en 

3 parties égales ; chacune est montée sur une lame propre dégraissée, dans du 

XAM légèrement dilué par le toluène, recouvert par une lamelle. Les lames 

sont séchées 3 jours à 37'~. 

B - PREPARATION POUR LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
La fixation des cellules a lieu dans une solution de glutaraldéhy- 

de à 2,5% (V/V) dans du tampon Cacodylate de sodium 0,l M à pH 7,4 addition- 

née ou non de 1% d'acide tannique, pendant 2 heures à 4OC; après fixation, 

les cellules lavées dans le même tampon, postfixées par le tétroxyde d'os- 

mium à 1% (P/V) pendant 2 heures, sont deshydratées puis incluses dans 1'Epon 

selon la technique de LUFT (1961). Les coupes effectuées à l'ultramicrotome 

REICHERT OMU 2, sont examinées au microscope électronique JEOL JEM 120 CX. 

III - EQUIPEMENT HICROPHOTOGRAPHIQUE ET MICROCINEMATOGRAPHIQUE 

Pour l'étude de la Cinétique cellulaire, nous avons disposé de 2 

équipements cinématographiques dans le service de cinetiqueCellulaire, Ins- 

titut de Recherches sur le Cancer, unité 124 I.N.S.E.R.X. (LILLE II) ; ces 

équipements sont situés dans un local occulté pour éliminer l'influence de 

la lumière sur le cycle celluiaire. Chacun d'eux est constitué d'un micros- 

cope à inversion entouré d'une enceinte thermostatée permettant de maintenir 



Figures 3 à 5  : dispositifs de microcinématographie - 
3 et 4, microscopes à inversion dont la platine sup- 

portant la boite de culture est maintenue à 3 7 O  grâce 

à une enceinte thermostatée. Les prises de vue se font 

grâce à une caméra placée au dessus de l'appareil, Ca- 

méra commandée par un intervallomètre (à gauche sur la 

figure 3, à droite sur la figure 4.) - 5 ,  table d'ana- 

lyse des films,de type STEENBECR (explications dans 

le texte. ) 

Les clichés 3 et 5 sont dus à l'amabilité du D~ M. 

Coblyn d'Hooghe, à qui appartiennent ces appareils. 





la température à 37' + 0,2'~ grâce à 2 résistances situées de part et d'au- 

tre du microscope et un thermorégulateur dont la sonde se situe au niveau de 

la platine du microscope. (Fig.3 ). 

Le faisceau de lumière arrivant sur la botte de culture est intercepté par 

des filtres qui donnent une lumière monochromatique verte, ce qui évite aux 

cellules un choc au moment des prises de vues et assure un meilleur contraste. 

L'éclairage du champ filmé est de courte durée (0,s seconde) et s'effectue 

uniquement au moment de la prise de vue. Le microscope est relié directement 

à une Caméra 16 mai, elle même contrôlée par un intervallomètre qui déclenche 

les prises de vue selon la fréquence choisie (dans notre cas 4 et 1 minute). 

Nous avons utilisé de faibles grossissements (x 4) et(x 10) qui permettent 

d'observer un grand champ sur la culture et de suivre la descendance de 6 

à 8 cellules sur 4 à 5 générations. 

Les pellicules employées sont de format 16 m,KODAK-EASTMAN +X négatif 80 ASA ; 

elles sont développées dans du révélateur KODAK D19. 

En outre nous avons réalisé un film en couleurs (format 16 mm, EASTMAN CO- 

lour négative II. 7237 sensibilité 100 ASA (tungsten)) sur la motilité, la 

pénétration et le développement des zoites de ~UYUI&. Dans ce cas la Ca- 

méra utiliséeest ~ ~ ~ A R R L F L E X "  16 mm, montée sur un statif au dessus d'un 

microscope à inversion Olypus, muni d'une chambre thermostatée, d'un obtu- 

rateur se déclenchant au moment des prises de vue, d'un système de filtre 

donnant une lumière monochromatique verte, d'un éclairage auxhalogènes.La 

Caméra est reliée à un intervallomètre. Les cycles des cellules et des para- 

sites sont suivis en utilisant l'objectif X 25 ou X 40 à la vitesse de 3 ima- 

geslminute la nuit et 2 images par minute le jour. ( F i e .  4.) 

 enregistrement de la pénétration et des mouvements des parasites a été fait 

sur un microscope NACHET à contraste interférentiel doté des mêmes dispo- 

sitifs, à des vitesses comprises entre 25 imageslseconde et 1 image/minute 

avec les objectifs X 25 et X 40.  

IV - METHODES D'ANALYSE 

A - COMPTAGES SUR COUCHES MONOCELLULAIRES FIXEES. - - - - -  - - -  - - -------  
Les cultures préparées selon la technique décrite plus haut sont 



lues sous microscope photonique. A chaque lecture les parasites et les cel- 

lules visibles dans le rectangle d'un oculaire, correspondant 3 une surface 
-3 2 de 35. 10 mm depréparation pris au hasard sont notés. 15 rectangles sont 

-3 2 
examinés par boTte, ils sont équivalents3 une surface totale de 525. 10 mm 

dite surface de référence. L'objectif X 40 a été utilisé pour ces compta- 

g==. 

Le terme"parasites solitaires* est utilisé pour désigner les organismes de 

B e 6 m m  qui n'ont pas subi de division depuis leur pénétration. Le nombre 

de groupes d'individus issus de la division d'un même parasite (clone) est 

ajouté à celui des parasites solitaires : leur somme équivaut au nombre de 

parasites qui ont effectué la pénétration intracellulaire. 

Le nombre relatif d'unités infectantes (NRUI de LYCKE LUND:1964 b) ressort 

du simple rapport : 

Ns + Nc 
N R U I =  X 100 = Pourcentage de pénétrations 

NC intracellulaires. 

Le pourcentage de cellules parasitées est exprimé par 2.9 N C 

où Ns = Nombre de parasites solitaires 

Nc = Nombre de clones de parasites 

NC = Nombre total de cellules 

NCp : Nombre de cellules infestées i dans la surface 

de référence 

Pour certaines expériences, nous avons tracé des courbes reliant 
2 la variance estimée S  à la moyenne 2 en échelle log - log. Ce qui a permis 

de savoir si les éléments comptés sont dispersés au hasard ou non. 

La zone de confiance pour ces courbes est calculée de la façon suivante : 

- 2  X et S  sont calculées à partir de N données (N = 15) 

N -  1 s 2 =  2 - si on a une distribution de Poisson - 
X 



Figure 6 ; extraits d'un film montrant quelques étapes de 

la mitose de 2 cellu1es:A et B,situées dans un petit 

ilôt de cellules Hsla. Les numéros correspondent aux 

vues s&lectionnées dans le film. En 1 et 2 les cellu- 

les, ~ra~issemblablernent soeurs,se détachent du sup- 

port, en 26, 27 elles s'arrondissent (on peut obser- 

ver une plaque métaphasique verticale dans la cellu- 

le B). En 66 la cellule A commence à se diviser. 

Les cellules filles A et A se recollent sur le sup- 1 2 
port en 86. La flèche pointillée indique le début et 

la fin de la mitose tels que nous les avons repérés 

pour évaluer la durée de celle-ci. 





2 
log S [log 2 + log 0,398 ; log X + log 1,8811 

2 
log S [log 2 - 0,400 ; log ? + 0,2741 

Dans l'expérience d'inoculation de nombres croissants de parasi- 

tes, nous avons obtenu des infections multiples ; pour savoir si elles sont 

dues au hasard ou non, nous avons comparé la répartition des cas à 0,l ... 10, 
parasites par cellule effectivement comptés à la répartition théorique par 

2 
la distribution de Poisson. Nous avons appliqué par la suite le test X pour 

savoir si la différence trouvée entre les courbes théoriques et courbes tra- 

cées à partir des dénombrementsest significative. 

B - ANALYSES DES FILMS --- - - - - - -  
a - Appareillage 

Les films ont été analysés sur une table de projection STEENBECK. 

(Fig.5 ) qui envoie l'image sur un verre dépoli avec un agrandissement 20 X. 

Elle est dotée d'un système aller et retour à 3 vitesses : Vue par vue, 25 

et 100 images/seconde ; cette table est reliée à un compteur électronique 

qui attribue un numéro 3 chaque vue. 

b - Estimation de la durée du cycle et de la mitose (Fig.6 ) 

nous avons adopté la technique de mesure suivie par COLLYN - D'HOOGHE et 
a1 - (1977). 

- Mitose 

Le début de la mitose est la première vue où la cellule prend une 

forme circulaire constante. 

La fin de la mitose est la première vue qui montre une confi~ura- 

tion en doublet, où une membrane visible apparaît entre les 2 cellules filles. 

- Cycle 

La durée du cycle est définie comme l'intervalle de temps qui s'écoule 





entre la fin de la mitose de la mère et la fin de la mitose de la fille, 

donc c'est l'intervalle de temps qui sénare 2 mitoses. 

c - Remarques sur les données 

Les cellules présentes dans le champ au début de l'expérience repré- 

sentent la génération 0. La premiere division donne des cellules filles qui 

constituent la génération 1, celle-ci après division donnera la génération 2 

ainsi de suite. Au cours de l'étude de ces géniZratIoriscertaines informations 

sont perdues : des cellules quittent le champ d'observation, d'autres sont 

au centre d'un clone cellulaire dense qui s'est formé et ne peuvent pas tou- 

jours être suivies avec certitude. Certaines éclatent et leur débris en ca- 

chent d'autres. Certaines valeu~sde la mitose sont perdues à cause de la dif- 

ficulté de cerner le moment précis où la cellule prend une forme sphérique 

constante. 

Des coupures de courant peuvent aussi intervenir,ce qui nous oblige 3 élimi- 

ner les valeurs de certains cycles et mitoses. D'apèrs HURWITZ et TOLMACH 

(1969), COLLYN D'HOOGHE (1980), l'absence de pedigree complet pour chaque 

cellule n'introduit aucun biais dans les résultats. 

d - Interprétation statistique des résultats. 

Pour chaque cellule , nous construisons un arbre généalogique ap- 
pelé pedigree qui représente les différentes générations de cellules que nous 

avons pu suivre (Fig. 7 ) . 
Les données notées sur les différents pedigrees représentent des nombres de 

vues transformées en heures grâce à un ordinateur. 

A l'aide d'une calculatrice programmable à imprimante nous avons pu calculer 

les données suivantes : 

. durée moyenne et variance du cycle et de la nitose pour chaque géné- 
ration 

La variance a été estimée par la formule suivante : 



avec X = valeurs observées 

N = Nombre de valeurs observées - 
X = moyenne de l'échantillon (2 a B) 

N 

N - 1 = Nombre de degré de liberté 

L'intervalle d'estimation de la moyenne de population est calculé par : 

Pour comparer les différentes moyennes nous avons utilisé le test de Student 

(test t) : 

2 2 - - 
S 1  , s2 = variances estimées de X  et X  1 2 
- - 
X 1  et X2 - moyennes calculées de 2 échantillons 

1 et 2 

N 1  et N2 = Nombres d'observations sur les échan- 

tillons 1 et 2 

N 1  + N2 - 2 = Nombre de degré de liberté. 



RESULTATS ET DISCUSSION 



"d 

Ti.. 1:Courbe rclrésentant le-gonpre total de ~nrasitcs(:i) intracellulaires dans une 
.-~rfact dc  rCLercncc (525.10 nn ),cn fonction du tcnps 

rio,. b>Culture non standardisée de Besnoitia en cellules Hela,pendant 10 jours sans 
changement de mi1ieu:diagrame à 3 dimensions,représenté en perspective cavalière, 
montrant la variation dans le temps (jour J1 à JIO),de la distribution des nombres mo- 
yens de vacuoles à 1,2,4,8parasites,c1est à dire ayant abrit9 0;1,2,3divisions. 
Chaque profil grisé matérialise la distribution des parasites à un jour donné.Les 
courbes en petits pointillés épais suivent les fluctuations au cours du temps des 
fréquences moyennes de chaque type de vacuole. 



Les relations entre BebnaLt&Z et sa cellule-hôte ont été étudiées 
h v h ,  en culture cellulaire, système souple qui permet le suivi sur le 

vivant de tous les phénomènes. 

Comme la principale caractéristique physiologique du stade infec- 

tieux de Buna- est la mobilité nous décrirons tout d'abord brièvement les 

types de mouvements que nous avons observés et les modalités de la pénétra- 

tion intracellulaire à la lumière des théories actuelles. 

Dans une étude précédente (SADAK 1981 mémoire de D.E.A.) nous avions 

montré que le nombre total de parasites intracellulaires dans une culture pas- 

separ2maxirmams, ~ u ~ ~ p i c s ~ ' d ' i n t e n s i t ë p a r a s i t a i r e  (figure a) ; auni- 

veau du 3e et du 8e-9e jour. D'autre part nous avons relevé jour par jour le 

détail des observations de vacuoles à 1, 2, 4, 8 et 16 parasites dans toutes 

les expériences, et représenté leur distribution moyenne dans un diagramme à 

trois dimensions (fig. b) ; comme le montre celui-ci, nous avons une perte 

de synchronisme dans la division du parasite qui peut être imputée au fait 

que les conditions employées n'étaient pas optimales. Notons aussi la présen- 

ce de vacuoles 3 4 parasites dès Le premier jour après l'inoculation, ce qui 

est sGrement dû à une infection multiple et n'est pas le résultat de divisions. 

11 s'est donc avéré nécessaire de "synchroniser1' au maximum le dé- 

veloppement du parasite. Cette recherche passe par la standardisation des mé- 

thodes de culture. 

Nous avons donc recherché l'influence de différents facteurs sur 

le taux de pénétration ou la qualité de survie et d'équilibre du système & 

v h .  

Successivement nous évoquerons l'influence de la nature de la cel- 

lule-hôte et l'incidence de facteurs physiques. Nous nous attacherons plus 

spécialement à essayer de déterminer le rôle de deux substances auxquelles 

le parasite peut être confronté dans la nature : la trypsine et le sérum. 
' 3  

Puis nous tenterons de rechercher si le taux de pénétration effectif est lié au 

nombre de parasites et au nombre de cellules mis en présence. 

Enfin nous relaterons dans le dernier chapitre l'approche dynamique 

que nous avons faire pour étudier sur le vivant le déroulement des relations 

entre B&5nah% j ' U o n , i  et les cellules en culture par la méthode cinémato- 

graphique. Celle-ci nous a permis d'appréhender non seulement le développement 

du parasite mais aussi les répercussions du parasite sur le cycle de sa cellule- 

hôte. 



MOTILITE ET PENETRATION 



MOTILITE ET PENETRATION DES ZOITES DE 8FcNOITIA JELLISUNI 

Les Coccidies sont des parasites qui exigent pour accomplir au 

moins une partie de leur cycle de vie un environnement intracellulaire. Ce- 

ci nécessite que le parasite trouve et pénètre une cellule hôte convenable. 

Puisque l'entrée du parasite dans la cellule hôte est une étape 

cruciale dans le développement de l'infection et que la motilité 

et surtout la locomotion sont d'une importance capitaledans 1 ' in- 
vasion cellulaire (RUSSEL et SINDEN 1981), nous avons jugé nécessaire de dé- 

crire les quelques observations que nous avons pu faire à ce sujet chez BU- 
et de rappeler brièvement les théories actuelles sur la motilité et 

le mode d'invasion des cellules par les Coccidies. 

1 - MOTILITE 

Pour éviter la confusion dans l'utilisation des termes, nous avons 

adopté la terminologie utilisée par VANDERBERG(~~~~) : 

- Le mouvement est le changement de position d'une partie du 
corps par rapport à une autre. 

- La locomotion est un passage actif de l'organisme entier 
d'un emplacement à un autre. 

- La motilité signifie aussi bien mouvement que locomotion, 
ou bien les deux à la fois. 

. 1 - Observations ----------  
Les bradyzoites de Bebwxkia observés en microscopie optique en 

présence ou en absence d'un tapis cellulaire,effectuent différents types de 

mouvements : 

- flexion : le parasite-qui est au repos légèrement arqué (fig. 1) - 
s'incurve lentement en rapprochant la partie antérieure de la partie posté- 

rieure dans le sens de la courbure intérieure du corps, jusqu'à ce qu'il for- 

me un "Ur', se redresse brusquement et revient à sa position initiale-Ce mou- 

vement de flexion rapide est souvent observé chez les parasites en cours de 



sédimentation, ou ceux entrainés par un courant artificiel créé dans le 

milieu de culture. 

- Pivotement : le parasite fixé au substrat par sa partie posté- 
rieure décrit une rotation du pôle opposé souvent contraire au sens des ai- 

guilles d'une montre(ctest à dire inversé dans le sens des aiguilles d'une 

montre par le microscope optique). 

Nous avons observé 2 types de locomotion par glissement : 

- Glissement circulaire ou linéaire : le contact du corps du zoite 
avec le substrat semble intéresser toute la longueur de celui-ci selon une 

génératrice linéaire. Etant donné que le corps du parasite est sous forme 

d'une "banane" et qu'il ne montre aucune flexion ou ondulation évidente, la 

génératrice du corps est aussi courbe, le zoate décrit alors des cercles. 

- Glissement hélicoïdal : Ce type de glissement est le même que 
celui décrit par RUSSEL et SINDEN (1981) chez &&?&A iten&a et f-Un& 
acav- : le zoite a une forme rizide en partie en hélice, et sa partie 

antérieure du corps ne semble pas communiquer avec le substrat ; la rotation 

hélicoïdale est décrite le long des 2/3 postérieurs de la surface du corps 

pendant que le zoite est en contact avec le substrat. 

2. Discussion ------- 

Les premiers chercheurs qui ont montré l'existence de stades ex- 

tracellulaires mobiles en culture de celluleschez Taxoyzeabma , sont GUIMARAES 
et MEYER (1942, rapporté par DORAN 1973), cette motilité a été décrite sous 

forme d'oscillations, ondulations et torsions. D'autres types de motilité 

ont été décritspar la suite chez T a x a p h i i i a  (DOFm 1973 et 1982), de même 

chez md.a, (DORAN 1973) . 

La flexion, le pivotement et le glissement ont été précédemment 

décrits chez BunaiLiu j w o A  (FAYER et al 1969, HENDRICKS et FAYE:: 1973), 

mais ces auteurs n'ont pas distingué les 2 types de glissement que nous avons 

cités. 



Ces 3 types de motilité ont été aussi décrits chez SWc~ocg4;tib (FAYER 1970). 

Cependant, quand les termes utilisés pour décrire la motilité chez 

Tuxap.&.Unia sont analysés et comparés à ceux utilisÉs pour décrire celle de 

B ~ n a & h ,  E&I&Lz, HqxXuzoon et Sa.J~coc(j~.?%, il apparait que toutes ces 

espèces ont une mobilité similaire en culture de cellules (DOPAN1982). 

VANDERBERG (1974) décrit un mouvement de glissement linéaire dans le prolon- 

gement du corps chez les sporozoites de Phmodiwn. Récemment des analyses 
fines utilisant des enregistrements "vidéo1' reliés à un circuit de télévision, 

ont démontré l'existence de glissement hélicoZda1 de la flexion et de la ro- 

tation chez  fie/^&^ acavu&uzLz et &hcYrk XW&(RUSSEL et SINDEN 1981) ; 

en plus de ces 3 types de motilité,CHBOUKI (1982) a montré un glissement 1i- 

néaire chez les zoïtes de Sa.&cocyh.Cd mwUb, !W.COCL#R;~~ ;~W&&X et l%ncYuk 

LechuRU. 

Remarquons que la différence essentielle entre ces 2 types de glis- 

sement (hélicoïdal et linéaire) réside dans la forme du zoïte. donc une dif- 

férence dans la zone en contact avec le substrat. 11 suffirait que le zoZte 

soit capable de passer d'une conf$uration torsadée à une configuration liné- 

aire pour qu'il puisse présenter les 2 types de glissement, remarque qui a 

été faite par CHBOUKI (1982). 

La motilité des bradyzoïtes de Buna- est inhibée par le froid, 

avec le retour à 37' les parasites retrouvent leur activité. 

Les études récentes sur la motilité des zoïtes de Coccidies lais- 

sent pressentir l'importance du rôle joué par les membranes externes dans ce 

phénomène (DUBREMETZ 1981, RUSSEL 1982). 

II PENETRATION 

La manière par laquelle les zoïtes des Coccidies envahissent leur 

cellules hôtes a attiré l'attention de beaucoup de biologistes. CHOBOTAR et 

SCHOLTYSECK (1982), DORAN (1982) ont rapporté la liste impressionnante des 

travaux faits sur ce sujet. 



A notre connaissance, la manière dont le zoite de 6 e 6 w f i  je&%- 
a o n i  entre dans sa cellule-hôte n'a été évoquée que par FAYER et al (1969), 

SENAUD et MEHLHORN ( 1 974) , SENAUD et al ( 1974) . 

1 - Observations -------  

L'observation sur le vivant de l'interaction entre les zoZtes de 

B ~ n o & & t  et le tapis de cellulesHela montre que le parasite se déplace par 
glissement pour arriver au contact du plasmalenmie de la cellule hôte, l'ex- 

trémité la plus effilée vers l'avant. 

B e b n a W  j '&fXhoni. entre dans sa cellule hôte selon deux modes 

de pénétration : 

a - rapide : le parasite se dirige vers la cellule hôte en 
glissant hélicoïdalement partie anterieure vers lfavanttet rentre rapidement 

dans la cellule en continuant sa rotation: cependant au moment du contact 

avec l'hôte, le parasite semble marquer un léger ralentissement. 

b - lent : le parasite semble prendre contact avec le plasma- 
lemme de la cellule hôte par sa partie antCrieure. 

/ ou bien celle-ci s'allonge sous forme d'un stylet qui 
semble pénétrer dans le cytoplasme de l'hôte alors que la partie postérieu- 

re s'élargit et effectue des mouvements pulsatiles. En microscopie électro- 

nique le zoîte ainsi engagé apparait avec sa partie antérieure effilée en 

rotation, elle est en contact étroit avec la membrane plasmique de l'hôte, 

la partie postérieure parait plus large. La cellule "entoure" le parasite par 

des "pseudopodes" (f ig . 8). 

/ su bien le parasite prend contact avec la membrane de 
sa cible, mais ne change pas de forme et semble rentrer en rotation. 

Dans les 2 cas, (pénétration lente ou rapide), nous avons noté 

2 facteurs communs : 

- une motilité du zoïte et prise de contact avec la membrane 



Figures 8 à 1 1  : Pénétration du bradyzoïte de BuM~& 
j'&&honi, observée en microscopie électronique. 

8, pénétration en "rotation" (flèche) de la partie anté- 

rieure effilée du parasite ; des pseudopodes de la cel- 

lule-hôte entourent l'envahisseur (tête de flèche) - 
(x 10000 ) 

9, Etranglement du corps du parasite lors de sa péné- 

tration. (x 13400). 

10, Partie antérieure d'un zoEte intracellulaire conte- 

nant une vacuole (v) "vide" , exceptés des 
globules et profils denses. Une importante formation 

"myélinique" (my) est visible près du parasite (x 54000) 

1 1 ,  ZoIte intracellulaire montrant une vacuole antérieu- 

re (v), un micropore (mp ) dans une vacuole parasito- 

phore discontinue sur ce cliché.- Noter la présence de 

microvillosités (vi) sur celle-ci, derrière le para- 

site. (x 8000). 





de la cellule. 

- Un léger étranglement au niveau de la zone de pénétration 
qui apparait en coupe fine sous forme annulaire (Fig. 9). Le plasmalemme 

hôte parait s'invaginer autour du zoite et l'anneau qui ceinture le para- 

site semble coulisser sur le corps du parasite au fur et 3 mesure de sa 

progression dans l'hôte, et se refermer après l'entrée du zoite. 

Ce phgnomilne d'étranglement est aussi observé chez le zoite qui quitte sa 

cellule-hôte. 

Parfois le parasite prend contact avec la cellule, effectue des 

mouvements alternés de contractions et d'allongements, puis s'en détache, 

pour aller chercher un autre endroit sur cette cellule ou bien une autre 

cellule 2 envahir. 

Notons que certains parasites peuvent cheminer à l'intérieur des 

cellules, de l'une B l'autre sans que celles-ci semblent être lésées. 

La membrane de la vacuole parasitophore reste intacte jusqu'à un 

stade avancé de la pénétration. Après l'invasion, on note la présence de fi- 

gures myéliniques dans la vacuole parasitophore, qui vont de la simple vési- 

cule aplatie à l'empilement d'unités membranaires enroulées en vésicules 

multilamellaires. (Fig.  10). 

Sur coupes fines, sous le conozde des zoites qui sont déjà intra- 

cellulaires, on note souvent la présence d'une vacuole en forme de gourde, 

de faible densité, contenant quelques profils et globules denses aux élec- 

trons (fig. 10, 11); cette vacuole parait être entourée par une membrane in- 

tacte, elle pourrait être connectée à une vésicule apicale claire (fig. 11). 

Sur cette figure on remarque aussi la présence d'un micropore en relation 

avec une vésicule (de pinocytose ?) au contenu granuleux. 

Nous n'avons observé que des vacuoles parasitophores avec une mem- 

brane discontinue, fragmentée et appliquée étroitement au plasmalemme du pa- 

rasite comme celle de la fig. 1 1  , sur laquelle on note la présence de mi- 
crovillosités derrière le parasite. 



La lecture de travaux "classiques" sur l'invasion des cellules 

non phagocytaires par les Sporozoaires (AIKAWA - et al 1979, BANNISTER 1977 ... ) 
met en évidence une séquence d'événements qui conditionnent la réussite de 

celle-ci, résumés par certains chercheurs (SINDEN 1981, RUSSEL et SINDEN 1981, 

RUSSEL 1982, PORCHET et TORPIER 1983) en 3 étapes : 

- Reconnaissance et attachement du parasite à la cellule-hôte 

- Formation de la vacuole parasitophore. 
- Installation du parasite dans la vacuole parasitophore. 

a - Reconnaissance et attachement 

La spécificité de l'attachement et l'invasion varient d'une es- 

pèce à l'autre. Le développement des méthodes de cuLtures cellulaires in 

v i .0~0  a montré la non spécificlté de l'invasion de plusieurs Coccidiomorphes. 

Ainsi T o x o p h m a ,  &&a, Su.&cocqc/tis, BanoLCla infestent une grande va- 

riété de types cellulaires ( D O W  1973, 1982). 

Dans le cas de P h m o d i u m  l'interaction cellule-cellule est ex- 

trêmement spécifique, gouvernée par des récepteurs sur les plasmalemmes du 

parasite et de l'érythrocyte (MILLER et al 1979). 

Les études les plus récentes sur la spécificité ont déterminé des 

"Lectin-Like" impliquées dans la reconnaissance du globule rouge par P h -  
mo&m @&ipatuun (JmGERY et al 1983), cette possibilité avait été évoquée 

à propos de Toxo)3.ecuma par HANDMAII et al ( 1  980). 

Presque tous les derniers travaux réalisés sur la pénétration des 

zoites-au moins dans les cellules non phagocytaires-montrent que celle-ci 

ne s'effectue que si l'apex antérieur du parasite entre en contact avec la 

surface cellulaire de l'hôte ; la même remarque peut être faite pour B a n o i -  
Lkl j & t b o h .  Dans cet apex, il a été mis en évidence par cryofracture la 

e présence de 8 granulations arrangées en cercle autour d'une 9 appelée 



"rosette apicale" par PORCHET et TOWIER (1977), celle-ci est trouvée chez 

Sarrcocy& et Toxophôrmr (PORCHET et TORPIER 1977), i % d a  niechutzk,  
(DUBRBMETZ et TORPIER 1978) et chez Be6no.itia jeee iboni  (SADAK 1981) ; Ces 

auteurs supposent que la rosette pourrait être un site de fusion intemembra- 

naire dans le parasite,contemporain de la reconnaissance d'une cellule-hôte 

b - Formation de la vacuole parasitophore 

Par observation en microscopie photonique, FAYER - et al (1969) rap- 

portent que BebnoLtia j U o L  entre dans la cellule-hôte rapidement après 
avoir percé la membrane de celle-ci avec sa protubérance antérieure qui s'al- 

longe sous forme d'un stylet. 

SENAUD et KELHLHORN (1974) parlent de pénétration active ou passive 

de Buno.it ia j e e e i 6 o L  dans le macrophage. 

Nous avons traité des Be6noLtXa par le froid et par le glutaral- 
déhyde : aucun parasite n'a pénétré dans les cellules Hela. 

En tenant compte de cette constatation et de l'observation univer- 

selle d'une inhibition de l'invasion des parasites par la cytochalasine B 

(par exemple chez par JENSEN et EDGAR 1976 a), de la pénétration de 

phagocytes bloqués par des drogues, par les sporozoltes de P~asrnodium (DAN- 

FORTH et al 19801, de la remarque faite par RUSSEL (1982) que seul le parasite 

a besoin d'être actif, nous pouvons conclure que la motilité du zolte de BU- 
noi..?%a est très importante dans le phénomène d'invasion et que le parasite 
rentre activement dans ce type de cellule-hôte. 

L'observation des coupes fines, nous a tou jours montré des mem- 

branes de cellules-hôtes qui s'invaginent devant le parasite sans rupture, 

nous n'avons pas vu d'image d'effraction, à ce stade précoce de la pénétra- 

tion. La présence de pseudopodes entourant le parasite serait-elle témoin d'une 

certaine activité de la cellule en plus de celle du parasite ? 

Avant LADDA et al (1969) qui ont les premiers montré une invagina- 

tion de la membrane de la cellule-hôte devant les mérozoltes de P,tcrnrnodiwn 
b e t g h e i  et Plcrnrnodhm gaUinaceum, membrane demeurant intègre, la pénétra- 

tion des zoltes de Coccidies dans la cellule -hôte était considérée comme une 

effraction ; cette idée est encore soutenue par certains chercheurs comme 

LONG et SPEER (1977), NICHOLS et O'CONNOR (1981), NICHOLS et al 1983). 



Nous n' avons vu que des vacuoles para.s.itophores avec une membra- 

ne discontinue, mais on ne peut juger s'il s'agit d'une déstabilisation de 

la membrane après la pénétration, ou sa perturbation lors de celle-ci 9 

ou bien une discontinuité artéfactuelle due à la fixation ou à l'action des 

variation brusques de températures infligées aux cellules dans notre proto- 

cole expérimental. Dans la vacuole, nous avons remarqué la présence de figu- 

res myéliniques (fig. 10) comme celles observées pr&s de Mg&ioapo/Udecl am- 
p&g&me (HENNEE 1967) et de S a t t c o c y 4 a  (DUBRE%ETZ 1981), ce matériel se- 

rait-il d'origine parasitaire et destiné à combler les altérations du plas- 

malemme de la cellule--hôte ? 

La vacuole parasitophore subit une désintégration rapide a~rès la pénétration 
et al 

chez &%be6& k c h 0 f i  (classe des Piroplasmes) (RUDZIMSKA 1976). Une désa- 

grégation partielle et transitoire chez i%l&~Z magna (JENSEN et HAMMOND 1975). 
1981 

DUBREMETZ obtient fréquemment des images de discontinuité pour des stades 

terminaux d'invasion de T o x o p h m a .  NICHOLS et O'CONNOR (1981) rapportent que 
la vacuole ne se forme autour de Toxop .hma qu'après sa pénétration. 

D'après PORCHET et TORPIER (1983), la membrane de la vacuole parasitophore 

serait une pseudo-membrane de nature exclusivement lipidique ; elle n'acquiert 

qu'ultérieurement une structure classique avec protéines intramembranaires, 

ces protéines ''secondaires" proviennent probablement du parasite. 

Pour la plupart des auteurs la pénétration nécessiterait l'entrée 

en contact de la cellule et de la partie antérieure du zolte ; celle-ci con- 

tient les rhoptries. L'hypothèse originale (GAR.NI-WY 1961) que ces organelles 

secrètent une substance aidant l'invasion est soutenue par LADDA et al (19691, 

SCHOLTYSECK et MEHLHORN (1970), VIVIER et PETITPREZ (1972), JENSEN et EDGAR 

(1976 b), PORCHET et TORPIER (19771,  VIVIER(^^^^) etc . .. 

Le rôle probable attribué aux organites apicaux et surtout les 

rhoptries dans la production d'un facteur aidant le parasite à péngtrer dans 

les cellules est renforcé par l'observation à un stade ultérieur de vacuoles 

partiellement vides et de forme rappelant les rhoptries dans la région anté- 

rieure des zoites. 



Ceci a été vu par exemple chez Toxophma g o n u  en cours de pé- 

tration (NICHOLS et OtCONNOR 1981, NICHOLS - et al 1983, PORCHET et TORPIER 

1983), ou juste après son installation dans celle-ci (DUBREMETZ 1981). Le 

  hé no mène d'extrusion du contenu des rhoptries a été récemment visualisé 
(PORCHET-HENNERE et NICOLAS 1983). 

Nous avons toujours observé une vacuole vidée partiellement de son contenu 

qui pourrait être une rhoptrie chez les parasites déjà intracellulaire, cel- 

le-ci semble reliée à l'extérieur par une vésicule apicale ; une telle va- 

cuole a été observée par SH EFFIELD (1966) chez 8ednoLtLa, mais elle n'était 

pas reconnue comme une rhoptrie. 

Un autre argument morphologique pouvant soutenir le rôle secréteur 

des rhoptries provient de la pénétration du rouge du ruthénium (traceur) oc- 

casionnellement dans les pédoncules des rhoptries des sporozoItes d'lh~dpoica 

lors des fixations (JENSEN et EDGAR 1978). NICHOLS et al (1983) ont observé 

une fusion de la membrane de la rhoptrie avec la membrane limitante antérieure 

du Toxoplasme, produisant une ouverture vers l'extérieur, lors de l'invasion 

de la cellule-hôte; cette fusion se ferait par le moyen de la vésicule api- 

cale et des particules en rosette (DUBREMETZ et TORPIER 1978, PORCHET et 

NICOLAS 1983). 

Selon les auteurs le contenu des rhoptries pourrait être des substances 

protéolytiques (GARNHAM et al 1960) ou bien des substances induisant la mo- 

dification de la membrane de la cellule-hôte, amphiphiles (JENSEN et EDGAR 

1976 b), des protéines riches en histidine (KILEJIAN 19761, des phospholipi- 

des (BANNISTER et al 19751, des substances riches en lipides, pauvres en pro- 

téines, (Mc LAREN et al 1979). 

LYCKE et NORRBY (1966), LYCKE et al (1 975) rapportent la production - 
par Taxophma d'un facteur accroissant la pénétration : le "Penetration 

Enhancing Factor". Des cellules Hela qui viennent d'être infestées par ce 

parasite, DUBREMETZ (1981), DUBREMETZ et al (1982) identifient une protéine 

spécifique(25 KD) qui pourrait être produite par le parasite lors de l'in- 

vasion. 



La zone de constriction que nous avons remarquée lors de l'inva- 

sion des cellules Hela par Be6no.LZh j e e e i 6 o ~  et notée par FAYER et al 1969, 

ne serait-elle pas la jonction mobile décrite à propos de la pénétration de 

PhmoduM dans l'érythrocyte par AIKAWA et al (19781, de celle de Toxo,phma 

dans la même cellule (MICHEL et al 1980, PORCHET et TORPIER 1983) et soup- - 
çonnée par DUBREMETZ (1981) à propos de T o x o ~ & ~ ~ z  et S#~cocy~XiA en péné- 

tration dans des cellules Hela ? 

La présence de l'anneau d'étranglement lors de la pénétration 

rapide et lente avec torsion du parasite chez B u N ? ~  suggère que l'en- 
trée peut s'effectuer à des vitesses différentes que nous supposons régulées 

par le parasite, c'est à dire que, dès que le parasite entre en contact avec 

le plasmalenmie de l'hôte, il y a une zone de contact assez étroite, annnu- 

laire entre le zolte et son hôte, celui-ci progresse en rotation dans la cel- 

lule et l'étranglement coulisse vers sa partie postérieure, la vitesse de 

coulissage de l'anneau dépend de la rapidité avec laquelle le parasite en- 

traine devant lui la membrane de l'hôte. 



FACTEURS "BIOLOGIQUES" ET PHYSICOCHIMIQUES 



Toutes les cellules vivantes sont soumises à l'influence de leur 

environnement inmédiat. 

Le système de culture in v h  permet d'étudier les paramètres 

biologiques et physiques qui peuvent influencer la pénétration et le déve- 

loppement des parasites : 

- Type et origine des cellules 
Be.ûnoh%.z j&.boni a été cultivé sur différents types de cellules 

(voir DORAN 1 982) . 
FAYER et al 1969 suggèrent que les cellules de la rate et de la - 

trachée de Bovin sont plus favorables au développement de Buno& j&- 
h o n i  que les cellules MDCK (MADIN DARBY BOVIN KIDNEY) . 

AKINCHINA et DOBY 1969 b ont remarqué que les cellules de type fi- 

broblastes sont plus sensibles que celles d'origine épithéliale. De même, 

les fibroblastes qui existent dans les cultures de cellules rénales de porcs 

et de lapins ont été plus sensibles que ceux d'embryons de poulets. 

Nous avons cultivé B e b v w ~  j d X i A o n i  sur de nouveaux types de 

cellules, qui toutes se sont révélées accueillantes pour le parasite. 

. Cellules de chat (SADAK 1981) : Ce sont les cellules qui se sont avé- 
rées les plus fragiles. 

. Cellules d'embryons de souris et de rat, le parasite se développe assez 
bien sur ces 2 types de cellules, mais 11hétérogen6ité du tapis cellulaire 

n'est pas compatible avec une lecture précise des résultats (fig. 15, 20). 

. Cellules EMT 6 (fig. 13) : en raison de la densité de leur cytoplasme 
les parasites ne sont pas bien visibles sur le vivant. 

. Cellules Hela (fig. 14, 16, 17, 18, 21), ce sont les cellules les plus 

résistantes et qui permettent les meilleures conditions d'observation et de 

comptage . 



Figures 13 à 18 : Comparaison de divers types cellulaires 

employés dans les infections par Besno& (flèches) 

Les préparations sont fixées et colorées, sauf 14 

qui est une vue en contraste de phase. 

13 : cellules EMT6 : ces cellules ne permettent pas 

une bonne visualisation du parasite en raison de leur 

opacité cytoplasmique 

15 : cellules embryonnaires de Souris : la culture 

trop jeune probablement montre des chevauchements 

cellulaires incompatibles avec la détection des para- 

sites 

17 : les cellules Hela sont les plus favorables 3 

l'observation des bradyzoites 

14 : clone de cellules Héla en fin d'observation en 

cinéma ; la flèche droite nontrel'éclatement d'une 

cellule libérant les parasites, la flèche courbe un 

stade un peu antérieur. 

16 : cellules Héla : deux parasites dans une même va- 

cuoles signifient qu'il y a eu l division consécutive 

à la pénétration d'l parasite, et non pas pénétration 

de 2 parasites qui seraient alors situés dans des va- 

cuoles différentes 

18 : vue à l'immersion montrant que chaque parasite 

possède sa propre vacuole. 





Cellules de rein de Singe (cellule Vero) : ces cellules semblent tres 

favorables pour la pénétration et l'observation des parasites. 

- Température 

Nous n'avons pas étudié l'action de la température sur la culture 

de Bebno&. Toutefois nous avons pu noter que les zoïtes de B e b v i o W  j e t -  
UOL ont un développement optirmun à 37'~ ; une température de 40'~ permet 

aussi une multiplication des zoïtes presque normale ; celle-ci est ralentie 

3 20'~ ; elle est inhibée à 4 OC ainsi que la pénétration des zoïtes. 

Un pH compris entre 7 et 7, 8 est favorable à la pénétration et 

au développement de Bebna.L.C&t dans les cultures de cellules. 

Le pH optimm pour le développement des cellules et du parasite 

est de 7,2 à 7,4. 

- Lumière 

L'exposition des zoi'tes de Be.6vwi;eia j&.boni intracellulaire à 

une lumière continue provenant d'une ampoule halogène (12V, 100W), inter- 

ceptée par un filtre vert avant d'arriver sur les cellules, provoque un ra- 

lentissement du temps de génération des zoztes ; dans ces conditions leur 

première division ne s'est produite que 72 heures après l'inoculation. Sur 

le vivant et en microscopie électronique (fig. 19) les parasites ainsi "il- 

luminés" apparaissent avec une grosse vacuole dans le cytoplasme, celle-ci 

déloge le noyau de sa position normale (du centre du corps du parasite lé- 

gèrement vers la partie postérieure). On note aussi une accumulation de mi- 

tochondries et de réticulum endoplasmique autour de la "vacuole parasito- 

phore" (figure 19) . 

Les cellules hôtes Hela contenant ces parasites ont continué à se 

diviser et n'ont pas montré sur le vivant de signe évident de sensibilité 

à cette lumière comme B e b n o a .  Un travail récent presente des observations 

similaires! 

END0 et al (1981) ont observé une inhibition de la multiplication 

dans des macrophages et une vacuolisation des trophozoïtes de Toxop.&uma 
soumis à des rayons ultra violets (UV : 2,539~'). 



Figure 19 : Ces deux parasites dans une cellule-hôte 

ont été exposés en continu à la lumière d'une lam- 

pe awhlogènes. Des anomalies sont intervenues, au 

niveau de la structure (apparition d ' énormes vacuo- 
les réfringentes sur le vivant - signalées par un 
symbole étoilé -) et de la division : la première 

division s'est faite avec un retard de deux jours 

encore est-elle probablement anormale (x 13400 ).  

Figure 20 : Accumulation de tachyzoïtes de i3eAno.&ia par 

fusion de plusieurs vacuoles-hôtes dans une cellule 

d'embryon de souris après 3 jours de culture. 

Figure 21 : hyperinfection d'une culture de cellules Héla 

par un nombre trop élevé de bradyzoïres (25 mil- 

lions/boite). Noter (flèche courbe) que le cytoplas- 

me de certaines cellules est complètement occupé - 

par des vacuoles contenant des parasites 





;érum 
ie veau 

sérum 
de veau 

sérum 
de veau 

Tableau 1 : Influence de la préincubation des bradyzoites dans la trypsine et le sé- 

rum sur la pénétration dans les cellules. 

Les colonnes verticales portent les nombres de cellules et de parasites dénom- 
2 

brés dans la surface de référence (de 525.  IO-^ mm ) correspondant à la lecture 

de 15 rectangles pris au hasard dans une boite de culture), ainsi que le NRUI 

et le pourcentage de cellule5parasitées. 

! 
i 

i 

i 

L 

, ,.\ Horizontalement apparaissent les combinaisons expérimentales réalisées. - 
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1 - EFFET DE LA TRYPSINE ET DU SERUM DE VEAU SUR L'INVASION DES CFrLLULPS 
H E U  PAR BESNU'ITTA 

La trypsine et le sérum sont d'utilisation courante en culture de 

cellules~lia ~ossibiîité d'un contact entre ce parasite et ces deux facteurs 

existe aussi sur le vivant, lors d'un passage dans le tube digestif d'un hÔ- 

te. C'est pourquoi nous avons trouvé bon de tester l'action de ces substan- 

ces sur notre parasite. 

A - EFFET DE LA TRYPSINE SUR L'INVASION DES CELLULES HELA PAR LES BRA- 

DYZOXTES DE BESNOITTA JELLTSÙN'I EN PRESENCE OU EN ABSENCE DE SBRUM 

DE VWU A DIFFERENTES CONCENTRATIONS. 

Quatre heures avant l'inoculation,Z boîtesde cellules Hela ont éeb 

lavées 3 fois avec du MEM sans sérum de veau et laissées avec 4 ml de ce mi- 

lieu, 4 autres boîtes ont reçu du MEM contenant 2% ou 10% de sérum de veau. 

1 - RESULTATS -----  

'Ces boîtes ont été inoculées par des bradyzoites incubés ou non 

dans la trypsine à 0,25%, pendant 10 minutes à 37'~ : les résultats de ces 

expériences sont rapportés dans le tableau 1 (ci-contre). 

La présence de la trypsine entraine une augmentation du NRUI et 

du pourcentage de cellules parasitées, qui ont presque doublé par rapport aux 

témoins . 
L'invasion des cellules Hela par les bradyzoïtes de ûunoia%z trai- 

tés par la trypsine en présence de sérum de veau est sensiblement améliorée : 

Le NRUI passe de 13,75 à 17,22 ou 17,16 alors que le pourcentage de cellules 
- 
parasitées passe de 12,40 à 15,71 ou 15,44. On remarque que l'invasion p'aug- 

i P. , 
mente plus quand la concentration du sérum dans le milieu passe de 2% ài"lQ%+. 

Par contre, en absence de trypsine, le taux de pénétration continue à augmen- 

ter. ( ~ i ~ u r e  22 ) 





Les données du tableau 1, nous ont permis de réaliser un graphi- 

que en métrique (log-log) reliant les log des variances à ceux des moyennes 

des cellules de nos boites : Figure 23 Ç on constate que la répartition 

des cellules ~ela(sauf pour 1 cas)dans nos boîtes ainsi que celle des para- 

sites restenldans la zone de confiance de la loi de Poisson à 952,  donc ils 

sont dispersés au hasard sur toute la boîte. 

2 - Discussion ------  

En parasitologie la technique de digestion trypsique a été adop- 

tée par plusieurs chercheurs pour isoler des parasites de tissus d'animaux 
et DUBEY) 

infestés chsoniquement (SHARMA 1981), ou bien pour l'exystation d'oocystes 

comme ceux dVE.bnU,hz (DORAN et FARR 1962, JACKSON 1962) pour libérer les pa- 

rasites infectieux pour les cultures b vL0c.u. 

Par ailleurs les zoites de S a t r c ~ ~ f j ~ Z h  ;h& qui ne sont pas 
spontanément mobiles à 37'~ en solution saline physiologique, le deviennent 

par addition de trypsine (DUBREMETZ et al 1975). Il était donc intéressant 

de rechercher si cette enzyme peut agir aussi sur des espèces naturellement 

mobiles, comme B u w ~ .  

Nous avons choisi de quantifier l'action de la trypsine sur le 

taux de pénétration de Bebm& jeeei6oni .  Au cours de cette étude nous avons 
obtenu une activation des bradyzoites qui est mise en évidence par l'augmen- 

tation du nombre de parasites intracellulaires. Au contraire une incubation 

de 10 mn à 37'~ dans la trypsine 0,252 dans du PBS s'est montrée nocive pour 

les tachyzoites, qui sont tous tués. 

Différentes hypothèses ont été avancées pour expliquer l'action 

de la trypsine sur la motilité et le pouvoir de pénétration du germe infec- 

tieux des coccidies, lequel dépendrait de la motilité (VANDEXBERG 1974, JENSEN 

et EDGAR 1976a,WERI( et BOMMER 1980, RUSSEL et SINDEN 1981, SINDEN 1981, RUSSEL 

1982) . 

a) Elbe pourrait agir en coupant une protéine membranaire ainsi que'cela 

a éte proposé chez Sa/tcocyh2Lh (DUBREMETZ, 1931) 



b) La présence d'une charge de surface négative, chez la plupart des 

cellules a ;té rapportée par WEISS (1969) ; il en est de même pour P&AtnO- 

dUun (BANNISTER (1 977) et d'autres coccidies (DUBRLMETZ (1 98 1) . 
La trypsine pourrait libérer les groupements acides auxquels sont 

attribués essentiellement les charges négatives, tels que les groupements car- 

boxyl (PHILIPPE et al 1979) ; son action sur le parasite aurait ainsi pour 

conséquence de diminuer les forces de répulsion entre celui-ci et sa cdllu- 

le hôte, donc favoriserait l'attraction et l'attachement entre 

les deux, attachement qui semble être un évènement essentiel 

pour l'accomplissement de l'invasion (BANNISTER 1977, DVORAK et CRANE 1981, 

SINDEN 1981, RUSSEL 1982, MEIRELLES et al 1982, C W E  et DVORAK 1982). 

c) Enfin on ne peut exclure une action possible au niveau du cell-coat. 

Celui-ci bien que très discret, est présent à la surface du ?eabmodium (MIL- 

LER et al 1 975, AIKAFJA et al 1 978) , du Toxop€ame (TAKEUCHI 1 977, PORCHET 

et TORPIER 1983). Nous avons observé la même structure chez BUM~.&&Z j&- 
4 0 n i  en microscopie électronique (fig. 1 ) .  Ce ce11 "coat" permet au ?.&A- 

maduri de s'attacher aux globules rouges. 11 consiste en des glycoprotéines, 

et disparait apres traitement par la trypsine (MILLER et al 1975). Celle-ci 

intervient dans beaucoup d'interactions ligand-cellule (ASHWELL et MORELL 

1977, SHARON et LIS 1972, KEUSCH 1979) et cellule - cellule (PHILLIPS et 
GARTNER 1980). 

BALMANN et DOYLE (1979) rapportent que les cellules HTC (Heptoma 

tissue cells ) exposées à une faible concentration de trypsine pour une du- 

rée de temps courte, développent une affinité les unes pour les autres, elles 

forment des agrégats immédiatement quand elles sont légèrement secouées. 

Nous pensons que l'action de la trypsine pourrait consister en un 

clivage ou élimination des constituants du cell-coat du parasite, qui 

entrainerait un démasquage de sites de reconnaissance, d'où une plus 

grande affinité pour la cellule-hôte, influen~ant le taux de pénétration. 



Tableau II : Influence de la préincubation des parasites dans des milieux 

contenant des concentrations différentes en Sérum de veau sur leur 

capacité inf estante. 

(Ce tableau est construit selon les mêmes principes que le ta- 

bleau 1) . 

7 

Pourcentage de 

cellulcs paras; tées 

N.R.U.I. 

Exp. l 

17.89 

16.92 

17,38 

Exp. 1 

7.92 

21.47 

1816' 

18p64 

Nombre de  cellules 

parasitées 

Exp. 2 

7,73 

7 
12,46 

15,SO 

L 

hombre total 

de parasi tes 

Exp. 2 Exp. 2 ------ 
6,58 

7,85 

13,98 

16,67 

Nombre total 

de cell~les 

49 

3,27 

1 ,O3 

126 

8,40 

3.60 

171 

8,07 

3,35 

118 

7.67 

3,27 

Exp. 2 

3 7 

2,47 

1,55 

5 2 

3,47 

1,85 

82 

5,47 

2,29 

93 

6,20 

2,14 

Exp. I 

619 

41,27 

5,30 

587 

39,13 

6,98 

650 

43,33 

5,55 

633 

42.20 

4,92 

40 

2,67 

1,59 

53 

3.53 

1.81 

92 

6,13 

2,77 

1 O0 

6.67 

2.29 

Exp. 1 

-- 

::r::auoTi ';,l3 

0,99 

1 

Exp. 2 

608 

40,53 

6,39 

673 

44.87 

4,82 

658 

43,87 

4,60 

600 

40.00 

4,11 

105 

7 ,O0 

2,42 

i1:,33 

2,87 

- 
110 

7,33 

2.74 

, 

Siruni 
de veau 2% 

Z 

X 

S 

):"".... 
SLrum 
de veau 10Z 

L 

Y. 

S 



Après une phase de croissance exponentielle de 2 jours, chaque 

boite de culture est lavée 3 fois et laissée dans du MEM s a s  sérum pendant 

quelques heures, le dernier lavage est suivi par l'addition de milieu MBM 

comportant du sérum de veau ?i des concentrations différentes : O%, 2%, 5% 

et 10%. Une boite est inoculée pour chaque traitement avec 4 millions de 

bradyzoïtes et les cultures sont incubées à 37OC. L'expérience a été réali- 

sée à 2 reprises. 

1 - Résultats 

Le NRUI et le pourcentage de cellules parasitees augmentent avec 

la concentration en sérum dans le milieu. Cependant les chiffres obtenus va- 

rient d'une expérience à l'autre, le nombre de cellules parasitées obtenu dans 

la deuxième expérience a été plus faible que celui obtenu lors de la première 

(Tableau II , ci contre), 

La représentation graphique du : Log du N R U 1 

et du pourcentage de cellules parasitées en fonction de la concentration du 

sérum de veau dans le milieu (Fig.24) montre qu'à une concentration de 10% 

le sérum de veau n'améliore que légèrement le résultat de la pénétration 

obtenue avec des concentrations plus faibles. 

Le nombre de parasites qui ont pénétré dans les cellules ainsi que le nombre 

de cellules parasitées, sont deux fois plus importants en présence de sérum 

(Tableau II). 

La représentation graphique du Log X des nombres moyens de cellu- 
2 les et de parasites totaux en fonction du Log S de leur variance moyenne res- 

pective (Fig.25) montre une répartition au hasard sur la boite des parasites 

et des cellules puisque les valeurs sont de part et d'autre de la droite re- . < 

présentant la loi de Poisson et sont contenues dans la zone de confiance de 

cette loi à 95%. 



1 "'{:';: cellules parasitees 

dans la hoitï 

Figure 24:ReprCsentation du log du I I R U I  et du pourcentage de cellules parasitées 
en fonction de la concentration du sérum de veau dans le milieu. 

-. N R U I  , - -  - : %  de cellules parasitées. 

Figure 25:Relation entre le log s2 et le log (figure construite sur le ah? 

modèle que la courbe 23.) 



2 - Discussion 

Nous avons observé une amélioration de la pénétration de Buna& 
j - o ~  dans les cellules Hela en présence de sérum de veau. Cette augmen- 

tation ne change presque pas entre 5 ou 10% de sérum. 

Le sérum est un composé hautement complexe, dont la composition peut varier 

selon l'espèce animale dont il provient et dont les propriÉtGs biologiques 

peuvent être tout à fait inattendues dans la mesure où le "passé iimnunolo- 

gique" de cet animal n'est pas connu. 

11 faut dire que la littérature concernant l'effet du sérum sur le 

parasite lui-même et sa motilité ou ses capacités infectives n'apporte pas 

de conclusions claires et que les observations sont même parfois apparemment 

contradictoires : 

- le sérum aurait un effet "protecteur1' sur le zoite : 
. Selon LYCKE et LUND(1964 b), l'addition de sérum-dénaturé 

ou non par la chaleur-a un effet protecteur sur le Toxoplasme au cours des 

centrifugations et au delà d'une concentration de 20% le sérum n'augmente 

plus cet effet stabilisant. 

- le sérum active la mobilité de S a t c o c g ~ ~  ~w&. Cette observation 

conduit DUBREMETZ (1981) à envisager une action de type enzymatique (par ana- 

logie avec l'activation produite par la trypsine). 

- le sérum ne serait pas indispensable pour la pénétration intracel- 
lulaire de T o x o ~ m c z  : 

. LUND et al (1963 a), SHIMIZU (1963) trouvent qu'un plus 

grand nombre de zoltes de Toxop.&Umu entrent dans les cellules quand le mi- 

lieu ne contient pas de sérum. Le même résultat a été trouvé par TURNER et BOX 

(1970) pour Isospora lacazei et/ou 1. cloridis. 

- le sérum augmenterait la mobilité et l'infectivité de P&Arnoduun et 

d' E h &  

Une augmentation de la mobilité et de l'infectivité de P&Amoduun 
par le sérum normal (non immun) est montré par (SPITALNY 1973 ,SPITALNY et 



et al 

NUSSENZWEIG 1972, STROME et al 1979) cités par DANFORTH (1980) .  Cet auteur 

a remarqué une augmentation de la pénétration du même parasite en présence 

de sérums d'animaux susceptibles à l'infection par celui-ci. 

Cette activation ne serait cependant pas identique selon le type et la pro- 

venance du sérum.URQUHART (1982) montre que l'invasion des cellules de rein de 

poulet par les sporozoites d'EhU.b% Zen& est diminuéeavecle sérum de veau 

nouveau-né (NBCS) et le sérum de cheval donneur (üZS) alors que le sérum de 

poulet n'est pas inhibiteur. 

DORANf1971) a trouvé que les sporozoites d'i%r~Uc& tUt&.&Z pénStrent plus en 

présence de 5% de Sérum de veau Foetal qu'en présence de 5% de sérum de poulet. 

- Par sa composition en anticorps, lorsque celle-ci est connue, le sé- 
rum peut avoir une action spécifique : 

Les sérums provenant de malades atteints par la malaria réduit 

1' invasion de globules rouges par P ~ r n o ~  $dc i lxMurn  (t4YLER et al 1982) . 
71% v i . 0 ~ 0  les IgG et IgM des immun-sérums bloquent l'invasion des 

globules rouges par P.eabmodUun h o u & ~ k  (COHEN et al 1969, MILLER 

al 1975 ) et des cellules humaines par P h m o d u u n  ~d&ptu?~ (PHILIPS et al - 
1972) . 

Sur le mode possible d'action du sérum, les hypothèses foisonnent : 

- d'après une étude détaillée sur ~ ~ r n u ~ ,  VANDEXBERG (1974) consi- 

dère que l'activation de la mobilité du P&mo&m est invariablement asso- 

ciée à l'infectivité et que les concentrations de sérum entre IO à 25% sont 

optimales, ce qui serait probablement lié aux taux les plus favorables d'al- 

bumine et de globulines, celleci étant inhibitriceset celle-là stimulatrice 

de la motilité. 

D'autres substances, présentes dans le sérum peuvent aussi être 

tenues pour responsables de son activité ; il pourrait agir par : 

/ Un apport de monosaccharides : qui sont d'après CRANE et al (1982) 

probablement utilisés par le parasite comme une source d'énergie pour la res- 

piration. Ces chercheurs montrent la stimulation de l'infection des cellules 

de vertébrés par Toxophma g o n u  et Ttrtj~anaaoma c r u e ,  par l'addition de 



certains monosaccharides dans le milieu de culture. 

/ Un apport de cations divalents : la dépendance de la pénétration de 
2+ -2+ cations divalents Mg et Ca a été démontréepar LYCKE - et al (1975), E.NDO 

a1 ( 1982) chez T o x u ~ ~ ~ u ~ ,  et en monosaccharides et dans 1' infection des cel- - 
lules de vertébrés chez le même parasite par TANABE et al ( 1980) . 

/ un apport de glycoprotéines ou glycolipides : SCHULMAN et - al (1980), 

rapportent que les sporozoïtes de P&unwduun sont capables de fixer les com- 
posantes du sérum à leur surface. En outre ils ont montré que celles-ci une 

fois fixées peuvent jouer un rôle dans l'invasion du foie en fonctionnant com- 

me des sites de reconnaissance des récepteurs à la surface des membranes des 

cellules de foie-hôte qui vont être envahies, opinion partagée par HOLMBERG 

et al (1981). - 
Toutes ces hypothèses avancées sur l'action possible du sérum pour- 

raient être prises en considération à propos de B u ~ W ~ .  

Par ailleurs, le ssrum peut agir aussi sur la cellule-hôte ------  
Ainsi les récepteurs cellulaires peuvent-ils être influencés par l'adsorption 

de certaines composantes du sérum qui ne disparaissent pas même après un la- 

vage vigoureux (HAMBURGER - et al 1963). Une implication pratique de ceci est 

que, non seulement la culture dans du Xënosérum (ou Sérum hétérologue), mais 

également n'importe quel contact préalable des cellules avec un Xénosérum 

peut conduire à des effets inattendus dus à l'adsorption par la surface cel- 

lulaire de composantes du sérum (DENIZOT et GOLSTEIN,1982) On peut considérer 

les cellules en culture dans du sérum comme si elles étaient dans un Océan 

de structures étrangères. 

et al 
TAMM (1982) montre que le sérum de veau foetal à la concentration 

aussi basse que 2 ,5% contient des facteurs de croissance et d'autres composan- 

tes en quantité suffisante pour assurer la prolifération de la population des 

cellules Hela à un taux exponentiel maximum. 

Nous pouvons donc dire que l'utilisation de 2 à 5% de sérum de veau 

pour des expériences avec les cellules Hela n'est pas seulement favorable au 



développement de celle-ci et à la pénétration de %uw~Z&%, mais permet austs.i 

une économie de grande quantité de sérum lors des cultures en masses des pa- 

rasites ou bien des cellules. 



Tableau III : Influence du temps d'incubation sur le nombre relatif 

d'unités infectantes et sur le pourcentage de cellules parasitées. 

N . R . U . I .  

EXp.1 

2.96 

4.88 

6.97 

10,89 

9.20 

10.72 

Nombre de  N d r e  t o t a l  

E x p . 1  Exp.2  w . 2  

5.22 

5.02 

8.25 

13.13 

13.94 

11.98 

c e l l u l e s  

E r p . 1  

2 1 

1 

1.24 

44 

2.93 

1.83 

78 

5.20 

2.68 

101 

6.73 

2.31 

160 

10.67 

2.72 

148 

9.87 

3.14 

Nombre t o t a l  Pourcentage de  

095 

1 

4 

8 

16 

24 

p a r a s i t 4 e s  

ExP .2  

4 1 

2.73 

1.79 

39 

2.60 

1 ,59 

63 

4.20 

2.24 

127 

8.47 

3.31 

116 

7.73 

2.22 

157 

10.47 

4.78 

da p a r a s i t e s  

Exp.1  

21 

1.40 

1.24 

44 

2.93 

1.82 

8 1 

5.40 

2,72 

107 

7.13 

2.56 

175 

11.67 

3.54 

159 

10.60 

3.46 

c e l l u l e s  

Exp .1  

2.96 

4.53 

6.76 

10.27 

8.82 

10.20 

b p . 2  

42 

2.80 
1.93 

42 

2.80 

65 

4.33 

2.35 

135 

9.00 
3.72 

121 

8.07 

2.63 

165 

11,OO 

5.37 

p a r a s i t e e s  

E x p . 2  

5.09 

5.02 

7.94 

12.35 

12.75 

11.15 

S - 
X 

S 

I: - 
X 

S 

Z - 
X 

S 

E 

X 
S 

X 
S 

E - 
X 

S 

710 

47.33 

8.06 

876 

58,40 

11.62 

982 

65.47 

16.06 

983 

65,53 

9.56 

1255 

83.67 

12.54 

1327 

88.46 

19.07 

805 

53.67 

10.68 

860 

57.33 

8.83 

932 

62.13 

6.83 

1028 

68.53 

12,58 

1315 

87.67 

11.43 

1539 

102.60 

. 11.72 



II - PENETRATION EN FONCTION DU TEMPS 

Nos observations en micrsocopie photonique des cultures de cellu- 

les Hela inoculées avec des bradyzoites de 8 ~ n a &  j m o n i ,  montrent que 

ces zoites pénètrent dans les cellules des leur contact avec celles-ci à 

37'~;2 heures aprOs l'inoculation, les parasites semblent perdre leur aeti- 

vité. Ceci suggere que quelques heures après l'inoculation, la pénétration 

des parasites dans les cellules est presque terminée. 

1 - Résultats 
2 6 lots, constitués chacun de 2 boites Falcon de 25 cm sont ino- 

culés. Chaque lot reçoit 4 millions de parasites. Les cultures sont incub6es 
O aP ès à 37 C. 8es intervalles de temps variés : 0,s; 1 : 4 ;  8,' 16 et 24 heures, les 

cultures sont fixées, colorées, incluses et étudiées. Les résultats des comp- 

tages sont portés sur le tableauIILLes NRUI et les pourcentages des cellules 

parasitées calculés montrent que 3 à 5% des cellules sont parasitées 30 mn 

après l'inoculation. Vers 8 heures après celle-ci, le maximum de cellules pa- 

rasitées semble être atteint. 

Sur la Fig. 26 le log du NRUI et du pourcentage de cellules para- 

sitées sont portés en fonction du temps d'incubation. Cette figure montre 

qu'après l'inoculation le nombre de parasites intracellulaires augmente ra- 

pidement et se stabilise aux environs de 5 à 6 heures : au delà on a un pla- 

teau. 

Les conditions de répartition des parasites et des cellules sont 

rapportées dans le graphique 27 liant s2 à 2 en échelle iog-log. Cette fi- 
gure montre un nuage de points compris entre les 2 limites di la zone de con- 

fiance à 95% de la loi de Poisson on peut dire que la dispersion des cellu- 

les et des parasites est faite au hasard. 

2 - Dissussion 

SENAUD et MEHLHORN 1978 ont observé que la pénétration des bra- 

dyzoïtes de 6unoL15.a j & i A o L  dans les cellules en culture monocouche de 



Figure 26 :Trac6 repr6sentint le log du NRUI et du pourcentage 
de cellules. parasdt6e8 en fonction du t e q 8  d'incubicion.(en 
heures ). 

O S 10 l5 20 Temps de contai 
(en heures) 

Figure 27:Représentation statistique de la moyenne-variance,(en log-log).La courbe 
est construite sur le même modèle que la figure 23. 



rein de chien (MDCK) que celle-ci s 'effectue d&s les premières heures apr&s 

l'inoculation. 

Des expériences de cultures de fibroblastes de poulet et des li- 

gnées cellulaires transplantables du rein de lapin et du porc, infestées par 

des tachyzoites de BesnohXu j u o d  révèlent que la présence de parasites 
dans les cellules 10 à 30 mn après l'inoculation (AKINCHINA et DOBY 1969 a.), 

20 à 30 mn dans les fibroblastes de poulet (DOBY et AKINCHINA 1968 ; AKIN- 

CHINA et DOBY 1969 b.) Selon ces auteurs, le délai suffisant à la pénétra- 

tion de tous les germes infectants est d'environ 45 mn, à condition que l'exu- 

dat soit utilisé dans l'heure même de son prélèvement. 

L'observation en microscopie photonique d'une culture de cellules 

Hela à 37'~, qui vient d'être inoculée avec des bradyzoites de B u m a ,  mon- 
tre que dès que ceux-ci sédimentent et arrivent au contact avec les cellules, 

leur pénétration commence. 

Les données que nous avons obtenues montrent un maximum de péné- 

tration entre 4 à 8 heures après l'inoculation. A partir de là, l'invasion 

semble s'arrêter, cependant, si on regarde les résultats détaillés du tableau 

, on voit que la pénétration peut se poursuivre jusqu'à 24 heures 

après l'inoculation. 

Certains auteurs ont mis en évidence la plus grande capacité in- 

festante des bradyzoites fraichement préparés. Nous avons donc voulu compa- 

rer la vitalité de bradyzoites "frais" à celle de parasites prélevés depuis 

un certain temps, étant donné que nos précédentes expériences montrent que 

la pénétration semble encore être possible assez longtemps après l'inocula- 

tion. 

Trois types d'expériences ont été réalisées: 

a - Infestation d'une culture de cellules Hela confluentespar des bra- 

dyzoites fraichement isolés. 

, 
b - Infestation d'une culture identique par des bradyzoites conservés 

dans du MEM 2% sérum de veau à 37' pendant 16 heures. 



c - Infestation d'une culture par des bradyzoltes conservés pendant 

le même temps au contact d'une culture cellulaire, c'est à dire provenant 

de l'infestation d'une précédente culture. 

2 
Chaque lot est composé de 2 boites Falcon (25 cm ) ,  contenant des 

cellules Hela confluentes, avec du milieu MEM 2% sérum de veau, inoculées avec 

25 millions de bradyzoites. Après un lavage apres 6 heures d'inoculation , 
les boites sont réincubées 19 heures à 27O~. 

Les résultats obtenus sont les suivants : 

lère expérience : 90% des cellules sont infestées 
e 2 expérience : 75% des cellules sont infestées 
e 3 expérience : 5% des cellules sont infestées. 

Ceci-montre--que le contact des parasites avec les cellules diminue leur 

capacité de prénétration avec le temps, et que seuls quelques parasites gar- 

dent leur viabilité et leur pouvoir infectif longtemps après l'inoculation 

ceci a été montré par NORRBY(~~~O)C~~Z Toxop.&Arnz go&. On peut aussi penser 

qu'une "sélection naturelle" s'est opérée et que les parasites encore présents 

dans le surnageant étaient des parasites par nature peu infectieux ou abimés. 
de 

AKINCHINA et DOBY 1969 b rapportent que le délai de pénétration 20 à 30 mn 

dépend non seulement du nombre de germes inoculés en état d'évoluer ultérieu- 

rement, mais aussi du type de cellules utilisées en culture. 

Les études sur T o x o ~ ~ n a  go& (tachyzoïtes) rapportent qu'il est 

déjà intracellulaire 15 minutes ou moins après l'inoculation (SOURANDER et al 

1960, LUND - et al 1961). 

Le taux de pénétration de Toxop&ma augmente jusqu'à 3 à 8 heures 

après 1' inoculation (COOK and JACOBS, 1958, KAUFMAN - et al 1958), continue 

juqu'à 24 heures après celle-ci ( A M I  et - al 1958). 

Il n'y aurait pas d'augmentation de la pénétration après 20mn d'ino- 

culation de Taxophtna  selon MATSUBAYASHI et ~~A0(1963), et aucune augmen- 

tation supplémentaire n'a été noté après 6 heures par LYCKE et ~ ~ ~ ~ ( 1 9 6 4  a). 



Toujours à propos de T o x a p h r n a ,  d'après KUSUNOKI (1 977), 
1 llinvasJon dépend de la source des organismes. Utilisant 

une souche BEVERLEY, il se trouve que les tachyzoites (de l'exudat périto- 

néal), les sporozoites(excystés d'oocystes) et les bradyzoites (des kystes) 

donnent des RNUI (Parasites/100 cellules) de 100, 75 et 55 respectivement. 

Nos observations sur le vivant montrent clairement des mouvements 

actifs des tachyzoites de BUM~& libérés à la fin de leurs divisions par 

rupture de leurs cellules hôtes. Puis ilsrentrent immédiatement dans de nou- 

velles cellules. 

Quelques minutes après l'éclatement de la cellule, les mouvements 

actifs des parasites restés extracellulaires ne sont plus détectables ; Ainsi, 

il semble pratiquement assuré que les tachyzoites sont plus fragiles que les 

bradyzoïtes et ne sont infectieux que très peu de temps. Cette hypothèse a 

été proposee pour la pénétration des tachyzoites de To~~)zeabmc?. go& dans 

les cultures cellulaires par LUND et al (1963a).DUBREMETZ (1981) constate que - 
les ~ach~zoites de Toxapea6m ne survivent guère à un séjour de lH dans du MEM 

à 37O. Nous pensons aussi que le type cellulaire peut agir sur ce délai 

de pénétration. 

Nous avons observé des parasites qui se mettent au contact des 

cellules par leur pôle antérieur pendant quelques minutes, puis se détachent 

des cellules sans y être entrés. On peut émettre la même hypothèse que celle 

de NORRBY (1 970) ; à propos de Toxop.tamcr go& : après sa séparation de la 

surface cellulaire le parasite aurait perdu une grande partie de sa capacité 

d'invasion, (par exemple en ayant rejeté sans succès la substance que beau- 

cnup s'auteurs pensent respq sable et indispensable à la pénétration ce qui nous 
mène a penser que les BUW& 
qui restent extracellulaires après un maximum de ~énétration dans les cellules 

Hela 4 à 8 heures après l'inoculation, sont ceux qui ont perdu leur capacité 

d'invasion par le traitement mécanique et physico-chimique lors de leur ex- 

traction des kystes,par leur essai de pénétration manqué, et ceux qui n'ont 

peut être jamais eu cette capacité. Cependant il reste toujours quelques ra- 

res parasites qui gardent leur viabilité et qui peuvent envahir les cellules 

même 24 heures après l'inoculation. 



INFLUENCE DU NOMBRE DES CELLULES EN PRESENCE SUR LE TAUX DE PENETRATION 



Tableau IV : influence du nombre de bradyzoites inoculés sur le NRIU et 

le pourcentage de cellules parasitées. 

Ce tableau est construit selon le même principe que les tableaux 

I et II. 

lioQbre de bra- 

-dyr@ites intro 

duits (en m i l -  
l i o n s ) .  _ 

0,25 

OSSO 

1 

2 

S 4,56 3.48 5,78 6,67 9.81 6.15 

L 306 365 333 617 1129 802 

16 X 20,40 24,33 22.20 41.13 75.27 53,47 339,04 129,98 91,89 59.16 

S 4,88 5100 4,71 6.12 22,49 15,83 

423 337 485 532 1181 826 

32 X 28.20 22.47 32,33 35,47 78,73 55.07 243,51 155,26 87,22 63.35 

S 4.65 3,89 5,79 4,24 17,44 15.98 

1 

X 

S 

Z 

X 

S 

Z 

X 

S 

. Z  
X 

S 

Nombre total  

da cel lules  + 

Exp. 1 

418 

27,87 

8.77 

44 1 

29.40 

5.03 

407 

27,13 

7,97 

404 

26.93 

4.23 

Nombre to ta l  

de parasites 
N.R.U.I. Nombre de cellules 

parasitées 

Exp. 2 

452 

30,13 

4,SO 

49 1 

32,73 

9,OO 

654 

63.60 

5,Ol 

662 

44,13 

8,33 

Exp. 1 

58 

3,87 

2,IO 

147 

8,90 

4,44 

123 

812 

2,98 

155 

10,33 

52,56 

Exp. 1 

13,88 

33.33 

30,22 

38,37 

Exp. 1 

53 

3 3 3  

2 

110 

7.33 

2,82 

110 

7,33 

2,22 

120 

8100 

1,93 

Pourcentage 

ce l lu les  parasitées 

Exp. 2 

14 

3,10 

4,50 

33 

292 

1,78 

54 

3.60 

2,23 

143 

9,53 

2.88 

Exp. 2 

3,lO 

6,72 

8,26 

21,60 

Exp. 2 

14 

O, 93 

0,80 

32 

2,13 

11b4 

50 

3,33 

2,06 

125 

8,33 

2,26 

Exp. 1 

12.68 

24,94 

27,03 

29,70 

Exp. 2 

3.10 

6,52 

7,65 

l0,88 



Plusieurs auteurs ont réussi à obtenir le développement hz V ~ W  

de 8 ~ ~ L t i . u  j d E . 6 o L  en utilisant différents types de cellules en cultu- 

res monocouches. A notre connaissance aucune de ces études ne traite du rap- 

port entre la concentration de l'inoculum en parasites et le taux de péng- 

tration. Dans ce travail nous avons essaye de quantifier cette relation. 

1 - RESULTATS 
* 

Des dilutions sériées de zoïtes sont effectuées de façon à avoir 

des suspensions de 1 ml de MEM 2% sSrum de veau contenant de 250.000 à 32 

millions de bradyzoïtes. Chaque dilution est inoculée à des cultures de cel- 

lules Hela presque confluentes. Les cultures sont incubées à 37'~ pendant 

19H avec un lavage 5 neures a?rZs l'inoculation. Après fixation, coloration 

et montage, la relation entre le NRUI, le pourcentage de cellules parasitées 

et la concentration des zoïtes est notée (Tableau IV) Les chiffres de la pre- 

mière expérience nous montrent que le NRUI et le pourcentage de cellules pa- 

rasitéesaugmentent avec le nombre de parasites présents dans le milieu jus- 

qu'à 16 millions, puis on a une légère chute (non significative) avec 32 mil- 

lions. Par contre dans la deuxième ex~érience l'amélioration de la pénétra- 

tion continue avec 32 millions de zoltes. 

Le NRUI et le pourcentage de cellules parasitées sont plus importants dans 

la première expérience. 

La courbe 28reliant le log du NRUI et du pourcentage de cellules parasitées 

à la concentration de parasites dans l'inoculum nous montre que les pourcen- 

tages de cellules parasitées et le nombre de parasites dans les cellules 

augmentent à peu p r k  proportionnellement à la concentration de l'inocu- 

lum jusqu'à 16 millions de zoites, au delà la progression est inexistante 

(ou non significative), 

2 
Le graphique 29 illustre la relation entre 10:: S et log 2 .  11 mon- 

tre que la distribution dans l'espace des cellules Hela est faite presque au 

hasard puisque la majorité des valeurs sont comprises dans la zone de confiance 



NRUI 
IO. 1 Figure 28:Trac6 du log du NBUI et du pourcentage de cellules pa- 

raaitées.en fonction de la concentrition des parasites dans le 
milieu de culture. 

( Z de cellules parasitbas 

-. . NRUI - - -:pourcentage de c~llulea piruité.~. 
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de la loi de Poisson à 95%. 

O n  peut estimer que la répartition des zoites est faite au hasard 

jusqu'à une concentration de 4 millions de parasites dans l'inoculum, mais 

qu'au delà on a une superdispersion. 

2 - Discussion 

HOLTZ et ALBRECHT \ 1953b LYCKE et LUND (1 964 a), NORRBY t1970 b) rap- 

portent que le nombre de Toxop,&?AmU gondrx entrant dans les cellules est 

proportionnel à la ''taille" de l'inoculum ; LYCKE et LUND ont montré une bon- 

ne corrélation linéaire entre la concentration de parasites dans la suspen- 

sion, et le nombre de parasites infectants, particulièrement entre 700.000 

et 1.300.000 parasites par culture. 

MATSUOKA et al 1969 inoculent des cultures de cellules de trachée -. 

d'embryon de Bovin (EBTr) avec 50.000 à 1 million de sporozoites d'&da 

&w&~. Ils rapportent que l'inoculation de 1 million de sporozoites pro- 

voque la destruction d'une partied~811ules dans la culture, alors qu'avec 

50.000 parasites l'infection n'est que légèrement apparente, le meilleur ré- 

sultat étant obtenu avec 200.000 sporozoites. Ces travaux donnent une idée 

sur l'intensité de l'infection en fonction du nombre de zoites, mais ne pré- 

cisent pas le nombres de cellules infectées. 

STROUT et a1 (1969 bl inoculent des cultures primaires de cellules 

de rein d'embryon de poulet avec des concentrations de sporozoites d ' E h -  

ten& comprises entre 10.000 et 1 million et comparent l'infection et le 

développement 96 heures après mais ne définissent pas la relation entre la 

"dose1' et le nombre de parasites entrant dans les cellules. 

DORAN (1971 ) inocule des cultures primaires de cellules de rein 

de poulet partiellement confluentes avec des nombres d'E.i~?d.~ X W & ~  al- 

lant de 25.000 à 1 million. 11 remarque que le nombre de sporozoites intra- 

cellulaires après 4 heures d'incubation est étroitement proportionnel à la 

taille de l'inoculum jusqu'à 500000, mais plafonne ensuite pour 750000 et 1 

million de sporozoites. 



Nos résultats montrent que le pourcentage de cellules parasitées 

est lié au nombre de parasites dans l'inoculum ; cependant les chiffres 

obtenus diffèrent d'une expérience à l1autre;par exemple nous avons eu à 

peu près 12% des cellules qui sont parasitées avec 250000 bradyzoites dans 

la première expérience, contre environ 3% lors de la deuxième expérience. 

Ceci peut être dû à plusieurs facteurs. Parmi ceux-ci le plus vraisembla- 

ble est qu'il est possible que dans deux inoculums contenant le même nombre 

de parasites, mais provenant d'animaux différents,il n'y ait pas le même 

pourcentage de bradyzoztes viables ou capables de se dévélopper. L'âge des 

kystes "donneurs " de bradyzoïtes peut ainsi être pris en considération : 
en effet avec le temps les kystes finissent par dégénérer plus ou moins et 

deviennent vraisemblablement moins riches en bradyzoites viables. Ainsi les 

kystes utilisés dans la deuxième expérience étaient-ils plus "vieux" que 

ceux de la première. 

DORAN et VETTERLING ( 1 !)69) examinant: des sporozoïtes d ' Ehnc%&X m d q m  
de différents âges, montrent que les "vieux" parasites ont une pénétration 

et un développement faibles. 

Avec des inoculats de plus de 8 M de parasites 
nous avons obtenu des NRUI dépassant les 100% : ceci vient du fait 

qu'à partir d'une certaine concentration de parasites le nombre d'infections 

multiples iplusieurs pénétrations dans la même cellule) augmente. Ceci se tra- 
2 

duit sur la courbe reliant le log S au log X par la tendance des parasites 
à une superdispersion vers les fortes concentrations en parasites de l'ino- 

culum. 

DORAN (1973, 1982) rapporte que la taille de l'inoculum influence 

le nombre de parasites entrant dans-les cellules, ainsi que la vitesse avec 

laquelle sont détruits les tapis cellulaires. 

Nous avons remarqué que le nombre d'infectiors multiples augmente 

avec la concentration des parasites inoculés, ainsi que la "virulence" du 

parasite. Nous avons observé qu'en boite de Petri (30mm), des cellules Hela 

inoculées avec 60 millions de bradyzoites de BanaLtia ne sont pas parasi- 

tées à 100%, se détachent rapidement de leur substrat au bout de quelques 

heures. 



Cette expérience nous suggère 2 conclusions : 

- Si on veut faire une exp6rience de cinétique cellulaire 
qui demande une maintenance des cultures plus d'une semaine, il faut uti- 

liser un très faible nombre de parasites (pas plus de 2 millions), si l'ex- 

périence exige moins d'une semaine 4 millions de bradyzoites par boite de 
2 culture de 25 CR sont suffisants pour donner une infection facilement re- 

pérable, ne dépassant pas les 50X, seuil d'équilibre entre destruction et 

croissance cellulaire notion importante soulignée par LUND et al (1963 a). 

L'utilisation d'un grand inoculum de Besnox;tia (8 millions de pa- 
rasites ou plus) donnerait des cellules avec plus qu'l parasite ce qui a 

été vu chez T o x o p ~ m  aussi par KAUFMAN et MALONEY (1962) ; ce qui montre 

que lors des études portant sur la cinétique de multiplicaiion de ces para- 

sites, et probablement d'autres organismes intracellulaires, on doit tenir 

compte de la possibilité d'une invasion initiale par plus qu'l parasite, ce 

qui peut compliquer les comptages. 

II - INFECTIONS MULTIPLES 

Bien qu'il ait été depuis longtemps rapporté que plusieurs BU- 

nu& j w o l % i  peuvent envahir la même cellule en culture .& v a 0  ; (4 or- 

sanisnes pour une cellule de la trachée d'embryon de Bovin (EBTr) F A Y E R C  

al (1969), plusieurs parasites dans une même cellule de rein de chien (MDCK) - 
SENAUD et MEHLHORN (1978), aucune étude n'a été faite sur la relation entre 

le nombre de B & ~ Y u ~ ~ % z  jeeeio0n.i et la pénétration simple ou multiple. 

Nous avons obtenu dans l'expérience reliant la taille de l'inocu- 

lum au pourcentage de pénétration des NRUI de plus de 100%, ce qui témoigne 

indiscutablement de l'existence d'infections multiples. 

Si les infections sont indépendantes les unes des autres (c'est à 

dire si une infection réalisée ne modifie pas les probabilités des infections 

suivantes), il faut s'attendre à ce que les nombres de parasites par cellule 



obéissent à la loi de Poisson. Pour le vérifier nous avons repris les don- 

nées détaillées sur la distribution des parasites intracellulaires de 3 lots 

de cultures de cellules Hela de l'expérience précédente (dose - réponse), 
chaque lot est composé de 2 boites de cultures infestées respectivement avec 

8, 16 et 32 millions de bradyzoites. 

Pour chacun de 15 rectangles observés dans une boite nous avons noté le nom- 

bre de cellules contenant k = 0, 1, 2, ... 10 parasites. Pour tester la lof 
de Poisson, nous avons calculé la moyenne X et la variance estimées2 du nom- 
bre de parasites par cellule pour chaque concentration d'inoculat. Le rap- 

2 - port S /X trouvé ("coefficient de surdispersion") est toujours légèrement 

plus grand que 1. 

11 est possible de tester ce coefficient grâce au test de F I S B R  
2 ( 1  954) . Cet auteur a en effet montré que si 2 et S sont calculés à partir 

de N observations, la quantité (N - 1)  ? est un 2 à (N - 1) degrés de - 
sZ liberté (DL). D'autre part pour les très grands DL (ici ) 300), &? n'est 

I 

pas différente d'une variable normale de moyenne et de variance 1, ce 

qui autorise de calculer la quantité 1 h%? - et à la comparer à - 
son écart type 1 ; la différence est significative à 5% si elle est > 1,96, 
a IZ si elle est ) 2,61 et 1Z si elle est ) 3,29. 

Nous avons trouvé dans tous les cas la différence 

14- observé - 6 1 ) 3,29 
Ce qui permet de rejeter la loi de Poisson au seuil 

(tableau V ci dessous : ) 

' Concentrations : 

Test de FISHER Seuil de ' 

I S d 2 N - I  1 !cation 1 signifi- ., I 



Figure 30:Courbesreprésentant les distributions de fréquences observées (Fi:trait plein) 

et théoriques selon la loi de POISSON (Pi:pointillés) ,du nombre de parasites solitaires 

par cellule pour différentes concentrations de parasites inoculés (8,16,32 millions). 

(Chaque concentration était testée 2 fois). 



Pou!r préciser la comparaison, nous avons ensuite calculé Les fré- 

quences théoriques Pr (k) à partir de l'hypothèse d'une loi de Poisson de 

moyenne théorique égale à la moyenne observée 2 ,  selon la formule : 

-# ~k 
Pr (k) = e - 

k! 

et les avons comparées a u  fréquences observées. La différence entre distri- 

bution théorique et distribution observée est testée, dans chaque cas, par 

un 2 et est de plus, représentée par un double histogramme (~igure 30 ) .  

La différence entre la distribution de Poisson théorique et la 

distribution observée apparait toujours très hautement significative 

(tableau Vt, ci dessous) 

Dans les 6 cas,les courbes comprennent trois parties : 

une partie centrale oh les fréquences observées sont inférieures aux fréquen- 

ces théoriques, et deux parties extrêmes (les plus petites et les plus gran- 

des valeurs du nombre de parasites par cellule ) où les fréquences obiervées 

sont supérieures aux théoriques. Cela peut s'interpréter en disant que les cel- 

lules déjà parasitées ont plus de chances d'être atteintes par un autre pa- 

rasite. En effet dans ces conditions, les cellules contenant plusieurs para- 

sites seront plus nombreuses que si les infestations se réalisaient "au hasard" 



(infestations successives totalement indépendantes) et en compensation il 

existe un nombre de cellules indemnes plus grand que "par hasard" ; enfin, 

le nombre de cellules contenant un nombre "moyen" de parasites sera par con- 

séquent plus faible que prévu. 

Discussion - conclusion 

LYCKE et LUND (1964 a) ont rapporté que toutes les cellules Hela 

qu'ils avaient utilisé, étaient également sensibles B la parasitémie avec 

Toxayzeabm go&, donc que les infections multiples qu'ils avaient noté 

étaient dues au hasard. 

Dans nos conditions expérimentales, nous avons montré qu'avec les 

grands nombres de parasites ( > 8z,) toutes les cellules n'ont pas la même 
chance d'être infectées, certaines ont reçu plusieurs parasites alors que 

d'autres ont peu ou pas de zoites. t K- !j(;: L,. % 
1 .  

\ L k < f -  ;' ', .uaF~F 

On peut émettre l'hypothèse que les zoites s'agglomèrent dans un 

inoculum dense, ce que l'on peut d'ailleurs constater au microscope , et de 
ce fait ne se répartissent pas régulièrement sur le tapis cellulaire. 

On peut aussi supposer que certaines cellules sont plus réceptri- 

ces que drautres,par exemple dans certaines phases de leur cycle. Il se peut 

également qu'une cellule qui vient d'être envahie par un parasite soit, pour 

des raisons qui restent à définir, plus accueillante pour un autre zoïte in- 

fectieux qu'une cellule saine. 

Ces résultats ouvrent donc le champ à de nouvelles possibilités 

expérimentales. 



Pourcentage 
de ce l lules  
parasitées 

Tableau VI : relation entre le nombre de cellules en culture et le taux de 

pénétration des parasites (explication dans le texte). 

NRUI 

7.17 

7.33 

33,00 

10.00 

12.00 

35.83 

11,50 

11,50 

52.83 

11.33 

12 

55.67 

12,33 

13,83 

55,33 

Nombre total 
de parasites 
intracellu- 
la ires  

32 

43 

167 

57 

68 

180 

67 

68 

214 

67 

70 

23 2 

7 2 

77 

235 

Nombre total  
de ce l lules  
comptées 

600  

6 0 0  

600 

600 

600 

600  

600 

600 

600 

600  

600 

600 

600  

600 

600 

Nombre de 
cellules 
parasitées 

4 3 

44 

198 

60 

72 

215 

69 

6 9 

3 17 

68 

7 2 

334 

74 

83 

332 

Durée de 
l ' ex~ér ience  
(en heures) 

1 

1 

6 

1 

1 

6 

1 

1 

6 

1 

1 

6 

1 

1 

6 

1 

Nombre de cel-  
lules Hela en 
millions/boite 

0,40 

0.80 

1 ,O0 

2.00 



III - ACTION DU NOMBRE DE CELLULES EN CULTURE SUR LE TAUX DE PENETRATION 
DES PARASITES 

Le parasite dans un système de culture v h  est soumis à 

l'action d'un certain nombre de facteurs externes environnants qui agis- 

sent sur sa motilité, sa pénétration, son développement. Plusieurs de ces 

facteurs ont été étudiés (DORAN 1982). Mais ce qui semble avoir été négli- 

gé à notre connaissance,c'est l'influence éventuelle du nombre de cellules 

offertes aux parasites sur leur pénétration. 

1 - Résultats. 

2 5 lots constitué chacun de 3 boites FALCON 25 cm ont été respec- 

tivement ensemencés avec 0,2; 0,4; 0,8; 1 et 2 millions de cellules Hela. 

Après 4 heures d'incubation à 3 7 ' ~ ~  nous avons inoculé chaque boite avec lm1 

de MEM 2% de sérum de veau contenant 4 millions de bradyzoïtes. Après une ré- 

incubation de 1 ou de 6 heures, nous avons lavé, coloré et inclus nos boites 

dans l'alcool polyvinylique (comme décrit page 13 ) .  

Pour la comparaison statistique des proportions de cellules para- 

sitées, il faut que les unités d'échantillonnage soient les mêmes c'est à di- 

re, que les pourcentages soienkcalculés sur un nombre de cellules constant : 

ici 600, au lieu de les calculer sur une surface de culture constante, où 

leur nombre est variable dans le cas de tapis non confluents,ce qui fausse les 

résultats de comparaison entre faibles et fortes concentrations de cellules. 

L'examen des cultures, montre que le nombre de cellules par champ de micros- 

cope est faible avec 200000 cellules ; la répartition de celles-ci devient 

homogène à partir de 400,000 cellules). 

Les résultats des dénombrements sont reportés sur le tableau Vf:  

Le nombre de cellules parasitées et le NRUI augmentent quand la concentration 

d'origine des cellules varie de 200000 à 400000 pour une incubation de 1 heure, 

au delà ces 2 indices restent stables. Le lavage des cultures après 6 heures 

d'inoculation au lieu de 1 heure, montre une augaentation du nombre de cellules 



LILLE @ 

0 q2 O$ 98 4 2 Nombre de celluier par boite 

Figure 31:Elle met en relation le log du NRUI et le pourcenta- 
ge de cellules parasitées avec le nombre des cellules Hela en- 2 semencées,par boîte Nunclon 25 cm 
Les 2 courbes du haut représentent le résultat des comptages 
faits sur des cultures fixées 6 heures après l'inoculation du 
parasite. 
Les 2 courbes du bas représentent le résultat des comptages sur 
des cultures fixées 1 heure après l'inoculation. 
P. . NRUI - - -  : pourcentage de cellules parasitées. 



paraspitées et du NRUI, le pirenier indice reste stable avec la variation du 

nombre de cellules dans les boites, alors que le deuxième ne se stabilise 

qu'à partir de 800000 cellules. 

La fig 31 (Log du NRUI et du pourcentage de cellules parasitées 

par rapport au nombre de cellules en culture) montre une ascension des cour- 

bes jusqu'à 400000 cellules, au delà, elles accusent presque un plateau. 

Cette étude montre que le pourcentage de cellules parasitées est 

presque stable au delà d'une concentration de 400000 cellules, cela zpparait 

sur les courbes qui accusent presque un plateau; le NRUI suit la même varia- 

tion. Cependant le temps d'incubation a agi sur ces 2 indices, avec un lava- 

ge aprgs 6 heures d'inoculation au lieu d'une heure on obtient un NRUI et un 

pourcentage de cellules parasitées plus important mais stable aussi avec la 

variation de la concentration des cellules. 

A notre connaissance l'influence du nombre de cellules sur l'inva- 

sion n'a pas été étudiée, les chercheurs ont rapporté l'effet du nombre de 

cellules sur le développement de parasites comme &hW& et T o x o ~ ! Z Z  (DORAiU 

1982) ou la résistance du tapis cellulaire. C'est ainsi qu'il faut une semai- 

ne pour que la moitié d'une culture de cellules Hela faite à partir de 25000 

à 50000 cellules éclate ; alors qu'à une concentration de 5000, la lyse des 

cellules Hela infestées par T o ~ o ~ m a  g o n a  se produit en 24 heures (LUND 

et al 1963 a) ,SHIMIZU ( 196 1 al, LUND et a1 ( 1  963 a) ont indiqué que les variations 

du nombre de cellules et l'âge des cultures peuvent influencer le taux de crois 

sance et le rendement en parasites. 

LYCKE et LUND (1 964 a) ont trouvé une moyenne de 40% de Toxop.hrna 

gancki  inoculés qui sont infectants pour les cellules Hela de leurs cultures. 



Nous suggérons comme ces auteurs que dans nos inoculums de départ il y a 

le même pourcentage de bradyzoites infectants, fixe. Cela nous permet d'émet- 

tre l'hypothèse suivante : 

Le faible résultat de pénétration obtenu avec une culture de 

200000 ou 400000 cellules pourrait être dû 8 la séparation des cellules les 

unes des autres par une assez grande distance, ce qui Ôte aux parasites in- 

fectant~ des possibilités de rencontre avec une cellule, alors qu'avec des 

concentrations au del3 de 400000 cellules l'espace intercellulaire est assez 

réduit pour permettre à ces parasites d'atteindre leur cible et on retrouve 

presque tous les parasites qui ont une capacité infectieuse dans un hôte. 

Mais cela suppose aussi qu'au départ, dans toutes les boites on a le même 

nombre de cellules dans une phase de leur cycle convenable pour l'infestation. 

On peut donc conclure que le pourcentage de cellules parasitées varie 

avec le temps de contact parasites-cellules, mais ne varie pas avec le nom- 

bre de cellules exposées 3 l'infestation sauf pour les faibles concentrations. 



ETUDE CINEMATOGRAPHIQUE 



ETUDE CINEMATOGRAPHIQUE DU DEVELOPP=NT DE 

BESNOITIA SELLISON7 EN CULTURE DE CELLULES 

Nous avons étudié le développement de B e û v w W  je&- 
.&50ni en culture de cellules; les observations et les comptages ont été 

faits sur des cultures non synchrones de B U W W  en cellules Hela. Il 
atait donc nécessaire de rechercher des données précises sur les durées du 

cycle des cellules et des parasites. Pour ce faire nous avons employé la techniqu 

de cinématographie "time-lapse" pour préciser certains des résultats obtenus pré- 

cédemment et apporter dans la mesure du possible de nouvelles données par 

l'observation sur le vivant. 

1 - Résultats : observation de films pris à 1 vue130 secondes. 

Les bradyzoïtes ajoutés à une boite de culture de cellules Hela 

comme il a été décrit précédemment, (page 12 ) pénetrent dans les cellu- 

les après leur sédimentation à 37'~. La plupart des ~arasites se placent 

contre le noyau, ils gardent leur forme en banane (stade A). Ces parasites 

effectuent des mouvements en avant et en arrière sur une très faible distan- 

ce avant de se stabiliser. 

Quelques heures après la pénétration, le parasite change de for- 

me, il devient plus large, ovale et peut atteindre 3 fois la taille initiale, 

mais sa longueur ne change presque pas (stade B). 

Avant la division, le zoïte s'arrondit (stade C) et rentre dans 

une phase d'agitation qui dure assez longtemps ; après quoi on observe sou- 

vent deux zoïtes fils se dégager l'un après l'autre de la masse arrondie ; 

ils finissent par former une paire d'organismes sous forme d'un "V",reliés 

par un corps résiduel (stade D). Le parasite met à peu près 5 heures 30 

, pour passer du stade B au stade D, où 2 nouveaux zoïtes sont formés 

La première division n'a été observée que 24 heures après l'ino- 

culation, elle est presque synchrone dans une même culture. Les divisions 

suivantes se sont faites au rythme d'une division par 24 heures pour ceux 



qui ont continué leur cycle. Ces divisions répétées de parasites s'effec- 

tuent de la même façon que celle décrite précedement. Connne les parasites 

augmentent en n~mbre~l'espace qu'ils occupent dans la cellule augmente de 

taille et peut occuper occasionnellement la totalité du cytoplasme ; parfois 

ils semblent "disloquer" le noyau. Les parasites frOres dans un même clone 

paraissent se diviser d'une façon Zi peu près synchrone, mais parfois il faut 

un intervalle de quelques minutes avant que tous les parasites de la même 

génération soient divisés. 

Certaines cellules ont été envahies par plusieurs organismes. Cha- 

que élément peut donner naissance à un clone qui est contenu dans une vacuo- 

le. Les parasites y sont le plus souvent groupés sans ordre, ou bien sous 

forme de "rosettes". Parfois 2 clones ou plus dans une cellule se rappro- 

chent si étroitement qu'on ne peut plus faire de différence entre les 4165- 

ments de l'un ou l'autre. 

Après un certain nombre de divisions du parasite, un seuil criti- 

que est atteint, la rupture de la cellule se produit . Ce phénomène est 
observé habituellement 3 à 4 jours après l'inoculation, il n'est pas dépen- 

dant d'un nombre fixe de parasites, nais plutôt de la résistance de la cellu- 

le et probablement de la localisation des clones dans le cytoplasme et de 

leur nombre. L'éclatement de cellules contenant de petitsclones a été obser- 

vé surtout chez les cellules qui avaient subi une pénétration initiale de 

plusieurs parasites. Les parasites libérés sont actifs: en quelques secon- 

des les cellules avoisinantes sont envahies, mais quelques parasites restent 

attachés à la surface et aux débris cellulaires, parfois groupés en masse. 

La vague d'éclatement des cellules n'est évidente que le troisième 

jour après l'inoculation. Les noyaux des cellules éclatées paraissent conser- 

ver leur intégrité, au moins leur volume. 

La mitose des cellules infestées est observée. Quand la cellule 

contient un seul clone, une des cellules filles se trouve saine, alors que 

l'autre contient le clone. Cependant, occasionnellement, apr3s la division 

du noyau, la division du cytoplasme est interrompue, le clivage n'est pas 

complété dans cette partie qui contient un large clone. Dans le cas oh la 



cellule mère contient 2 ou plusieurs clones, les 2 cellules filles sont sou- 

vent infestées toutes les 2. 

2 - Discussion 

B u m m  j u o n i  a été cultivé sur différents types de cellu- 

les ; le temps requis pour la pénétration du parasite semble être sous l'ie- 

fluense du nombre de germes inoculés en état d'évoluer ultérieurement, du 

type de cellules utilisées en culture (AKINCHINA et DOBY 1969 b) et de l'ori- 

gine desparasites (Tachyzoïtes ou bradyzoïtes). 

Après l'installation du parasite dans la cellule, celui-ci semble 

bouger en avant et en arrière pendant un certain temps avant de se stabili- 

ser et généralement on le voit atteindre une position juxtanucléaire; cette 

localisation a été rapport&auparavant par AKINCHINA et DOBY(1969 a, b); 

AKINCHINA et ZASUKHIN ( 1 97 1 ) , HENDRICKS et FAYER ( I 973) pour ~ u Y I . U ~  id- 
a o L ,  et DORAN (1982) pour les sporozoïtes d'mehiCL et les zoïtes de BU- 
noLiXa, Saircocq~;tis et Toxaplama. .  

La motilité intracellulaire a été perçue chez S ~ R C O C ~ A ; ~ ~ ~  par 

FAYER( 1970). 

Cette position juxtanucléaire pourrait laisser supposer que le pa- 

rasite trouve dans le voisinage du noyau certaines substances nécessaires à 

son développement. Cependant JONES (1973), SETH1 et al (1973) ont obtenu le 

dévéloppement de T o x o ~ ~ ~ m a  gondu  sur des cellules énucléées, ceci les a 
conduits à conclure qu'il n'y a aucune participation de l'appareil nucléai- 

re hôte durant la multiplication intracytoplasmique du parasite. Par ail- 

leurs JONES (1973) suggsre que la concentration des parasites près des 

noyaux des cellules en culture est peut être due au fait que le volume cy- 

toplasmique dans cette région est beaucoup plus grand qu'ailleurs. 

Avant de se diviser, B&5noh% augmente de taille et devient pres- 

que arrondie.DOBY et AKINCHINA (1968) observent une forme ovale.SENAGD et 



une 
MEHLHORN ( 1978) forme arrondie qui devient globuleuse. 

Toxop&Ama devient ovale (SHEFFIELD et MELTON 1968), arrondi (SCHMIDT-HOENSDOW 

et HOLZ (1953) ,citespar DORAN (1973)). 

D'après nos comptages et nos observations sur le vivant, nous pou- 

vons dire que les premières divisions des bradyzoftes de &bn~h%Zdans les 

cellules Hela s'effectuent entre 20 et 24 heures après 1'inoculation;dontre 3 à 5 

heures après celle-ci (DOBY et AKINCHINA 1968) pour les tachyzoites de l'exia- 

dat péritonéal de souris inoculés à des fibroblastes d'embryons de poulets. 

Sur des cellules de rein de chien, les premiers stades de multiplication des 

zoites d'origine kystique de "onoh% apparaissent 2 jours après l'inocula- 

tion (SENAUD et MEHLHORN 1978). 

Les tachyzoites de la souche RH de T o ~ p a A b m a  se multiplient 2 à 

5 heures après leur pénétration (LUND et al 1961), en 3 heures pour la sou- 

che BEVERLEY (KUSUNOKI 1977). 

Par coloration au protéinate d'argent et observation au microscope 

photonique GOLDNAN - et al (1957) avaient rapporté les premiers la division 

par endodyogénie chez Toxop.&uma g0n.d.Ü et ~ ~ V U Y L I X L ~  j 'eeeiboL. Ce mode de 

division a été décrit chez ce dernier parasite par SENAUD et MEHLHORN (1978) 

en microscopie électronique. 

L'endodyogénie est le mécanisme général de multiplication asexuée 

rapporté chez BUvzah%z je.&&&saL. Selon certainsauteunil pourrait se pro- 

duire une fission binaire (SHEFFIELD 1966),un autre mode de multiplication 

AKINCHINA et DOBY ( 1969 a), une endopolygénie (AKINCHINA et DOBY , 1969 b) , 
une fission binaire et une schizogonie FAYER et al (1969), une fission bi- - 
naire et des divisions multiples, SENAUD (1969 b), fission binaire SENAUD 

une 
(1969 a) dans les kystes, occasionnellement endopolygènie(SENAUD et al '1974). 

Nous avons vu sur des coupes fines en microscopie électronique 

(non publié) de cellules Hela infestées par B&5noi.tia j & i A u n i  un mécanisme 

de multiplication par endogenèse, nos observations et descriptions sur le 

vivant rappellent 1 ' endodyogénie décrite chez TUxopht?~U par BOMMER ( 1969) 

et BOMMER et al (1969) à savoir que les 2 zoites fils sortent activement de 



la membrane de la cellule mère en même temps ou par une succession rapide, 

la nouvelle paire de zoites formée reste attachée par un reste de membra- 

ne formant une figure sous forme d'un "papillon" en V. 

VIVIER en 1 970 rapporte 1 ' endodyogeaèse et 1 ' endopolygenèse chez 
T o x o ~ ~ ? K Z  et propose le termesendogenèse qui suggère l'élaboration interne 

des individus fils et ne préjuge pas de leur nombre. 

~'endodyogénie est le seul type de division chez ffamntovidia h- 
mondi (SHEFFIELD - et al 1976). 

Les descendants immédiats d'un zoïte constituant une génération ; 

le temps de générationestl'intervalle séparant 2 générations. Le taux de 

multiplication chez B u v r a h % z ,  f f m o n d i a  et TompkUma est souvent expri- 

mé en temps de génération (DORAN 1982). 

Le temps de génération de B U Y L O ~  j m o n i  dans les f ibroblas- 

tes primaires de Hamster est de 6,3 heures, alors que dans les macrophages 

de souris non inmiunisées et immunisées contre B U Y L O ~ % ~  et contre T O X O ~ . & U ~ C L ,  

le temps de génération est de 12,8; 38,s et 12,8 heures, respectivement. 

wOFF et FRENKEL, 1974, cités par DORAN 1982). 

Nous avons trouvé un temps de Sénération de Bebnoh%z en culture 

sur des cellules Héla dans cette expérience de 24 heures et en général de 

22 heures. 

Chez Toxo)zea6ma le temps de génération semble être plus court 

pour les espèces virulentes ; dans une même espèce les tachyzoïtes se mul- 

tiplient plus vite que le bradyzoite et le sporozoite ; le temps de géné- 

ration des tachyzoites dépend du type de cellule qui lui est proposé et 

de leur "passé immunologiquel' (voir DOW'J 1982) . 

Le temps de génération de Hmond ia  est de 24 heures 

(SHEFFIELD et al 1976). 

La présence d'une vacuole parasitophore entourant les parasites de 



& . h n o m  est rapportée par plusieurs cherclieurs en microscopie photonique 
par exemple par DOBY et AKINCHINA (1968), FAYER et al (1969) et en micros- 

copie électronique par exemple par SENAUD et MEHLHORN (1978). 

En microscopie photonique la fig. 18 montre cette vacuole dans 

les cellules Hëla. 

Nous avons observé quelques rosettes de &&5noh%~ souvent formées 
par 4 organismes provenent de 2 divisions du parasite et souvent des parasi- 

tes sans arrangement. Cette forme en rosette a été décrite par DOBY et 

AKINCHINA 1968, FAYER et al (1969), ces derniers ont aussi ciScrit des for- 

mes en régime de bananes ou sans organisation évidente. 

FAYER et al (1969) ont rapporté que ces structures organisées 

étaient formées d'organismes reliés par un corps résiduel; les rosettes 

étaient formées de 3 à 8 organismes 2 jours après l'inoculation. Ces cher- 

cheurs ont observé des cellules avec un grand nombre de parasites. 

Des structures en rosettes sont rapportés chez ffar~anondicr h a n d i  

avec 8 parasites 4 jours après l'inoculation, et chez T O X O ~ ~ ~ C L  par plu- 

sieurs chercheurs avec parfois 32 organismes (voir DORAN 1982). LUND et al 

(1 96 1) ont rapporté qu'une cellule peut comporter jusqu' à 200 T0~0p.hmCL. 

La rupture des cellules nous parait étroitement liée à la multi- 

plication des parasites intracellulaires, notre impression estque la ruptu- 

re de la membrane cellulaire à surtout lieu quand sa capacité élastique est 

dépassée : ceci peut se voir par le rejet des parasites avec force et par- 

fois loin de la cellule. 

Ce lien entre la capacité élastique de la cellule et son éclate- 

ment a été évoqué par LUND et al(1961) en utilisant la méthode de cinéma- 

tographie time-iapse pour suivre le développement de Toxoplasme sur des cel- 

lules Héla. 

Nous avons noté une vague d'éclatements entre le troisième et qua- 

trième jour après l'inoculation. 30 à 40 heures après celle-ci DOBY et 



AKINCHINA(1968) commencent a trouver des B e 6 ~ &  dans le milieu nutritif. 

FAYER et al(l969jnotent un maximum d'organismes intracellulaires 3 et 4 

jours après l'inoculation et un grand nombre d'organismes extracellulaires 

5 et 6 jours après celle-ci. 

Les organismes sont fréquemment observés quittant les cellules 

après une certaine période de multiplication (FAYER et al 1969) ; aucune 

description d'éclatement de cellule par B u n o W  n'a été rapportée. 

Cependant nous n'excluons pas la sortie de parasitesde leur cel- 

lule-hôte sans éclatement, simplement par dégénGrescence des cellules dans 

des conditions de vie défavorables. 

Les deux modes de sortie : actif et passif, ont été décritspar 

plusieurs chercheurs chez T0~0ph5rtxZ (voir DORAN 1982) . 

Les parasites libérés doivent pouvoir trouver immédiatement des 

cellules-hôtes saines, sinon leur pouvoir de pénétration diminue très vite 

dans le milieu de culture (DOBY et AKP~CliINA 1968) , nous avons remarqué que 
les parasites rentrent vite dans les cellules environnantes, ceux qui res- 

tent à l'extérieur voient leur motilité diminuée. 

En cinématographie nous n'avons pas observé de noyaux géants des 

cellules-hôtes, comme ceux observëspar AKINCHINA et DOBY(1969 a,b)et dans 

la paroi des kystes (SHEFFIELD 1968; SEMAUD 1969 a,b: SADAK 1981) cela peut 

témoigner de la résistance des cellules Héla à l'infection. 

Le résultat de l'infection par Buno& comme par T o x o p h m a  est 

une perte de la plupart des cellules de la monocouche (FAYER et al 1969). 

Dans cette étude nous avons vu que les cellules peuvent continuer 

à se diviser tant que le clone ne gène pas ce phénomène et qu'une cellule 

parasitée peut donner naissance à des cellules apparemment saines, dont il 

conviendrait cependant d'étudier les modifications eventuelles du métabolis- 

me, étant donné que tous leurs organites ont été au contact et sous l'in- 

fluence du parasite pendant 1 cycle. 



ETUDE MICROCINEMAIIOGRAPHIQUE DE L'INFLUENCE 

DE L'INOCULATION DE 5ESNOlTIA JELLISUNI SUR LA DURJ3E 

DU CYCLE ET DE LA MITOSE DES CELLULES HELA 

Le cycle cellulaire a été étudié par de nombreuses méthodes 

décrites dans des ouvrages conmie celui de BASERGA (1976). Cependant, ces mé- 

thodes ne permettent pas, connue la microcinématographie,une étude directe 

du cycle et de la mitose (voir revue générale par COLLYN-d'HOOGHE 1980). 

Cette technique a été déjà utilisée pour étudier la motilité et le 

développement sur le vivant sur plusieurs Coccidies (DORAN 1973, 1982) ; nous 

l'avons employée dans le cadre des relations hôte-parasite pour déterminer 

l'action de BUW& jeeeiboL sur la durée du cycle et de la mitose des cel- 
lules Hela en fonction des générations. Nous avons en outre étudié l'influen- 

ce de l'age de la cellule dans le cycle au moment de l'infestation. 

1 - METHODES PARTICULIERES A LA MICROCINEMATOGRAPHIE. 

A - Généralités --------  

Pour les études microcinématographiques, 150000 cellules Hela ont 
2 

été inoculées dans des boites NUNCLON 25 cm puis placées sur la platine du 

microscope. 

Nous avons ch0is.i d'observer les cellules pendant 2 jours avant d e  

les inoculer ; ceci nous permet de contrôler le bon déroulement de la crois- 

sance des cellules. L'addition d'l ml de milieu contenant des parasites-ou 

sans parasites pour les cultures témoins- a lieu 48 heures après l'ensemence- 

ment, soit généralement durant la troisième génération après le repiquage ; 

Cette génération est dénommée "génération traitée" ; la génération qui la pré- 

cède est appelée "génération pré-traitée", la génération suivante est appe- 

lée "génération post-traitée" (voir schéma d'un pédigree (fig. 7). Rappelons 



que nous avons suivi la prodédure de manipulation décrite par COLLYN-dlHOOGIB 

( 1980) . 

B - Retard à la mitose et allongement de la mitose : définition : 
------------------------a- ------ 

Le retmd 3 la mitose et l'allongement de la mitose sont calculés 

selon la méthode utilisée par COLLYN-d'HOOGHE (1980). 

Le retard à la mitose des cellules d'une population inoculée pas 

des parasites est défini conme la différence entre la durée moyenne du cycle 

des cellules de cette population et le cycle moyen des cellules témoins. 

L'allongement de la mitose est défini et obtenu de la même façon. 

C - Méthode dkvaluation de l'influence de l'âge de la cellule dans le sycle . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
au moment de I'inoculation de parasites. --------------- ----  

Dans le but d'étudier les variations des effets de l'inoculation des 

parasites en fonction de l'âge de la cellule dans le cycle au moment de lYno- 

culation, les cellules ont été divisées en 5 groupes en fonction du délai en- 

tre la fin de la mitose précédente et le moment du "traitement". 

O à 4 heures 

4 à 8 heures 

8 à 12 heures 

12 à 16 heures 

et plus de 16 heures. 

D - Notion de ~robabilité de division. - - - - - - -  - - - - - - - - - - -  

La technique de cinématographie a rendu possible l'observation de 

l'évolution des cellules dans une culture. Certaines anomalies concernent 

des cellules mortes ou incapables de se diviser ; cette incapacité se tra- 

duit par différents aspects : pycnose, éclatement cellulaire, cellules qui 

n'entrent pas en division durant la période d'observation, fusions cellulaires. 



Tableau VI1 . Ef fe t  de l ' inoculation de B u n o i t i a  j U o d  a des cultures X %nid-6 a 5% 
Hada su r  l a  duree de leur cycle. . Signi6-6 a 2 %  

. . s i g n i 6 W d  à 1% 

. . . s i g n i 6 W 6  à Io/% 

NS - non 4 4 d m 6  

+ 

. hirie du cycle-mayennr! X(h1 
+ in terval le  d'estimation 
?ou de s6curitC) . S : Ecart type estimé 

. Nombre de valeurs 

. Retard (hl . CV =coefficient de va r i a t i cu  

T b t n  

26.03$1,53 

4,13 

29 

- 
0.16 

Dur6e du cycle-moyeno. 2 (h) P t v r ~ i a e 6  
2 intervaslle d'ertimacion Autres 

P u  . S - dcart  eypo e s t i d  Autrer 

P W e 6  . Nombre de valeurs Autres 

P t u w L a u  . R8tud (h) Autres 

Tra i té  

. . 
29,63$2,26 

9.60 

72 

3.6-2.73 
0.32 

X 33,20~6,1? 

28,26'1,97 

13,80 

7.11 

20 

52 

7,1716,36 

2.23f2.49 

P o s t - t r d t i  

28.9521.91 

10.09 

112 

2.92$,45 
0.35 

NS 21,980,13 

"'29,92ç1,91 

11,88 

9,39 

15 

97 

( - 1  4,05+6,32 

4,89$2,45 

2eport-trait6 

. . . 
29,56+0,77 

4,49 

135 

3.53~1~71 
0.15 

3epost-traité 

I 
28,0111.42 

3.62 

26 

1,98$2.09 
0.13 

NS 26,8+4,11 

"'29,70+0,77 

5,52 

4,40 

7 

128 

0,8114,44 

3,6721,71 

NS 26,93 
NS 28,0551,47 

- 
3.69 

1 

25 

0,9+1,53 

2,02' 2.12 



Nous avons calculé la probabilité de division selon la définition 

de WITMORE et TILL (1964, 1967) qui la considzrent corne le pourcentage de 

cellules capables, pour une génération donnée, de donner naissance à deux cel- 

lules filles. 

II - RESULTATS 

A - Effet de l'inoculation de Besno& L-OL sur la durée-du cycle . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ----------  ---- 
et de la mitose des cellules Hela ----------------- 

En raison des problèmes de disponibilité des appareils de microci- 

nématographie, nous n'avons pas eu la possibilité de réaliser simultanément 

une culture témoin et une culture infectée ; nous avons donc pris comme té- 

moins les cellules de la génération prétraitée des cultures infectées, ainsi 

nous avons comparé les cycles des générations traitées à celui de la généra- 

tion prétraitée; nous avons fait la même chose pour la mitose. 

Afin d'étudier l'influence de l'inoculation des bradyzoïtes de BU- 

W- j r & & 5 o L  sur la durée du cycle et de la mitose des cellules Hela, 
les valeurs individuelles des durées du cycle et de la mitose ont été re- 

groupées à partir de plusieurs expériences et les valeurs moyennes obtenues 

pour les différentes générations sont notées sur des tableaux. 

1 - Effet de l'inoculation sur les différentes générations 

a - Effet sur la durée du cycle. 

L'inoculation des cellules Hela par des bradyzoïtes de l3ebnoh% 

a provoqué une augmentation de la durée moyenne du cycle cellulaire. 

Le tableau V I 1  résume les paramètres statistiques : la moyenne ? 
S 

l'écart type estimé S, le coefficient de variation SV (SV = =) 
X 

La différence, comparée par le test t , entre les moyennes des cycles 



des différentes générations et la moyenne du cycle témoin s'est révélée si- 
e gnificative sauf pour la 3 génération post-traitée. 

La comparaison de ces générations entre elles par ce même test n'a 

pas révélé de différence significative. 

Le retard 3 la mitose (ou allongement de la durée du cycle) obser- 

vé au niveau de la génération traitée persiste au niveau des générations 

post-traitées. 

Nous avons séparé pour chaque génération, les cellules en deux 

groupes : celles "parasitéesl'et les autres dites "non parasitées" ; la dis- 

dinction a été faite de la façon suivante : 

Après l'éclatement d'une cellule et le rejet de parasite, nous te- 

montons l'arbre généalogique pour retrouver la cellule initiale qui a donc 

été parasitée "à coup sûr" ; ainsi nous notons toutes celles qui ont abrite 

des parasites jusqu'à la phase djéclatement. 

Nous considérons comme cellules "non parasitées", toutes celles 

qui n'ont pas éclaté pendant la durée de l'expérience, ce qui n'exclut pas 

qu'elles n'aient pas été momentanément au contact d'un parasite, ou que des 

éclatements nous aient échappé. 

La différence entre la moyenne du cycle de la génération témoin et 

celles des générations des cellules parasitées "à coup sûr'' ne se révèle 

significative qu'au niveau de la génération traitée. L'augmentation de la 

durée du cycle des cellules "non parasitées" n'est significative qu'au niveau 
e 

des générations post-traitée et 2 post-traitée (Tableau VII). 

b - Effet sur la durée de la mitose. 

La mitose est relativement stable au travers des générations après 
e 

l'inoculation des bradyzoïtes de G & 5 ~ a h %  szuf pour la 2 génération post- 

traitée où l'on observe une diminution significative de la durée de la mitose. 



Tableau VfIh : Eff at de l'inoculation de 8 ~ m f i  j ~ o d  

sur la durde d e  la. mitorc des c~llules üela. 

3* P.T. 

* 0,51«),11 

0,28 

26 

(-)0,15+0,15 

. . . O, 22 

NS 0 , 5 2 9 ,  11 

- 
0.28 

1 

'25 

I -)O, 44?0,24 

(-)0,55+o.15 

. Dura. du cycle-moyenne (h 
1 intenra~lle d'estimation 

, S Ecart type ertim6 

. Nombre de valeurs ' 

. Retard (H) 

. cv 

2' P.T. 

"0,49+3,07 

0.33 

90 

(-)O, 1 7 5 ,  i2 

"'0,26?0,1? 

0.5-,O7 

O, 23 
0.33 

? 

83 

r - ) a , ~ 0 , 2 0  

(-)O, 169.12 

- 

. Durée du cycle-moyeme (h) Parrrt6diteeb 
intervalle d'sstimetion Autres 

Poct-trait6 

N6 0,72$.17 

0.89 

107 

0.0643.20 

NS 1,0?'0,84 

US 0,66$,15 

1,5? 
0.74 

14 

93 

O, 4 1'0,85 

O +o,l8 

P-e.4 17,25 8.94 

Autres 1 2.37 1 7.46 

Trait< 

N6 0,5&-,17 

0.71 

72 

(-)o,08$,20 

N6 0,?8'0,5? 

O,C>OIP,O7 

1,29 

0.25 

20 

52 

O, 12?0,58 

(-)O, 169.12 

. Nombre de valeurs P m i R e u  7 3 

Autres 16 14 

. Retard (R) Pm~~Ltiteteeb 10,18+ 13,12 4,68?10,43 
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Tableau IX : 

Paau~.û%u . DurCe de la mitoscaoyenn. (h)htrea 
2 intsrvdle d'estimation . 

Y ' e b  . s 
htrer 

P W e d  . Nombre de valeurs 
Autres 

P ~ U  . Retard (R) 
Aut- 

. D u d e  de la mitose myon- 
ru (h) 
$ intcmulle d'astimatioa 

. S 

. Nombre de vuleurs 

. ~etard CR) 

a - Influence de l'âge de la cellule dans le cycle au moment du traitement 
sur la dur€e du cycle cellulaire de la génération traitée. 



En analysant de façon séparée la durée de la mitose des cellules 

parasitées "à coup sûr" et non parasitées (autres) et en les comparant à la 
+ 

valeur moyenne de la mitose témoin 0,66 - 0,10 heures, on observe une dimi- 
e e 

nution significative de la durée de la mitose de la 2 et 3 génération post- 

traitée chez les cellules parasitées "a coup sûr'' et pour les générations 
traitées et 2e post-traitGe chez les autres (Tableau VIII) . 

2 - Effet de l'âge de la cellule dans le cycle au moment du 
traitement. 

La plupart des études faites sur la pénétration ne sont pas quan- 

tifiées ( D O W  1982), mais les auteurs remarquent une pénétration massive du- 

rant les premières heures apres l'inoculation, sinon les premières minutes ; 

DOBY et AKINCHINA rapportent qu'il ne faut que 45 mn pour que tous les tachy- 

zoites de Be6naA%~ j U o n i  soient intracellulaires. 

a - Effet sur la durée du cycle. 

L'addition de BebnoLtAz dans le milieu de culture de la cellule 

Hela entraine un allongement significatif de la durée du cycle de la géné- 

ration traitée. Nous avons donc recherché une éventuelle influence de l'âge 

de la cellule hôte dans le cycle au moment de l'addition du parasite dans la 

culture. 

Les résultats sont groupés dans le tableau IX. 

11 semble que les cellules parasitées entre O et 4 heures et plus 

de 16 heures après leur dernière mitose soient les plus sensibles à l'action 

du parasite au niveau de la durée de leur cycle. 

Si l'on analyse de façon séparée les cellules parasitées "à coup 

skr" et celles supposées non parasitées, on n'observe pas de variation si- 

gnificative de la durée du cycle en fonction de l'âge de la cellule dans le 

cycle au moment du traitement. Seules les cellules supposées non parasitées 

présentent un allongement significatif de la durée de leur cycle lorsquelles 

sont traitées entre O et 4 heures après leur dernière mitose. Notons que la 



Tables, X P m b e b i l i t i  de diviaion des ~ r a c i o n s  t r u i c i e s  e t  pose-treieier 

(u repr isante  l e  e r s  de' v d a r a  individuel les) .  

2epost-tr l i tde 

0.58 

15 

0.09 

11  

0.74 

34 

Variation de Ir probabilici  de division an fonction de l 'âge pour la g(n6rarion t r a i c i e .  

(n repr6aenta l a  nombre de valauri  individuel les) .  

Toutes l e s  c r l l u l e s  
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Callules p e r u i t i e s  
"t coup aJr" 
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Autres 
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Port - t re i r ie  

0.90 
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0.58 

26 

0.98 

98 
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0.80 
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0.60 
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5 
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0.98 
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"i coup iiir" 

II 
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77 
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1 
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O, 94 
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1 
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0.80 
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15 
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0.94 
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0.75 
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1 

14 

1 2 r 1 6  

0.83 

6 

0.80 

4 

1 
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non signification du test t pour les cellules parasitées "à coup sûr" 

peut provenir du nombre de valeurs tres faible. 

b - Effet sur la durée de la mitose 

Nous n'avons observé aucun effet significatif de l'addition de pa- 

rasites sur la durée de la mitose de la génération traitée. Il ne nous a donc 

pas semblé nécessaire d'effectuer une étude de l'influence de l'âge de la 

cellule dans le cycle au moment du traitement. 

B - Probabilité de division. --------------  

1 - En fonction des générations. 

Le tableau X montre que la probabilité de division ne décroit d'une 
e façon nette que pour la 3 géné~ration post-traitée, cette probabilité pas- 

de 
se 0,95 pour le témoin à 0,57 pour cette génération. 

La probabilité de division des cellules parasitées "à coup sûr" dé- 
e 

croit rapidement jusqu'à une valeur presque nulle (0,09) vers la 3 génération 

post-traitée. 

2 - En fonction de l'âge des cellules de la génération "traitée" 
au moment de l'inoculation. 

Les résultats sont groupés dans le tableau XI, nous notons une 1é- 

gère diminution de la probabilité de division pour toutes les cellules du 

groupe inoculées de 8 à 12 heures et > de16 heures depuis le début de leur 
cycle, cette diminution est causée par les cellules parasitées "à coup sûr", 

la probabilité de division de celles-ci décroissant nettement au delà de l'âge 

O à 4 heures. 

C - Inlfuence de l'âge de la cellule sur la ~énétration du parasite. - - - - - - - - - -  _ _ - - _ - - _ - - -  - - - - - - - - - - -  

Nous avons voulu étudier le problème de la pénétration du parasite 

dans la cellule hôte. 



Cette pénétration se fait elle pré*f&rentiellernemt à un Sge parti- 

culier de la cellule hôte ? Pour tenter de répondre à cette question nous 

avons recensé les cellules parasitées "à coup sûr" en fonction de l'âge de 

la cellule hôte au moment du traitement. Les résultats sont groupés sur le 

tableau ci-dessous : 

Tableau XII 

Les cellules traitées 12 à 16 heures après le début- de leur cycle 

présentent le pourcentage de cellules parasitées le plus élevé : 66,66% 

Nombre total 

de cellules 

III - DISCUSSION 

Nous avons expliqué précédemment que, pour des raisons de non dis- 

ponibilité des appareils de microcinématographie, nous n'avions pu réaliser 

l'analyse des cultures témoins simultanément à celles des flacons infectés. 

Nous avons donc utilisé comme témoin les durées du cycle et de la mitose de 

de la génération qui précède le traitement. 

cellules para- 

sitées 

Pourcentage 

de cellules 

parasitées (%) 

L 

? 

30,43 

4 

22,22 

5 

2 5 

4 

66,66 
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50 

l 

l 
2 5 I 

1 

l 
I 

32,4? 



Dur6e du cycle e t  de 1. mitose des ce.llules Wi 

UI fonction des GénLrations. 

3eposr t ru9t6e  

28.9-1.67 

4.57 
0.16 
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0,5o+o. 14 

0.38 
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2' pose-tri i  t l e  
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O, 18 

(37) 

0,57+0,10 

0.29 
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(37) 
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0.28 

(30) 

0.60+0,10 

! 
0.19 i 0,26 

0.36 0.43 

(19) ' (29) 



11 était logique de se demander si pour la cellule hôte les durée 

du cycle et de la mitose ne varient pas spontanément en fonction des géné- 

rations. Nous avons donc réalisé quelques films sur des cultures témoins. 

Les résultats obtenus sont groupés dans le tableau XIII. 

On constate que les durées du cycle et de la mitose des cellules 

Hela sont relativement stables au travers des générations et que l'allonge- 

ment du cycle observé après inoculation de BUW& j&&5oL résulte bien 

de la présence du parasite dans la culture. La probabilité division est cons- 

tante au travers des générations (Tableau XIV), 

Cette stabilité du temps de cycle dans une même expérience pourrait 

être expliquée par plusieurs hypothèses (dans nos conditions de cultures) 

parmi lesquelles on peut citer : 

- La concentration des éléments nutritifs reste suffisante pendant au 
moins 5 générations : ainsi TAMM et al (1982) considèrent que des concentra- 

tions de sérum aussi basses que 2,5% apportent aux celluPes Hela les facteurs 

de croissance et d'autres composantes en quantités suffisantes pour assurer 

leur prolifération jusqu'à un taux de croissance maximum. 

- La densité de saturation cellulaire Joue un rôle prédominant dans la 
variation de la dur6e du cycle et de la mitose au cours des générations en 

agissant sur l'espace intercellulaire et la mobilité des cellules (COLLYN- 

dtHOOGHE 1980). ABERCOMBIE et AMBROSE (1958) montrent une corrélation posi- 

tive entre la mobilité cellulaire et la capacité de division. 

Dans nos conditions expérimentales, il semble que la concentration 

de départ (150000 cellules) permette une croissance sans grande influence du 

degré de densité : la saturation n'est pas atteinte au moment de l'arrêt de 

nos mesures. 

- Le pH reste constant pendant toute la durée de l'expérience DAWSON - et 

al (1965) et MIYAMOTO et al (1973) ont également enregistré des durées de cy- - 
cle parfaitement stables pendant plusieurs générations pour des cultures de 



P r o b a b i l i t é s  

Tableau X I V  

P r o b a b i l i t é  de Divis ion  des c e l l u l e s  Hela 

au t r a v e r s  des générat ions 



Sarcome de rat et de fibroblastes de souris (NCTC 929). 

Par contre d'autres auteurs rapportent une variation du cycle et 

de la mitose au travers des générations d'autres cellules par exemple les 

cellules EMT 6 (COLLYN-d'HOOGHE - et al. 1977). Les divergences des résultats 

entre les différents auteurs peuvent s'expliquer par la souche cellulaire 

utilisée, les conditions de culture etlou la densité cellulaire initiale. 

La valeur du cycle de la cellule Hela dans nos conditions de cul- 

ture est en moyenne comprise entre 26 et: 29 heures, cette valeur est 

proche de celle observée par : HSU119601 (30,s heures) et BRAVO et CELIS(198Ol 

(24,s heures), mais diffère de celle observée par PUCK et STEFFEN (1 963) (20,5 

+ - 1,5S heures) FROESE ( 1  966) (18 à 2 1 heures) TAMM et a1 (1 9821 (1 7 à 18,5 heu- 

res) , B E E T W  et TOLMACH ( 1  982) (1 6 heures) . 

Les différences enregistrées résultent très certainement de l'uti- 

lisation de sous clones différents et surtout des différentes méthodes dPé- 

tude du cycle (microcinéma, indices mitotiques ... ) 

A notre connaissance, aucune étude quantifiée de l'influence de 

l'introduction de parasitadans une culture cellulaire sur la durGe du cy- 

cle et de la mitose n'a été publiée jusqu'à présent. 

L'inoculation des cellules Hela par Besno& a provoqué un allon- 

gement significatif de la durée moyenne du cycle de celle-ci. Cette augrnen- 

tation peut être expliquée en partie pour la génération traitée par les per- 

turbations créées par les modifications de la membrane de celle-ci (voir le 

chapitre : pénétration) et par la présence du parasite dans le cytoplasme 

des cellules parasitées à coup sûr. Les cellules dites non parasi- 

tées ne semblent ressentir l'introduction du parasite dans le milieu qu'à par- 

tir de la génération post-traitée. Cet allongement du cycle peut être dû à 

divers facteurs perturbant le métabolisme de la cellüle-hôte : 

- Parce qu'il y a une prgdominance de métabolisme de carbohydrates chez 
les Coccidies, il n'est pas exclu de penser que le parasite puise l'oxygène 

contenu dans le cytoplasme de la cellule hôte infestée durant sa croissance 



(WANG 1982) ; ceci expliquerait la production massive d'acide lactique paz 

des cellules infestées, ce qui a été montré à propos du tissu intestinal pa- 

rasité par &h& acavueina (VAN DER HORST et KOUWENHOUEN 1973), ou bien 

la diminution de pH chez l'hôte infesté : ceci a été retrouvé par exemple 

pour &h& ne- (STEPHENS 1965). 

- Les Coccidies montrent une incapacité de synthétiser certains acides 
gras essentiels insaturés (WANG 1982), on peut penser que le parasite les 

puise dans le cytoplasme hôte. 

- D'autres substances peuvent être puisées dans le cytoplasme hôte 
(voir WANG 1982). 

Des perturbations dans les échanges entre la cellule et son envi- 

ronnement peuvent être observées après une infection. BROWNING et al 1976 

ont montré par autoradiographie, qu' aussi bien les cellules parasitées que 

non parasitées dans une culture infestée montrent une augmentation de l'in- 

corporation de la thymidine tritiée ; cet effet n'a été significatif que 

24 heures après l'inoculation. Cet expérience illustre un exemple des pertur- 

bations qui peuvent altérer les mécanismes métaboliques dans une culture in- 

festée . 

On peut suggérer les hypothèses suivantes pour la perturbations du 

déroulement normal du cycle des cellules Hela infestées par 8&5w& : 

- L'augmentation de la durée du cycle des cellules parasitées à coup 

sûr pendant la génération traitée serait peut être due à la production de 

certaines substances par la cellules-hôtespour réparer les dégats provoqués 

par la pénétration du parasitelet en même temps l'élaboration de substances 

pour rejeter ou s'adapter Zi  ce corps étranger ; globalement ce serait les 

réactions de défense qui auraient augmenté la durée du cycle. 

- Le parasite aurait pu en cours de pénétration produire une substance 
facilitant sa pénétration puis des substances de camouflage ou de protection 

(vis à vis des lysosomes de la cellules hôte par exemple) et puiser des subs- 

tances pour assurer son développement, tout ceci aurait agi sur la cellule 



hôte en l'affaiblissant, ce qui se traduirait par une augmentation de la du- 

rée de son cycle. 

- L'effet tardif de la présence du parasite sur les cellules présumées 

saines (1 génération aprés l'inoculation) pourrait être dû : au temps néces- 

saire pour l'atteinte d'un seuil critique en concentration de substances 

nocives ou toxiques produites par les parasites et/m les cellules parasitées 

à coup sûr dans le milieu de culture et qui auraient sensibilisé les cellules 

dites saines. Dès cette génération nous trouvons aussi des cellules sans para- 

sites, qui proviennent de la division de cellules meres parasitées ayant don- 

né 1 cellule fille avec parasite et une sans parasite mais dont les mécanis- 

mes cytologiques ont pu être altérés. 

Les cellules parasitées à coup sûr semblent "s'adapter" aux condi- 

tions impliquées par la présence du parasite (création d'un équilibre assu- 

rant la survie des deux partenaires ? )  alors que celles supposées saines "sou- 

ffrent" de cette présence jusqu'au début de la 3e génération post-traitée. 

Mais ici encore la prudence s'impose étant donnéela disproportion importante 

entre le nombre de valeurs des 2 groupes de cellules. 

N'ayant trouvé que peu de renseignements sur les échanges entre le 

parasite et son hôte aussi bien que sur la manière dont se font ceux-ci, il 

nous est difficile de faire une comparaison avec d'autres agents qui allon- 

gent la durée du cycle (par exemple les irradiations). 

L'effet du traitement sur la mitose n'entraine de moctification de 

la durée de celle-ci d'une façon significative que pour la génération deuxiè- 

me post-traitée pour l'ensemble des cellules. Quand on sépare la population 

en cellules parasitées et non parasitées, ces dernières semblent montrer une 

diminution significative de la durée de la mitose à la génération traitée et 

2e post-traitée ; ce qui pourrait être lié à la présence du parasite dans le 

milieu extracellulaire ; pour la génération traitée la culture vient d'être 
e 

inoculée avec des ôebna&, pour la génération 2 post-traitée cela corres- 

pond à des éclatements cellulaires : en effet nous avons calculéla durée moyenne 

du cycle du parasite:pour ces expériences elle est de 75,05 +_ 14,05 heures 



Nous ne pouvons e~liquer par quel mécanisme pou$rrait arriver cette djdnu- 

tion de la durée de la mitose. 

e Remarquons, cependant, que la génération 2 post-traitée corres- 

pond à celle où on a une vague d'éclatement des cellules parasitées "à coup 

sûr" donc une génération où les clones de parasites sont volumineux et peu- 

vent gêner le déroulement normal de la mitose. 

L'influence de l'âge de la cellule dans le cycle au moment du trai- 

tement n'implique de variation significative de la durée du cycle que pour 

les cellules traitées entre O à 4 heures et > 16 heures depuis le début de 
leur cycle c'est à dire en dehors de la phase de synthèse d'ADN. 

La probabilité de division ne commence à décroître qu'au delà de 

la génération post-traitée donc après un temps de contact avec le parasite 

d'à peu près 3 jours ou plus, on remarque que cette diminution de la facul- 

té des cellules à se diviser est surtout observée au niveau des cellules pa- 

rasitées. Notons que cela correspond à nos observations sur le vivant ; l'é- 

clatement de certaines cellules parasitées débute 48 heures après l'inocula- 

tion du parasite, et une vague d'éclatement arrive entre le troisième et le 

quatrième après celle-ci. 

La variation de la probabilité de division en fonction de l'âge de 

la cellule dans le cycle ne semble provenir que des cellules parasitées à 

coup sûr. En général ces cellules qui ne sont pas divisées éclatent après 

48 heures d'inoculation ou plus. 

La pénétration du parasite dans la cellule hôte intervient préfé- 

rentiellement lorsque la cellule est traitée de 12 à 16 heures après le dé- 

but de son cycle, elle est alors de 6 6 , 6 6 % .  

Le cycle des cellules somatiques est divisée en 4 phases, nommées 

G (phase de présynthèse) suivie par S (phase de synthèse d'ADN) G2 (période 
1 

dite de post synthèse) et M (phase de division cellulaire). 



Pour BRAVO et CELLIS (1980) le cycle moyen de la cellule Hela de 

24,5 heures est divisé en G1 (1 1,5 heures), S (8,8 heures), et M 4 heures. 

Pour BEETHAM et TOUFACH (1 982) le temps de génération est de 16 heures avec 

6,s heures pour G,, 6 heures pour 5 et 3 heures pour G2. Pour FIRKET et 

MAHIEU (1966) rapportent une durée moyenne de la phase S de 8 heures. 

On peut donc estimer que l'âge : 12 à 16 heures pourrait corres- 

pondre à la phase S, ou à une deuxième partie de cette phase. 

DVORAK et HOWE 1977 rapportent que l'âge de la culture des cellu- 

les BESM (Secondaqbovine embryo Skeletal muscle) influence directement la 

capacité de TOW-m gon&i i  à pénétrer les cellules. 

La sensibilité à l'infection des cellules Hela par ToxOp.&Am~. gon- 
d.Ü et T q v b o r n a  augmente quand les cellules Hela passent de la pha- 

se G1 à la phase S do leur cycle de croissance et décroit quand la cellule 

passent en G - M(DV0RAK et CRANE 1981). D'après ces auteurs les composantes 2 
de la surface des cellules Hela faisant fonction de récepteurs apparaîtraient 

en forte concentration dans la phase S et pourraient être responsables de ce 

phénomène. 

Notre résultat, obtenu avec une technique différente est tout à fait 

en accord avec celui de DVORAK et CRANE (1981). 

AVANTAGES ET LIMITES DE LA METHODE 

La microcinématographie permet l'étude directe du comportement du 

couple parasite/cellule-hôte, elle nous permet de déterminer avec précision 

l'action du parasite sur la durée du cycle et de la mitose de sa cellule hô- 

te et l'évolution de ces 2 paramètres en fonction des générations ; par cette 

méthode l'âge des cellules au moment du "traitement1' est déterminé sans avoir 

recours à des artifices physico-chimiques, le moment des éclatements cellulai- 

res est situé avec exactitude ; la possibilité del'remonter le temps" établit 

ainsi le moment de l'infection. Mais cette méthode nécessite de n'avoir au 



départ qu'un faible nombre de cellules, ce qui rend difficile l'interpréta- 

tion statistique des résultats. Par ailleurs elle ne permet pas d'étudier 

les différentes phases du cycle : pour les connaitre il faut la coupler avec 

d'autres méthodes (par exemple méthodes autoradiographiques, la cytofluoro- 

métrie de flux . . . ) 
Les résultats que nous avons obtenus sont certes préliminaires et 

peuvent susciter un certain nombre de critiques. Le manque de références sur 

le !sujet était total en ce qui concerne le développement des Coccidies h 
v a ,  et presque total pour les cellules Hela, de sorte que nous avons dû 

mettre au point le protocole expérimental. Ce n'est que lors de l'interpré- 

tation des résultats que sont apparues clairement les lacunes ou les erreurs 

que nous avions pu commedttre. Ainsi, nous nous étions basés sur des travaux 
de 

qui rapportaient que la pénétration d'une suspensionYzoItes de Coccidies dans 

une culture est très rapide (moins de 1 heure après l'inoculation). Effecti- 

vement l'étude approfondie des films laisse supposer que les cellules ont été 

infectées dans les premiers instants. Cependant nous avons voulu vérifier si 

ceci pouvait être considéré comme absolu, et les expériences que nous avons 

faites dans ce sens (chapitre : page 3 3  ) ont montré que les bradyzoïtes 
.in ecti ux restaien5 pJusieurs heures. La rigueur expérimentale exige donc que 

les expériences ultérieures en microcinématographie comprennent un lavage 

efficace des cultures gtudiées 112 heure ou 1 heure après l'inoculation des 

parasites ; ceci constitue d'ailleurs un résultat en soi et une étape vers 

une standardisation des méthodes. 

L'étude de clones de cellules, c'est à dire en utilisant une seule 

cellule-hôte au départ permettra de suivre avec certitude les cellules soeurs, 

en particulier d'évaluer les perturbations qui ont pu être infligées 2 la cel- 

lule redevenue "saine" après la division d'une cellule-mère porteuse d'un pa- 

rasite. Enfin il faudra coupler cette méthode avec celles qui permettent de 

situer dans le cycle cellulaire les stades sensibles au parasite. 



RESUME ET CONCLUS ION GENERALE 



Rgsumé et Conclusion Générale 

L'étude des corrélations entre BebwU j u o n i  (Coccidie) 
et sa cellule-hôte & v h  a été abordée à l'aide de différenteeechniques 

dont certaines nouvelles pour ce matériel. 

de 
L1observa.tion sur le vivant complétée par quelques données mi- 

croscopie électronique montre que la motilité est un phénomène très impor- 

tant pour la pénétration des zoites de B e b n o W  dans la cellule hôte, et 
que cette pénétration est active. 

Notre travail confirme la non spécificité des cellules-hôtes po- 

tentielles à l'égard de B e b n o U  (comme de T o x o ~ m a )  puisque toutes les 
cellules que nous avons utilisées se sont révélées accueillantes. Nous avons 

cependant choisi d'expérimenter sur la cellule Hela car elle permet une ex- 

cellente "lecture" des infections en raison de la faible densité de son cyto- 

plasme et de l'homogénéité des tapis qu'elle forme (à la différence des cel- 

lules embryonnaires par exemple) ainsi que pour sa longévité à l'état con- 

fluent et sa résistance (d'autres cellules se décollent plus facilement). 

L'incubation dans de la trypsine pendant un temps court s'est ré- 

vélée activatrice de la pénétration pour les bradyzoïtes, mais nocive pour 

les tachyzoïtes. 

La présence de sérum dans le milieu de culture augmente la pé- 

nétration des zoites de GUnoh%.  j e & d o n i  dans sa cellule hôte. Le pour- 

centage de cellules parasitées augmente avec le nombre de parasites inocu- 
2 

lés ; à partir de 8 millions de 8 ~ n o &  par boite (de 25 cm ) ,  la répar- 

tition des parasites ne se fait plus au hasard, et il faut admettre qu'une 

cellule parasitée est plus apte qu'une cellule saine à recevoir d'autres pa- 

rasites. 

Nous avons pu montrer que l'ensemencement avec moins de 400 000 
2 

cellules Hela par boite (de 25 cm ) n'est pas compatible avec une étude de 

répartition statistique de la parasitémie. 



Nous avons montré par comptage qu'un grand nombre de paras.ites 

rentrent dans les cellules hôtes quelques heures après l'inoculation, mais 

que pour les bradyzoites la pénétration peut continuer jusqu'à 24 heures 

après l'inoculation. Par contre l'étude en cinématographie met en évidence 

une perte rapide de la motilité et du pouvoir de pénétration des fachyzoi- 

tes. 

Ce ~roc.édé permet de confirmer que le temps de génération du para- 
qu'1.1 se prodult une 

site est de 24 heuresl; vague d'éclatement de cellules après 3 jours d'ino- 

culation ; qu'une cellule parasitée peut se diviser et comporter dans sa 

descendance des cellules redevenues "saines". 

Enfin nous avons recherché l'influence du parasite sur la durée 

du cycle et la mitose de la cellule hôte en utilisant la technique de mi- 

crocinématographie, ce qui à notre connaissance, n'avait jamais été réali- 

sé. Ainsi nous avons noté une augmentation significative de la durée du 

cycle des 3 premières générations après l'infestation pour l'ensemble des 

cellules de la culture, une diminution de la durée de la mitose de la 2e 

génération post-traitée, une plus grande receptivité au parasite des cel- 

lules inoculées par B&-hna&&2 j&&oni 12 à 16 heures après le début de 

leur cycle. 

De l'ensemble de notre travail ressortent un certain nombre de 

résultats qui pourront être mis à profit par de futurs expérimentateurs: 

Pour une étude h v&o sur les relations entre le parasite et 

une cellule hôte, necessitant une durée assez longue (plus d'une semaine), 

il est préférable d'utiliser un faible nombre de parasites (ne dépassant 
2 pas 2 millions de bradyzoïtes par boîte de 25cm ) et une quantité de cellu- 

les ne dépassant pas 200 000, un pourcentage de sérum de veau de 5 à 10%. 

Alors que pour étudier ces relations sur une durée de temps ne 

dépassant pas une semaine, 4 millions de bradyzoïtes par boîte sont suffi- 

sants pour donner une infection facilement repérable, ne dépassant pas 50% 

des cellules, une concentration de sérum de 2 à 5% convient à une bonne 

croissance des cellules hôtes ; celles-ci peuvent être ensemencées au départ 



avec une concentration qui donne presque la confluence, ce qui nous permet 

d'avoir une grande partie des cellules dans un même stade (G1), et autorise 

des comparaisons raisonnables d'une manipulation à l'autre. 

Pour les expériences nécessitant la synchronisation des parasites 

et pour la cinématographie surtout lors de la recherche de l'action de l'âge 

de la cellule dans le cycle sur la pénétration du parasite, un lavage des 

cellules au maximum une heure après l'inoculation s'impose. 

Si on est obligé d'utiliser un grand nombre de parasites, on doit 

tenir compte de la possibilité de pénétrations multiples dans une même cel- 

lule. 

Toutes ces conditions permettent de maintenir un bon équilibre en- 

tre les parasites et les cellules. 

Nous avons montré que la méthode de microcinématographie permet 

d'étudier avec précision les variations au cours des générations et avec 

l'âge, de la durée moyenne du cycle et de la mitose. La connaissance des 

stades sensibles au parasite dans le cycle d'une cellule peut à coup sûr 

faire progresser les recherches sur les récepteurs membranaires et l'effi- 

cacité des drogues. 

La microcinématographie pourra permettre de préciser le degré de 

synchronisation des cultures,de suivre individuellement l'évolution d'une 

cellule saine fille d'une cellule parasitée;couplée à des études structura- 

les elle pourra aider à connaître l'action cytotoxique des parasites ou 

de leurs extraits sur les cellules hôtes, ou l'action de drogues sur ces pa- 

rasites ainsi que le rétablissement des fonctions normales des cellules. 
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