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Cette étude a porté sur la détection des antigènes circulants, 

des complexes immuns et des anticorps de la classe IgE dans 1'0nchocercost., 

Il est probable que la détection des antigènes circulants spéci- 

fiques du parasite dans le sérum ou l'urine des patients onchocerquiens 

favoriserait le développement de ltimmunodiagnostic de la maladie ou 

d'en discerner les formes cliniques au cours d'une infection naturelle. 

En utilisant les techniques de double diffusion et d'immunoélectrophorèse, 

les antigènes circulants d'onchocerca volvulus (AC01 ont été détectés 

chez 31 % de sujets onchocerquiens. Par contre, en appliquant des techni- 

ques plus sensibles tels que le Radi~immuno~récipitation-PEG assay (RIPEGAI 

ou le Sandwich RadioImmunoAssay (SRIAI, on observe que plus de 75 % de 

sérums des patients infectés contiennent des ACO. La spécificité parasitaire 

de AC0 est démontrée directement par une réaction d'identité avec un com- 

posant de l'extrait total soluble de 0. volvulus. Les AC0 ne sont pas 

décelés quand on utilise les hyperimmunsérums préparés contre d'autres 

parasites, sauf lthyperimmunsérum anti-0. volvulus. Néanmoins, ce dernier 

montre une.réaction croisée entre AC0 et certains antigènes circulants 

dans le cas d'autres filaires humaines (~uchereria bancrofti, Loa loa, 

Brugia malayi) mais pas avec d'autres nématodes (Ascaris lumbricoides, 

Schistosoma mansoni, Fasciola hepatica). Cependant, l'analyse des divers 

sérums par la technique dtimmunoélectrophorèse indique la présence d'un 

systgme précipitant majeur localisé dans la région cathodique et qui est 

spécifique de l'onchocercose. Ceci permet dans une future étape de produire 

un hyperimmunsérum monospécifique contre cet antigène circulant majeur, 

afin de pouvoir établir un test spécifique de l'Onchocercose. 



Nous savons qu'au cours de l'Onchocercose, il y a une synthèse 

des anticorps spécifiques du   ara site. La présence des antigènes circulanrs 

libres montre qu'ils peuvent être en excès ou sous une autre forme. Ceci 

nous a conduit à étudier la présence des immuns complexes dans 1'0nchocer- 

cose et à analyser les anticorps formant les complexes et la nature para- 

sitaire de l'antigène impliqué. 

Les études préliminaires montrent que les IgG et les IgM forment 

avec AC0 des imuns complexes circulants. Dans bien des infections parasi- 

taires, les imuns complexes peuvent être associés à la pathologie infec- 

tieuse. 

De plus, une synthèse accrue des IgE est fréquente dans les 

infections filariennes. Les analyses quantitatives et qualitatives de la 

réponse IgE chez les sujets infectés peuvent contribuer valablement à la 

détermination d'une immunité de ~rotection ou à la compréhension de la 

pathologie onchocerquienne. Plus de 70 % de patients onchocerquiens onC 

un taux élevé d'IgE spécifiques de O. volvulus comparativement aux sujets 

infectés par d'autres filaires (Loa loa, Wuchereria bancrofti, Brugia 

malayi) ou par d'autres helminthes (S. mansoni, A. lurnbricoides, F. he~atica) 

Les IgE spécifiques de 0. volvulus sont plus élevés chez les patients qui 

ont la gale filarienne. Le taux d'IgE total est significativement plus 

élevé dans les sérums des différents groupes d'individus originaires des 

zones endémiques que chez les sujets sains européens. Si on remplace 

l'antigène 0. volvulus par des extraits obtenus à partir d'autres helminthes, 

on n'observe pas de réactions croisées. Cependant, les tests d'inhibition 

et la r a d i o i m u n o é l e c t r o p h o r è s e  montrent que les anticorps IgE présents 

dans les sérums de patients onchocerquiens reconnaissent les allergènes 

contenus dans les extraits totaux solubles des vers adultes de 0. volvu?l-r --". - 
: 

et de D. viteae. Cette dernière observation nous semble capitale, en effet * 

l'isolement et la purification des fractions allergéniques de D. viteae 



et leur utilisation dans la détection des IgE dans les filarioses 

humaines de façon générale et l'onchocercose en particulier pourrait 

constituer une voie d'approche pour la mise au point d'un test immuno- 

diagnostic différentiel. 



INTRODUCTION 

Les filarioses sont des maladies très répan- 

dues dans les régions tropicales. On estime à 300 mil- 

lions le nombre de personnes atteintes. Les principales 

espèces filariennes rencontrées sont : 

. Wuchereria bancrofti et Brugia malayi en Asie 

et dans les îles du Pacifique 

. W. bancrofti et Onchocerca volvulus en Amérique 

Latine 

. W. bancrofti , O. volvulus et Loa loa en 

Afrique. Les espèces filariennes y sont plus nombreuses 

et la morbidité créée par ces affections est plus im- 

portante. 

De toutes ces filaires, 0. volvulus est la 

plus redoutable par la-cécité qu'elle entraîne souvent 

et par l'éléphantiasis, facteurs de gravité qui handi- 

capent l'homme et, par conséquent, paralysent l'écono- 

mie de certaines régibns rurales. 

Les filarioses figurent à côté des autres ma- 

ladies tropicales considérées comme fléau de l'humanité 

(paludisme, Trypanosomiases, Schistosomiases, leishma- 

nioses, lèpre). Elle ne mettent que rarement la vie du 

malade en danger. En cela, les filarioses se distin- 

guent d'autres affections tropicales comme le paludisme 



ou l a  maladie  du sommeil qu i  o n t  un t aux  d e  m o r t a l i t é  

é levé .  

En r a i s o n  d e l a  pé r iode  d ' incuba t ion  q u i  est 

longue e t  de l a  f r équence  impor tante  d e s  p o r t e u r s  de 

p a r a s i t e s  non malades,  appe lés  " p o r t e u r s  sa ins" ,  l e  

problème du d é p i s t a g e  d'une a f f e c t i o n  précoce e t  c e l u i  

du t r a i t e m e n t  se posent .  

Les méthodes couran tes  de d i a g n o s t i c ,  f a i t e s  

de l a  r echerche  d e s  p a r a s i t e s  en microscopie d i r e c t e  e t  

du t e s t  d e  MAZZOTTI, s o n t  t a r d i v e s  et peu f i a b l e s .  

L'appoint de l 'immunologie, p a r  les  méthodes 

i n d i r e c t e s  de "d iagnos t i c"  pa r  mise en  évidence  des  an- 

t i c o r p s  s p é c i f i q u e s  dans  les sérums des  p a t i e n t s  f i l a -  

r i e n s  a  é t é  un e s p o i r .  Mais avec La recherche  de  c e s  

a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s ,  se pose l e  problème de l a  spéci -  

f i c i t é  d e s  tests, é t a n t  donné q u ' i l  e x i s t e  une parenté  

a n t i g é n i q u e  d'une p a r t  e n t r e  les f i l a i r e s  e t  d ' a u t r e  

p a r t  e n t r e  l e s  f i l a i r e s  e t  d ' a u t r e s  nématodes. 

D e  ce  f a i t ,  il s ' avè re  n é c e s s a i r e  de r endre  

les t e s t s  p l u s  s p é c i f i q u e s  non p l u s  pa r  l a  recherche  
J 

des  a n t i c o r p s  mais p a r  l a  mise e n  évidence des  an t igè -  

nes c i r c u l a n t s  dans les sérums ou dans les  u r i n e s  des  

p a t i e n t s .  Les a n t i g è n e s  c i r c u l a n t s  son t  d é f i n i e s  comme 

des  subs tances  s o l u b l e s  l i b é r é e s  p a r  l e s  p a r a s i t e s  dans 



la circulation sanguine. En plus, leur présence pour- 

rait constituer un marqueur de l'infection permettant 

même de déceler l'affection pendant la période prépa- 

tente. Jusqu'alors, cette présence d'antigènes circu- 

lants n'a jamais été démontrée dans 12s filarioses. 

Nous avons mis en évidence des antigènes cir- 

culant~ spécifiques d '  O. volvulus dans l'Onchocercose 

Ces antigènes induisent la synthèse des anticorps avec 

lesquels ils forment des complexes, et parmi ces anti- 

corps les IgE qui, à notre avis, participeraient aux 

manifestations cliniques de type allergiques observées 

dans 1'0nchocerco~e. 

Avant de procéder à l'examen de nos 

résultats,nous ferons un bref rappel des dcnnées 

récentes concernant les filarioses humaines, les 

antigènes circulants,les immuns complexes circulants et 

les immunoglobulines E. . 
- - - - - -- - - - -  



..... zones  o n c h o c e r q u i e n n e s  
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C H A P I T R E  1 

DONNÉES GÉNÉRALES SUR L E S  F I  L A R I O S E S  HUMAINES 

A - LES FILARIOSES HUMAINES 

1 ) ONCHOCERCOSE 

a )  Biologie  

L'Onchocercose humaine est endémique en 

Afrique Occidentale e t  Centra le ,  en  Amérique Centra le  

e t  au Yémen. On compte actuellement environ 40 m i l l i o n s  



d'individus atteints d'onchocercose clinique (OMS,1976) 

dont environ 25 millions sont aveugles en zones tropi- 

cales. Cette affection à symptomes dermique et oculaire 

a été décrite pour la première fois en 1875 par O'NEIL 

qui reconnut la nature filarienne des parasites trouvés 

dans les lésions de "Craw-Craw" (gale) chez les afri- 

cains originaires de la Côte-d'Ivoire. 

Le parasite O. volvulus est transmis à 

l'homme par une mouche noire hématophage (simulie) dont 

l'habitat est localisé le long des cours d'eau rapides, 

d'où le nom de "cécité des rivières" donné à l'oncho- 

cercose. Alors que 0. volvulus est décrite comme une 

espèce unique, les espèces de simulie varient considé- 

rablement selon les régions (OMS, 1976). 

En Afrique, l'espèce de simulie (Simulium 

damnosum) est le vecteur le plus fréquemment rencontré. 

Une autre espèce (S. naevi) vit en Afrique de l'Est et 

Centrale (NELSON, 1970). 

Les foyers de l'Onchocercose sont moins ré- 

pandus en Amérique Centrale et du Sud qu'en Afrique. 

L'espèce simulie vectrice est S. ochraceum (De LEON 

et DUKE, 1966). 

Le cycle évolutif 

La biologie de O. volvulus a fait l'objet de 



nombreuses études (NELSON, 1970 ; BLICK, 1974 ; 

MACKENZIE et NGU, 1979), mais plusieurs aspects du cy- 

, cle du nénatode sont encore mal connus : par exemple, 

la migration de la larve infestante (L4) et celle du 

parasite jeune dans I'organisme de l'homme, de même que 

le mode d'invasion de l'oeil par la microfilaire. Le 

temps qui sépare fieux stades larvaires consécutifs est 

aussi mal connu. 

C i l e L e  d l O N C H O C E R C A  V O L V U L U S :  
, 



b) Manifestation cliniques 

Depuis 20 ans, les é-udes cliniques ont été 

entreprises sur l'onchocercose africaine, particulière- 

ment au Cameroun par DUKE et al. , ensuite par LWERSON 

et FUGLSANG, en Amérique Centrale, notons les travaux 

de MARTINEZ-BAEZ et al. . 
. Manifestations dermatologiques : 

Contrairement aux infections à W. bancrofti 

et B. malayi où la pathologie est surtout causée par 

les stades adultes dans les lymphatiques, les principa- 

les lésions dans les infections à O. volvulus sont. 

dues aux microfilaires mortes ou vivantes. Souvent, la 

première manifestation est due à la présence des micro- 

filaires dans la peau avec des lésions dermiques telles 

que les éruptions prurigineuses au niveau des jambes et 

des bras, l'oedème avec "peau d'orange" commun aux pre- 

miers stades (NELSON, 1970 ; B U C K ,  1974 ; ANDEXSON 

et al. , 1974). . 
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Dans l'évolution de la maladie, peuvent appa- 

raftre une modification de la pigmentation, une hyper- 

kératite avec lichénifaction donnant un aspect de "peau 

de lézard" (CONNOR et al. , 1970). Ces aspects corres- 

pondent à la forme généralisée de la maladie décrite 

par BARTLETT et al. (1978) et MACKENZIE et al. (1981) 

et les patients ont la particularité d'avoir pca de mi- 

crofiialreo Eans la peau ; les nodules sous-cutanés 

sont relativement rares. 

L'Onchocercose se caractérise aussi par l'ap- 

parition fréquente de nodules sous-cutanés sur Les 

plans osseux, notamment dans la région de la crète ' 

iliaque, de l'omoplate, du genou, des côtes (NELSON, 

1970). Les nodules proviennent des réactions tissulai- 

res autour des vers adultes, mais le mécanisme de for- 

mation e;t encore inconnu. Ces nodules peuvent se for- 

mer en profondeur et ne sont pas palpables. 

. Lésions ophtalmiques 
Le mode de pénétration des microfilaires dans 

l'oeil est peu conw. Ces parasites peuvent avoir accès 

aux tissus oculaires via les tissus de la conjonctive, 

via le système vasculaire, ou peut-être via le nerf op- 

tique dans le cas de l'atteinte du segment postérieur. 

Souvent, les microfilaires atteignent la chambre anté- 

rieure. Les formes pathologiques oculaires peuvent être 
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classées en deux groupes : réactions aiguës et réac- 

tions chroniques. 

La kératite sclérosante, cause fréquente de 

cécité en savane africaine, s'installe par un long pro- 

cessus. La cornée contient des microfilaires dégénérées 

auxquelles sont fixées des cellules inflammatoires 

(BLUCK, 1971). De plus, RODGER (1973) a émis I'hypothè- 

se que la cécité peut aussi provenir d'une réaction in- 

flammatoire du nerf optique. 

. Systèmes lymphatiques 
Bien que l'Onchocercose provoque des manifes- 

tations pathologiques dans les tissus dermiques et ocu- 

laires, elle peut toutefois affecter le système lympha- 

tique et entraîner dans le cas.extrême l'éléphantiasis 

(CONNOR et al. , 1970 ; GIBSON et CONNOR, 1978). 

. Formes cliniques 
L'Onchocercose présente des formes cliniques 

variables d'une région à l'autre. Les différences entre 

les formes de savane et celles de la région forestière 

de l'Afrique ont été décrites par ANDERSON et al. 

(1974). 

En savane, les populations ont peu de nodules 

palpables et une microfilarodermie élevée avec une hau- 

te incidence d'uvéité antérieure et de kératite scléro- 

sante, par opposition aux populations infectées de la 



région forestière qui ont plus de nodules avec un taux 

modéré de microfilarodermie et relativement peu de cé- 

cité dues aux lésions de la chambre antérieure de 

l'oeil. L'impact de 1'0nchocercose sur le système lym- - 

phatique est plus marqué en zone forestière qu'en sava- 

ne (ANDERSON et al. , 1974). 

Les facteurs responsables de différences géo- 

graphiques de cette maladie sont probablement nombreux 

mais l'hypothèse selon laquelle il existe plusieurs 

souches de parasites semble vérifiée (DURE et ANDERSON, 

1972 ; DUKE et GARNER, 1975). La souche de la savane 

soudanaise par exemple ne survivra pas chez le vecteur 

de la zone pluvieuse forestière et vice-versa (DURE, 

1967) ; O. volvulus africain ne survivra pas non plus 

dans l'espèce de sinulie de l'Amérique Centrale (DUKE 

et al. , 1967). BRYCESON - -  et al. (1976) ont démontré 

des différences antigénique~ entre les souches de 

0. volvulus de la savane et de la région forestière. 

c) Réponse immune dans l'Onchocercose 

L'absence de modèle expérimental de l'Oncho- 

cercose humalne pose des problèmes pour l'investigation 

immunologique de cette infection. La difficulté d'obte- 
- 

nir le matériel des zones endémiques a conduit a utili- 

ser les extraits d'antigènes bruts de O. volvulus ou 
%-, 

des autres filaires. La caractérisation des antigènes 



O. volvulus est de première importance dans les étu- 

des immunologiques en relation avec les variations cli- 

niques. Les études sont rendues encore plus complexes 

en raison du fait que les malades sont fréquemment po- 

lyparasités et souffrent souvent d'autres infections 

virales, bactériennes et helminthiques. De plus, on 

n'oubliera pas l'impact de la malnùtrition sur la ré- 

ponse immunitaire. 

Les études de CAPUCCINELLI et al. (1971) sur 

des malades du Libéria ont montré une augmentation des 

IgD et pas des autres classes d'immunoglobulines. Cela 

contredit les études de BUCK et al. (1973) qui obser- 

vent que I1Onchocercose sévère est associée à un taux 

d'IgG et dtIgA dans le sérum mais des concentrations 

relativement faibles des IgD. La population étudiée par 

ces mêmes auteurs est sous-nutrie et certains paramè- 

tres du systeme inmunitaire sont déprimés. Par ailleurs 

NGU et BLACKETT (1976) trouvent des taux d'TgG, dlIgM 

et d'Irrmiunoconglutinines plus élevés chez les Onchocer- 

quiens que chez les sujets sains. Un taux élevé d'IgE a 

été décrit chez 86 % de Nigerians onchocerquiens 

(SOMORIN et al. , 1977), tandis que BUCK et al. (1973) 

ne notent aucune élévation d'IgE dans leurs observa- 

tions. 

Par ailleurs, le parasite peut vivre long- 



temps en  harmonie r e l a t i v e  avec l ' h ô t e  e t  l e  taux des  

a n t i c o r p s  a t t e i n t  un p l a t e a u .  Cependant, il a r r i v e  des 

pé r iodes  de l a  maladie où une r é a c t i o n  i n t e n s e  apparas t  

c o n t r e  les m i c r o f i l a i r e s  e t  à c e  moment l a  syn thèse  des  

a n t i c o r p s  c r o f t .  

Aucune pa tho log ie  n ' e s t  a t t r i b u é e  à l a  pré- 

sence de la  larve i n f e s t a n t e  ; mais on peut pense r  

qu'une i n f e c t i o n  répé tée  p a r  cette fonne du p a r a s i t e  

r e la t ivement  immunogène p u i s s e  jouer  un r ô l e  s u r  l e  

système immun de  l ' i n d i v i d u .  

Le développement d'une c a p s u l e  f i b r e u s e  au- 

t o u r  du p a r a s i t e  a d u l t e  se f a i t  probablement sous  l ' i n -  

f l u e n c e  du système immun, peut-ê t re  d e  l a  même f açon  

que les  granulomes dans l a  schis tosomiase  (WARREN 

e t  a l .  , 1977). 

Les é t u d e s  s u r  l ' immunité à médiat ion c e l l u -  

l a i r e  dans l 'Onchocercose est  encore à ses débuts.  Ce- 

pendant, on a observé une r é a c t i o n  d ' h y p e r s e n s i b i l i t é  

r e t a r d é e  chez l e s  malades a f r i c a i n s  q u i  p résen ten t  une 

fonne l o c a l i s é e  de l*Onchocercose (BARTLETT e t  al .  , 

1978 ; NGU, 1978). Par  c o n t r e ,  les p a t i e n t s  p o r t e u r s  de 

l a  forme g é n é r a l i s é e  semblent a v o i r  un mécanisme de 

suppress ion de c e t t e  même r é a c t i o n .  La r é a c t i o n  d 'hyper 

s e n s i b i l i t é  serait l e  f a i t  d'une f a i b l e  i n f e c t i o n ,  l e  



test cutané devenant négatif quand la charge microfila- 

rémique croît dans la peau (GOMEZ-PRIEGO et al. ,1980). 

Par ailleurs, on dgcrit qu'une kératite ponc- 

tuée consisterait en des réactions inflammatoires loca- 

lisées autour des microfilaires dans la cornée. De fa- 

çon similaire, les microabscès de la peau seraient des 

réactions autour des parasites vivant dans la peau 

(CONNOR et  a l .  , 1970). De plus, quand la majorité des 

microfilaires sont tuées au même moment, comme après un 

traitement à la Notézine, une grande quantité du maté- . 
rie1 parasitaire surcharge l'organisme et les réactions 

cliniques aiguës associées au traitement médicamenteux 

apparaissent. 

Une question importante se. pose dans ltOncho- 

cercase : existe-t-il une réelle immunité à la réinfec- 

tion ? 

On a remarqué, dans une région du Cameroun où 

1' Onchocercose e's t très endémique, 'que les enfants âgés 

de moins de 10 ans hébergent peu de microfilaires, le 

nombre augmente chez les sujets âgés de 11 2 15 ans et 

atteint le maximum entre 16 et 20 ans, puis se stabili- 

se (DUKE et MOORE, 1968) ; ce plateau ne signifie pas 

nécessairement le développement d'une résistance à l'in 

fection. En effet, DUKE (1968) a étudié l'immunité à la 

réinfection en tenant compte de l'âge et en traitant 



l e s  s u j e t s  a d u l t e s  pour é l i m i n e r  les v e r s  a d u l t e s  

d '  O. volvulus  . Il é t u d i e  l a  r é a p p a r i t i o n  de l ' i n f e c -  

t i o n  en comptant les  m i c r o f i l a i r e s  dans l a  peau, il 

c o n s t a t e  que l e  taux de  l ' i n f e c t i o n  a t t e i n t  c e l u i  d'a- 

van t  4 a n s  a p r è s  l a  p r i s e  de l a  Notézine. Ceci suggere 

une  f a i b l e  immunité 3 l a  r é i n f e c t i o n ,  au  moins en-absen  

ce d'une charge  permanente d e  v e r s  adu l t es .  Tenant 

compte d e  ces obse rva t ions ,  on peut  déduire  q u ' i l  n'e- 

x i s t e  pas d'immunité de  p r o t e c t i o n  c o n t r e  O. volvulus  

dans  l e s  zones endémiques bien q u ' i l  y a i t  cne  f o r t e  ré 

panse immune de l ' h ô t e  i n d u i t e  p a r  l e  p a r a s i t e .  

Les  f i l a r i o s e s  lymphatiques son t  les  p l u s  ré- 

pandues. E l l e s  sont  causées  pa r  deux espèces  d i f f é r e n -  

tes de f i i a i r e s  : 

. W. b a n c r o f t i  r encon t ré  e n  A s i e ,  en Océanie, en 

Afr ique  e t  e n  Amérique du Sud, e x i s t e  sous deux formes 

s e l o n  que l a  présence d e s  m i c r o f i l a i r e s  dans l e  sang 

pé r iphér ique  est s t r i c t e m e n t  nocturne  ou à l a  f o i s  noc- 

t u r n e  e t  d i u r n e  (forme subpér iodique) .  Les i n s e c t e s  

v e c t e u r s  s o n t  des  moustiques nocturnes  du genre  Anophè 

les e t  d e s  moustiques du genre Aedès qui  p iquent  l e  - 
j o u r  ; 

. B. malayi  moins répandue e t  cantonnée dans cer- 

t a i n s  pays d 'Asie e s t  t r ansmis  2 l'homme par  un mousti- 



que du genre Mansonia . 
Les troubles pathologiques dans les filario- 

ses lymphatiques sont en rapport avec la présence des 

vers adultes dans les organes lymphatiques. L'obstruc- 

tion des ganglions et des vaisseaux lymphatiques provo- 

quent l'apparition des varices. Le stade u1tim.e et le 

' plus spectaculaire de la maladie est l'éléphantiasis 

localisé souvent aux membres inférieurs ou aux organes 

genitaux surtout le scrotum. 

3 - LOASE - 
La troisième filariose, par ordre d'importan- 

ce, est la loase. Elle est strictement africaine et se 

localise dans l'aire de la grande forêt d'bfriq-ie Cen- 

trale. 

L'agent infectieux, le Loa loa est transmis à 

l'homme par un tabanidé du genre Chrysops . Le jour, 
les~crofilaires sont présentes dans le sang périphé- 

rique et la nu'it dans le sang pulmonaire. La filaire 

adulte vit sous la peau, s'y déplace constamment en 

occasionnant des oedèmes surtout au niveau des articu- 

lations des membres supérieurs. Ces oedèmes sont appe- 

lés "oedèmes de Cabbar". La filaire adulte peut envahir 
\ 

les tissus superficiels de l'oeil, elle est alors visi- 

ble. Dans certains cas, la loase peut provoquer des 

complications au niveau des reins, du coeur et du cer- 

veau et entrainer une encéphalite après une prise de 

Notézine. 



B - DIAGNOSTIC DES FILARIOSES 
Le diagnostic des filarioses est basé sur des 

examens biologiques qui consistent en la recherche des 

microfilaires dans le sang, les sucs dermiques, le li- 

quide lymphatique, et en la détection des anticorps cir 

culants dans les sérums des malades. 

1 - EXAMENS PARAS 1 TOLOGIQUES 

La mise en évidence du parasite apporte le 

diagnostic de certitude. Un des progrès réalisés dans 

le diageostic des filarioses fut l'introduction en pra- 

tique courante des méthodes quantitatives pour appr6- 

cier la charge parasitaire ( D m ,  1962). Ce paramètre 

est en corrélation, dans certaines limites, avec l'exis 

tence de& complications oculaires ou cutanées et s'im- 

pose B la fois corne index de gravité et comme-facteur 

de risque. 

a) Méthodes directes de mise en évidence du parasite 

a-1) Recherche des nodules : 

La recherche des onchocercomes dans lesquels 

sont pelotonnés un ou plusieurs couples d' O. volwlus 

est la plus ancienne des méthodes de diagnostic et est 



encore  une p r a t i q u e  de r o u t i n e  couran te  au  cours  de  l a  

p l u p a r t  des enquêtes. Cette méthode est peu f i a b l e .  La 

p a l p a t i o n  d 'un  k y s t e  ne s i g n i f i e  pas que c e l u i - c i  s o i t  

forcément un s i g n e  d'Onchocercose a c t i v e .  C e r t a i n s  ve r s  

s o n t  morts,  dégénérés ou c a l c i f i é s  e t  quelques k y s t e s  

s o n t  v ides  de  p a r a s i t e s ,  b i e n  que la trace de l e u r  pré- 

sence  y r e s t e  v i s i b l e  (SCHULZ, KEY B., 1977). A moins 

de  l a  d i s s e c t i o n ,  l a  s e u l e  présence d e s  kys tes  ne peut  

c o n s t i t u e r  un moyen d ' appréc ia t ion .  

D e  p l u s ,  s i  l a  m a j o r i t é  d e s  k y s t e s  s i è g e n t  en 

regard  des  p l a n s  osseux a u  niveau sous-cutané, d ' a u t r e s  

s o n t  profonds e t  non palpables .  L 'absence du k y s t e  est 

donc i n s u f f i s a n t e  pour i n f i r m e r  l e  d i a g n o s t i c  d e  l'On- 

chocercose. 

a-2) Recherche des  m i c r o f i l a i r e s  

Des m i c r o f i l a i r e s  o n t  é t é  t rouvées  dans l a  

peau, l e  sang,  l a  lymphe e t  p a r f o i s  les  larmes. 

Dans l ' u r i n e ,  l e s  m i c r o f i l a i r e s  on t  é té  ob- 

servées p a r  MAZZOTTI (1959) mais ce  n ' e s t  que récemment 

que cette obse rva t ion  a a c q u i s  une v a l e u r  épidémiolo- 

g ique  (BUCK e t  al .  , 1969 ; PICK e t  ROUX, 1973 ; 

ANDERSON, 1975). Tou te fo i s ,  l a  présence des  m i c r o f i l a i -  

r e s  dans l e s  u r i n e s  a t o u j o u r s  été a s s o c i é e  à un f o r t  

degré  de  p a r a s i t i s m e  cu tané  e t  n 'a  jamais été observée 

isolément.  

Au vu de l é s i o n s  o c u l a i r e s  observées chez des 



malades vivant en zones onchocerquiennes, la détection 

des microfilaires dans la chambre antérieure de l'oeil 

est également un élément très important au cours de 

l'examen d'un sujet susceptible d'être atteint d'oncho- 

cercose. 

La couche superficielle du-derme constitue le 

lieu d'élection des microfilaires d' 0 .  volvulus 

(KERSHAW et al. , DUKE, 1954) et la recherche des mi- 

crofilaires denniques par biopsie cutanée exsangue est 

la méthode de diagnostic de référence pour le diagnos- 

tic de l'onchocercose. 

La biopsie cutanée exsangue consiste en une 

excision d'un lambeau de peau comprenant les couches 

superficielles du derme que l'on place dans de l'eau 

physiolo~i que ou distillée. Les microf ilai res émises 

sont observées à l'état frais au microscope ou à la 

loupe binoculaire(DUKE, 1962 ; LAGRAULET et al. , 1971; 

PICQ et al. , 1971). 

b - Méthodes indirectes de la mise en évidence du 

parasi te 

L'administration de 20 à 30 mg de Notézine à 

un onchocerquien provoque dans un délai de 15 mn à 24 h 

une réaction urticarienne due au phénomsne de migration 

et de destruction des microfilaires. MAZZOTTI a proposé 

cette méthode qui constitue un moyen de diagnostic dans 



les infections légères surtout si le parasite n'a pu 

être- facilement mis en évidence 

(LAGRAULET, 1971 ; BOüRREG et al. , 1976). Ce moyen d' 

investigation a même été employé lors d'enquêtes de 

masse. Mais l'absence d'indication précise sur 1' 

intenszté d'une infection limite l'applicacion de la 

méthode, erreurs par défaut dues au fait qu'un certain 

nombre d'onchocerquiens ne réagissent pas à la 

Notézine, erreurs par excès dues au fait que certains 

sujets sans microf ilaires y réagissent (DURE, 1975). 

2) DIAGNOSTIC IMMUNOLOGIQUE 

Dans les filarioses, on observe les situa- 

tions intermédiaires entre le porteur sain, le malade 

évolutif avec ou sans microfilaire décelable et une 

variété de signes cliniques, et le malade stabilisé 

avec lésions irréversibles (éléphantiasis, peau de 

lézard,cécité) et absence complète du parasite. Ces 

observations nous permettent de noter que la mesure de 

la prévalence, basée uniquement sur la microfilarémie, 

et la manière dont un sujet peut extérioriser une 

filariose ne reflstent pas fidèlement le degré d' 

imprégnation de la population par une infection 

filarienne dans les foyers endémiques. Les infections 

légères sont méconnues. C'est pourquoi l'immuno- 

diagnostic complète utilement les examens 

parasitologiques et présente un grand intérêt dans les 



études épidémiologiques, ainsi que pour le diagnostic 

individuel. Une méthode immunologique capable de 

révéler une infection légère est extrêmement précieuse 

et permet d'adopter les mesures appropriées aussi 

rapidement que possible. 

Diverses études ont été entreprises en vue df 

étendre à l'onchocercose les techniques sérologiques 

successivement adaptées aux problèmes parasitaires.Lt 

onchocercose ne pouvait échapper à la condition fon- 

damentale de pouvoir disposer d'un antigene sélectif 

qui détermine à la fois les possibilités et les Iimi- 

tes. Les antigènes dits "homologues" s'obtiennent dif- 

ficilement et de plus sont souvent une grossière soupe 

constituée à partir d'éléments somatiques des vers et 

des contaminants qui sont' des protéines humaines prones 

venant de l'enveloppe des nodules. 11 n'est dès lors 

surprenant de voir faire appel à des antigènes hétéro- 

logues, tels Dirofilaria immitis , D. viteae , Seratia 

eauina , O. gutturosa (BIGUET et al. , 1965 ; 1965 ; 

CAPRON et al. , 1968), ou des antigènes de nématodes, 

nématodes, tels A. suum (GENTILINI et al. ,1972). 

.. 
En gros, sutes les techniques couranres ont 

été essayées : test dfintradesmoréaction, déviation du 

décomplément ( R * F * C * ) ,  hémagglutination indirecte 

(Hmg), double diffusion (DD), immunoélectrophorése 



(IEP), test immunoenzymatique (ELISA), toutes basées 

sur un antigène soluble et l'immunofluorescence indi- 

recte (IF) 3 l'aide d'un antigène figuré. 

a), Le test d'intradermoréaction permet d 'exami- 

ner l'hypersensibilité du sujet, c'est-a-dire la réac- 

tion 3.un antigène auquel il a déjà été sensibilisé 

(KAGAN, 1963 ; GIDEL et al. , 1963). 

Les tests d'intradermoréaction appliqués à 

l'Onchocercose ont permis à BARTLETT et al. (1978) de 

discerner deux types de réponses selon la forme de l'in 

fection que présentent les malades. Les sujets avec une 

forme généralisée d'onchocercose produisent des réac- 

tions d'hypersensibilité immédiate tandis que les pa- 

tients avec une forme localisée réagissent plus tardi- 

vement. L'antigène utilisé dans les deux cas est un 

extrait soluble de vers adultes d' O. volvulus . Par la 
suite, EVERETT L. et al. (1980) reprennent ces travaux 

en injectant aux malades non plus l'antigsne de vers 

adultes mais les produits d'excrétion et sécrétion (ES) 

des microfilaires d' O. volvulus en culture in vitro . 
- 

Ces antigènes se sont avérés hautement sensibles dans 

Ea détection d'une onchocercose active chez des sujets 

malades. Par contre, les mêmes auteurs observent un 

taux faible de réactions croisées avec la loase. 

Les.tests effectués avec des extraits puri- 



fiés de D. immitis (SAWMA et al. , 1969) n'ont pas 

permis de discerner une onchocercose d'une Wuchereriose 

(GIDEL et al. , 1969). Le taux de fausses réactions 

positives trouvées est important dans les zones endé- 

miques . 
  tant donné que les antigènes 0. volvulus 

s'obtiennent difficilement et que la sensibilité est 

faible avec l'antigène hétérologue, le test d'intrader- 

moréaction ne peut pas être une technique d'utilité . 

pratique dans les enquêtes épidémiologiques de l'oncho- 

cercose. t 

b) La réaction de fixation du Cçmplément a été 

fréquemment employée dans le diagnostic des filarioses 

Cette technique à l'aide d'antigènes homolo- 

gues et hétérologues donne des résultats positifs va- 

riant entre 60 et 86 % (HUSSON, SCRWEIDER, 1958 ; GIDEL 

et al. , 1969 ; LE BRAS, 1977 ; ROUSSEAU-BAELDE et 

JANSSENS, 1961). Les personnes qui n'ont jamais séjour- 

né,soirs les tropiques ne donnent guère de réactions po- * 

sitives ; par contre, des contrôles locaux peuvent en- 

trafner jusqu'à 38 % de réactions faussement positives. 

En raison de ces observations, la réaction de fixation 

du complément n'est pas considérée comme un test d'uti- 

lit6 générale et pratique dans les zones tropicales. 



c )  La réaction d ' hémagglutination appliquée au 

diagnostic de lfOnchocercose par KAGAN et al. (1963) 

et ROSE et al. (1966) ne peut pas être utilisée dans la 

pratique en raison des réactions croisées entre les 

différentes espèces filariennes et entre les filaires 

et les autres nématodes. 

d ) L'intérêt en matière de sérodiagnostic des 

fiiarioses et surtout de 1'0nchocercose s'est concentré 

pendant longtemps sur l'immunofluorescence (IF). C'est 

en 1962 que LUCASSE,pour la première fois, a utilisé 

cette technique dans le diagnostic de l'onchocercose. 

~eprise par PINON et GENTILINI (1972), TEN EYCK (1973) 

et plus particulièrement par AMBROISE-THOMAS (1968, 

1969, 1974), elle prend un essor considérable. 

Les antigènes utilisés sont des coupes de mi- 

crofilaires d' O. volvulus , des coupes de vers adultes 

homologues ( O. volvulus ) ou hétérologues ( D.viteae ) 

d'ailleurs de structure antigénique fort similaire. 

L'approvisionnement de D. viteae est beaucoup plus 

aisé puisqu'il se maintient facilement au laboratoire 

et les vers de O.volvulus peuvent être contaminés par 

les protéines humaines provenant de l'enveloppe des 

nodules. 

L'intérêt porté sur l'immunofluorescence en 

diagnostic s'explique par la sensibilité satisfaisante, 



la positivité est de l'ordre de 85 290 %. Chez les su- 

jets sans microfilarémie détectable, on détecte plus 

d'anticorps que chez d'autres sujets (PONNüDURI et al. 

1974 ; WONG et SUTER, 1979 ; Mc GREVY et al. , 1974), 

mais cette différence de positivité apparaît moins mar- 

quée quand on utilise l'immunoélectrophor2se (AMBROISE- 

THOMAS, 1971). Cependant, l'immunofluorescence ne per- 

met pas de distinguer spécifiquement les différentes 

filarioses quand on utilise l'antigène de groupe 

D. viteae . 
. ) Double-diffusion et Immunoélectrophorèse 

C'est à l'école Lilloise que revient le méri- 

te d'avoir utilisé les techniques de diffusion en gel 

pour le diagnostic des filarioses (BIGUET et al. , 

1962 ; BIGUET et al. , 1966). 

e-1 - La double-diffusion dtOuchterlony est géné- 
ralement utilisée comme test préliminaire à llImmunoé- 

lectrophorèse (IEP). Elle permet dans un premier temps 

de distinguer les filarioses des autres affections mais 

pas de spécifier le type de filariose. Comparativement 

à lt1EP, elle est plus rapide et plus simple. Etant 

donné la difficulté d'obtenir les antigènes homologues 

de O. volvulus ,les antigènes hétérologues des vers a- 

dultes de D. viteae et D. immitis sont couramment em- 



ployés (BIGUET et al. , 1962). La double diffusion ef- 

fectuée par NIEL et al. (1972) repose sur un antigène 

extrait d' A. suum . 
e-2 - L'Immunoélectrophorèse est une réaction 

fort fidèle. BIGUET et al. (1962 à 1964), CAPRON 

et al. (1968) et d'HAUSSY et al. (1972) obtiennent -- 
80 à 85 % de résultats concordants. Jusqu,'alors, elle 

demeure le seul test spécifique de la loase, de la 

wuchereriose et de l'onchocercose, à cause des arcs de 

précipitation caractéristiques de chaque filaire que 

l'on obtient non seulement avec les antigènes homolo- 

gues mais aussi avec les antigènes hétérologues ex- 

traits de D. viteae (CAPRON et al. , 1968) ou de 

A. suus (GENTILINI et al. , 1972a). Mais cette métho- 

de présente le double inconvénient de. nécessiter des 

quantités assez conséquentes de sérums, d'antigènes et 

d'être lente, ce qui limite sa pratique dans les enquê- 

tes ou études séroépidémiologiques. 

f ) . Réaction enzymatique : ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay 

L'intérêt en matière de sérodiagnostic de 

l'onchocerco~z s'est concentré sur l'ELISA, test qui 

permet de mesurer de manière quantitative les anticorps 

par le biais d 'une révélation d 'activité enzymatique. 

Il en est résulté une prolifération de macro et micro- 



techniques visant à améliorer la sensibilité, la spéci- 

ficité, la maniabilité, la rapidité et l'utilisation 

directe sur le terrain. BARTLETT et BIDWELL (1975) ob- 

tiennent des résultats peu satisfaisants. Toutefois, 

AHB&ûISE-THOMAS et al. (1980) ont mis au point une 

microméthode qui, moyennant fa préparation d'un antigè- 

ne homologue Pfen purifié et débarrassé des protéines 

humaines mélangées inévitablement au matériel du départ 

ouvre des perspectives intéressantes. Les pourcentages 

de positivité obtenus en micro-ELISA sont sensiblement 

identiques à ceux obtenus sur les mêmes sérums par IF. 

Mais la proportion de résultats dépassant le seuil de 
- 

spécificité et dès lors de caractère plus fiable, est 

nettement plus élevée pour le micro-ELISA. Néanmoins, 

l'ELISA manque de spécificité. 



CHAPITRE II - LES ANTIGENES (Ag) ET LES COMPLEXES 
IMMUNS CIRCULANTS (CIC). 



A - LES ANTIGENES CIRCULANTS 

Les parasites sont capables de libérer dans 

la circulation sanguine des substances immunogéniques 

appelées antigènes circulants. Ces antigènes circulants 

ont été décrits aussi bien dans les infections à proto- 

zoaires que dans les infections à métazoaires. 

1 - Antigènes circulants dans les infections à 

protozoaires 

Lt&tude des antigènes circulants dans les 

infections à protozoaires ont permis de mettre en évi- 

dence : 

a) - dans le Paludisme, des antigènes circulants ont été 

dé tec tés  su r t ou t  au s tade  de schizogonie (WILSON e t  BARTOLOMEW, 

1975 ; WILSON et al. , 1975 ; Mc COLM et al. , 1977). 

Ces antigènes sont classés selon leur thermostabilité 

et leur spécificité sérologique. C'est ainsi qu'on aura 

des antigènes labiles à 56OC (L-antigènes), des antfgè- 

nes stables 3 56'C-(R-antigsnes) et des antigènes sta- 

bles à 100°C (S-antigènes). Les S antigènes sont les 

plus fréquemment décelés chez les enfants plasmodiens. 

b) - GODGER (1973, 1976), en étudiant la babésiose, 

a décrit deux antigènes circulants, ces antigènes se- 

raient une partie du parasite complexé au fibrinogène, 

ou lié à la surface de l'érythrocyte. 



c ) - dans la Leishmaniose, les formes promamastigotes 
de leishmanie libère dans la circulation une substance 

appelée "facteur excrété" (EF) (EL-ON et al. , 1974). 

EF est aussi présent dans les tissus infectés par les 

amastigotes. 

Antigènes circulants dans les helminthiases 

Au cours de cette dernière décenie de nom- 

breux travaux ont porté sur l'étude des antigènes spé- 

cifiques parasitaires décelés dans le sérum, les urines 

et le lait des individus infectés par différentes es- 

pèces de schistosome. 

a) - C'est ainsi que GOLD et al. (1969), d'une part, 

décrivent un antigène schistosomien de faible poids mo- 

léculaire dans les sérums et urines de hamsters infec- 

tés par S. mansoni . 
D'autre part, NASH et al. (1973) et DEELDER 

et al. (1976) mettent en évidence un autre antigène 

de haut poids moléculaire ( 200.000 daltons). En outre 

OKABE et TANAKA (1961) décèlent dans les urines de pa- 

.- tients infectés par S. japonicum un autre antigène cir 
--. '-. 
culant différent de celui qu'ont décrit GOLD et al. . 
De plus, DEELDER et al. (1976) démontrent la présence 

de deux autres antigènes circulants chez le hamster in- 

fecté par S. mansoni dont l'un est anodique et l'autre 



cathodique, et de poids moléculaire élevé. 

Nous n'oublions pas de citer l'antiggne M 

décrit par CARLIER et al. (1980) dans le lait et les 

urines de femmes infectées par S. mansoni . Cependant, 
il n'est pas encore décelé dans le sérum. Cet antigène 

thermostable et dialysable semble correspondre à la 

fraction cathodique de faible poids moléculaire décrit 

par DEELDER et al. 

b Notons aussi la présence des antigènes 

circulants dans les infections à Hoemonchus et à 

Trichinella spiralis . 
Mais jusqu'alors, la présence des antigènes 

circulants n'a jamais été démontrée dans les filarioses 

en général et dans 1'0nchocercose en particulier. 

3 - Nature des antigènes circulants 
# 

Les antigènes circulants sont libérés à dif- 

férents stades de développement du parasite. Ces subs- 

tances de nature différente peuvent être des produits 

de sécrétion (enzymes et produits de métabolisme), des 

résidus somatiques provenant de la variation de la sur- 

face du parasite, des substances provenant de la mort 

du parasite, ou même des antigènes d'hôte. 

a) Dans la schistosomiase, on a observé que les 

cercaires progressent dans l'organismeen sécrétant les 



enzymes qui perforent les tissus (MANDLOWITZ et al. , ---- 
1966 ; GAZZINELLI, 1966, 1972 ; STIREWALT, 1973). BOUT 

et al. (1977) ont mis en évidence la malicodeshydro- 

genase (MDH) du schistosome ( S. mansoni ), localisée 

au niveau de l'assise cellulaire, superficielle du 

coecum. Les enzymes libérées peuvent être des excès 

d'enzymes utilisées dans le catabolisme des substances 

nutritives du parasite. 

b ) Les substances métaboliques, libérées par les ------ --- -----_- 
parasites, sont des excrétats et sécrétats de l'appa- 

reil digestif, du tégument, du système excréteur et de 

l'appareil génital. Elles peuvent aussi être des struc- 

tures mal connues. D'autres substances issues du cata- 

bolisme parasitaire également rejetées par le parasite 

peuvent être des excrétats originaires de l'hôte. Ainsi 

certaines structures ou parties de structures sériques 

ou érythrocytaires (stroma, et globine) dégradées 

sortent du tube digestif du parasite (DAMIAN, 1967). 

c ) En outre, dans certaines infections surtout 

les infections 3 protozoaires, les auto-anticorps nota- 

blement fréquents révèlent l'existence des antigènes 

d'hôte. C'est le cas dans la trypanosomiase à T.brucei 

( B O R E W  et FACER, 1974), dans le paludisme où les éry- 

throcytes modifi6s sont fréquents (WATSON, 1974). 

d )  Il est toutefois nécessaire de noter lvimpor- 



tance du tégument de la membrane externe protectrice 

du parasite dans les antigènes circulants. Au cours de 

son développement, la membrane externe apparaft en con- 
, 

tinuel renouvellement et contribue ainsi 3 la protec- 

tion. De ce fait, dans la schistosomiase depuis le sta- 

de "schistosomule" et durant toute la vie du schistoso- 

me adulte, des fragments de membrane sont continuelle- 

ment libérés dans la circulation de l'hôte. De même, 

certains parasites, tels les Trypanosoma , Plasmodium 

ou Babesia , présentent sous l'influence de la réponse 

immune, une variation d'expression de leurs antigènes 

de surface : cette variation antigénique représente 

pour le parasite un moyen très sûr d'échapper aux ef- 

fets des anticorps qu'il a lui-même suscités (BROWN, 

1976). 

4 - Rale des antigènes circulants dans la réponse 
inmune de l'hôte 

Les antigènes circulants ont des propriétés 

immunogéniques, antigéniques et tolérogéniques. Chez 

l'homme parasité, ils entraînent alors une r6ponse hu- 

morale et/ou une réaction cellulaire, et dans certains 

cas, une modification de la réponse immune. 

a) Induction de synthèse des anticorps 

Les antigènes circulants induisent la synthè- 



se de dilférentes classes d'anticorps ou une immunité a 

médiation cellulaire (dans un environnement donné) se- 

lon leur quantité libérée dans la circulation. 

Expérimentalement, certains auteurs ont pu 

obtenir plusieurs systèmes précipitants avec un sérum 

de lapin immunisé contre l'incubat de schistosome 

( C4PRON 2 SADUN et al. , 1965). L'incubat 

est composé de métabolites, d'excrétats et de sécrétats 

du parasite vivant. Cette réponse immune témoigne de 

l'immunogénicité des antigènes circulants. Ces antigè- 

nes peuvent se lier aux anticorps pour former des im- 

muns complexes. Par exemple, SANTORO et al. (1977') 
- - 

mettent en évidence l'antigène F4de S. mansoni dans . 
- 

les immuns complexes précipités dans les sérums de 

bilharziens. 

Si une partie de ces immunoglobulines est syn 

thétisée en réponse aux stimuli d'origine parasitaire, 

une autre partie semble pourvue d'une spécificité dif- 

fSrente et réagit en particulier avec certains antigè- 

nes autologuesz Cela se traduit dans les faits par une 

haute incidence d'autoanticorps parmi les sujets vi- 

vants en zone d'endémie parasitaire. 

Citons par exemple la trypanosomiase dans la- 

quelle une élévation importante-des anticorps anti- 

fibrinelfibrinogène. Les anticorps détectés sont sur- 



tout de la classe des IgM (MATTERN, 1968). 

b) De plus, dans le paludisme, on a observé que 

les taux des anticorps anti-érythrocytaires est élevé 

(WATSON et al. , 1968 ; ADNER et al. , 1968 ; 

ROSE*NBEXG et al. , 1973). Dans certains cas, 

GREENWOOD et al. (1971) notent une corrélation entre 

les hauts titres de facteur rhumatoïde et d'anticorps 

anti- Plasmodium . Une situation similaire a été 
décrite dans les infections par trypanosomes,aussi bien 

dans la trypanosomiase africaine, où sont révélés des 

anticorps dirigés contre l'ADN monocaténaire 

(LINDSLEY et al. , 1974), que dans la trypanosomiase 

américaine où un anticorps particulier a été récement 

décrit sous le nom de EVI (COSSIO et al. , 1974). Néan- 

moins, aucune corrélation n'a été mise en évidence en- 

tre la présence d'autoanticorps et l'apparition des ma- 

nifestations autoimmunes. Alors, apparaît clairement 

qu'a la très grande fréquence des autoanticorps en zone 

d'endémie parasitaire, s'oppose la très grande rareté 
- 

des maladies autoimmunes (GREENWOOD, 1968 ; GREENIJOOD 

et HERRICK, 1970), ce qui tendrait à démontrer que le parasite 

ou l'antigène circulant diminue l'aptitude des cellules 

T à s'autoimmuniser. Ces observations ont été faites dans 

les infections à protozoaires (KLEIN et DINEEN, 1973 ; MACKENZIE 

et al., 1972 ; WCKENZIE et BOREHAM, 1974 ; MACKENZIE 



et FACER, 1974) ou aux helminthes (WISTAR et al. , 

1975 ; KURATA,1966 ; HILLYER, 1971). Il ne semble pas 

exister de manifestation d'autoimmunisation de type 

cellulaire mais plutôt un dysfonctionnement du système 

immunitaire (MANSFIELD et KREIER,  1972 ; TERRY et al. , 

1973). L'absence de manifestations d'autoimmunité à mé- 

diation cellulaire plaide, par ailleurs, en faveur d'un 

désordre de l'activité du B lymphocyte ou de la stimu- 

lation par les mitogènes d'origine parasitaire, des po- 

pulations B lymphocytaires. Ceci a été confirmé par 

GREENWOOD et VICK (1975) qui ont mis en évidence, chez 

P. falciparum l'existence d'un mitogène et par CAPRON 
-- 

et al. (1976) qui; chez le schistosome, ont rév51é la 

présence de substances mitogéniques et de substances 

potentiatrices de la réponse lymphocytaire. De telles 

substances pourraient contribuer à la synthèse désor- 

donnée d'immunoglobulines et à la production d'auto- 

anticorps. 

Par aillèurs , les antigènes circulants indui- 

sent non seulement une réponse immune mais peut, dans 

certains cas, la déprimer, d'où l'immunosuppression. 

c ) Le concept d ' immunosuppression en parasitolo- 

gie, est lié à des observations initialement faites 

chez l'homme dans la maladie du sommeil (GREENWOOD 

et al. , 1973 ; GREENWOOD, 1974), le paludisme 



(Mc GREGOR et BARR, 1962), les filarioses (GROVE et 

FORRES , t9f4 ) . La schistosomiase (CAMUS et al. , /a)4 ) . 
D'une manière générale, le potentiel considérable de 

multiplication endogène des parasites protozoaires et 

leur persistance chez l'hôte, conduisent ii une augmen- 

tation rapide de la masse antigénique mise en circula- 

tion. Celle-ci se traduit non seulement par une augmen- 

tation du nombre des parasites figurés, mais également 

par l'accroissement de la quantité d'antigènes solubles 

circulants qui sont produits par les parasites et la 

forbation des immuns complexes qui en résultent 

(WILSON, 1974). Dans les helminthiases, il convient de 

rappeler que les parasites res,?onsables de ces affec- 

tions sont des métatozoaires à localisation sanguine ou 

tissulaire, sans pouvoir de multiplication endogène, 

mais qui constituent de par levr taille et leur acti- 

vité métabolique, une source importante d'antigènes et 

de produits de sécrétion. 

Ces antigènes circulants sont suscepti- 

bles d'induire des phénomènes d'immunosuppression en a- 

gissant soit au niveau des lymphocytes, soit au niveau 
, 

des macrophages, soit par l'intermédiaire des immuns 

complexes. Il en résulte une tolérance immunologique 

spécifique. 

Uné compétition antigénique peut suivre le 



relargage des différents antigènes dans la circulation 

et ceci peut avoir un effet suppresseur sur la réponse 

immune de l'hôte au cours d'une infection. KATZ et 

BENACERRAF (1972) ont montré l'intervention des lympho- 

cytes T dans l'immunosuppression. D'autre part, les 

travaux de MOLLER (1971) démontrent que les antigènes 

T indépendants sont relativement inefficaces sur l'in- 

duction de cette immunodépression. Cependant, RODANTS 

et GOODMAN (1970) apportent une exception. La compéti- 

tion apparaît si les haptènes sont liés au même porteur 

ou à des porteurs différents suggérant que la compéti- 

tion n'est pas pour porteur un spécifique de cellules T 

amplificatriczs (FAUCI et GOLMAN,-1971). TAUSSIG et 

LACHMAN (1972) postulent que la compétition pour .les 

sites sur les macrophages peut apparaître mais RANDWICR 

et RALMEYA (1957) montrent que la compétition entre 2 

anti.gènes particulaires (globules rouges) survient 

deulement s'ils sont administrés à des moments 

différent S. 

- 

Pour ce qui est des antigènes solubles, il 

existe aussi une compétition vis-à-vis des macrophages. 

SPITZXAGEL et ALLISON (1970) trouvent que l'injection 

de sérum albumine bovine (BSA) soluble aux souris (à  

une dose de 1 mg) réduit la réponse anticorps à la BSA 

qui a déjà été absorbée par le macrophage. 



La déviation immune (revue par ASBERSON,1967) 

est une autre forme~d'immunosuppression induite par 1' 

antigène. Elle résuite de la présentation simultanée de 

l'antigène parasitaire dans sa forme soluble et 

particulaire. La perte sélective de l'hypersensibi- 

lité retardée et de l'anticorps-y été démontrée 
. . 

avec un grand nombre d'anticorps protéiques chez le co- 

baye. Pour expliquer la déviation inmiune, CROWLE et HSU 

(1966) considèrent l'absence des immunocytes capables 

pour un type donné d'une réponse à un antigène, plutôt 

qu'a leur bloquage par un processus de compétition. La 

difficulté pour le parasitologiste dans l'étude de 

cette situation est que des antigènes bien définis sont 

demandés pour écarter la possibilité que l'hypersensi- 

bilité retardée est dirigée vers un antigène et la ré- 

ponse anticorps vers un autre antigène (AçHERSON,1967). 

B - LES IMMUNS COMPLEXES CIRCULANTS (CIC) 

Les antigènes circulants libérés peuvent se 

lier aux anticorps spécifiques pour former des immuns 

complexes. Et la démonstration de l'existence des 

antigeaes circulants constitue un argument en faveur de 

l'existence d'immuns complexes circulants dans les 

infections parasitaires. Aussi, l'hypothèse de la 

présence d'immuns complexes (IC) dans les infections 

parasitaires a été émise par de nombreux auteurs à la 



suite de la mise en évidence de dépôts granuleux au ni- 

veau du glomérule rénal dans la schistosomiase (ANDRADE 

et al. , 1971 ; SILVA et al. , 1970 ; QUEIROZ er al. , 

1973). Ces observations furent confirmées grâce aux 

travaux expérimentaux réalisés chez la souris, le hams- 

ter ou le chimpanzé (NATAL1 et COLI, 1974 ; CAVALLO 

et al. , 1974 ; HILLYER et LEWERT, 1974). 

Toutefois, la formation des CIC constitue 

l'un des moyens de défense de l'organisme et serait im- 

pxiquée dans certains cas dans les lésions immunopatho- - 
logiques fréquemment observées au cours des plus impor- 

tantes maladies parasitaires : la malaria, les schisto- 

somiases, les trypanosomiases, les filarioses et les 

leishmanioses. 

1. Origine des complexes immuns 

a) Formation des complexes 

Les immuns complexes résultent de l'interac- 

tion entre des antigènes et des anticorps. La combinai- 

son se fait entre un déterminant antigénique avec.un 

site anticorps selon des lois fondamentales dont les 

principales sont les suivantes : 

- la spécificité de la réaction : l'anticorps syn- 
thétisé par les lymphocytes est dirigé contre l'antigè- 

ne ou le déterminant. La liaison antigène-anticorps a 



lieu au niveau des déterminants situés à la surface de 

l'antigène et la structure formée présente une complé- 
I 

mentarité comparable à l'image du gant et de la main. 

. -  L'union du fragment Fab de l'anticorps avec le 

site antigène est assurée par des liaisons qui maintien 

nent entre elles les surfaces complémentaires (liaisons 

ioniques, liaisons hydrogènes, force de Van der Waals). 

Ces liaisons ont pour but de rendre forte et constante 

l'affinité de la réaction antigène-anticorps, néanmoins 

réversible. Les particules antigènes et les molécules 

anticorps sont habituellement multivalentes si bien que 

les combinaisons constituent un réseau. La formation de 

ces réseaux dépend non seulement de la quantité absolue 

des anticorps et des antigènes mais aussi de leur rela- 

tives proportions. Selon DIXON (1973), trois cas peu- 

vent se présenter : 

l0 - en zone d'équivalence antigène-anticorps,les 

complexes immuns insolubles précipitent rapidement et 

, sont captés et dégradés par les macrophages ; 

2' - en zone d'excès d'anticorps, il y a formation 

de gros complexes qui sont éliminés par phagocytose ; 

J O  - en zone d'excès d'antigènes, les immuns com- 

plexes restent solubles et peuvent aller se loger au 

niveau des organes fortement vascularisés ou au niveau 

du filtre rénal. 

Mais aussi la nature des immunoglobulines im- 



pliquées dans les complexes est un facteur important 

dans la constitution d'un complexe immun qui pour être 

ci;culant doit être soluble. Par exemple, les IgM, mo- 

lécules en général pentavalentes formeront plus facile- 

ment les complexes que les IgG bivalentes. 

La formation des complexes immuns circulants 

est donc un phénomène qualitatif et quantitatif. 

Pour ce qui est du lieu de formation des com- 

plexes immuns, la circulation sanguine d'une part est 

importante : quand de grandes quantités d'antigènes cir 

culent dans le flux sanguin et que des anticorps sont 

produits, il se trouve un excès d'antigène et donc une 

formation de complexes solubles. Si l'antigène est de 

faible poids moléculaire, les CI circulent longtemps. 

Si l''antigène est de poids moléculaire élevé, les CI se 

déposent rapidement et massivement, leur action pathe- 

gène se manifeste alors - d'où la maladie sérique. 

D'autre part, les CI se forment dans les es- 

paces extravasculaires : lorsque l'antigène est situé 

ou se dépose dans les tissus et que l'anticorps corres- 

pondant existant dans le sérum diffuse dans ces tissus, 
--\ 

il y h formation de CI avec développement d'une réac- 

tion inflammatoire in situ : c'est le cas du phénomène 

d ' Arthus. 



b) Devenir des complexes immuns circulants 

Les CI insolubles formés en zone d'équivalen- 
, 

ce ou en excès d'anticorps sont rapidement phagocytés. 

Ils sont au contraire solubles et circulants s'ils sont 

formés en exch d'antigènes. 

En général, les CIC sont destinés à être pha- 

gocytés et éliminés par les polynucléaires et les ma- 

crophages circulants ou tissulaires et en particulier 

par les cellules de Kiipfer. Les comlexes de petite 

taille se déposent avant leur destruction dans la paroi 

des organes fortement vascularisés et du filtre rénal 

(COCHRANE et HAWKINS, 1968). Les gros complexes pour- 

tant plus dangereux pour les vaisseaux et les gloméru- 

les sont les plus rapidement éliminés par phagocytose. 

La vitesse d'élimination dépend non seulement de la 

taille du complexe mais aussi de leur aptitude à acti- 

ver le système du complément et de l'affinité entre an- 

tigene et anticorps. 
1 

2 - Propriétés biologiques des immuns complexes 
a) Activation du système du complément 

Les immuns complexes peuvent activer le sys- 

tème du complément par les voies classique et alterne. 

La voie classique semble être la plus impliquée chez 

l'homme. Seule, les IgG et les IgM peuvent activer 

cette voie (MULLER-EBERHAR, 1975). Les complexes formés 

avec les IgA, IgE et IgD ne semblent pas l'activer 



(MULLER-EBERHARD, 1975). Au cours de l'activation du 

complément,'les composants tels que le Cg, le C4 ou 

la properdine, peuvent se fixer aux tissus à l'endroit 
, 

où les complexes se sont déposés. 

a-1) Conséquences biologiques de l'activation du 

complément 

L'activation du système du complément entraî- 

. ne de nombreux phénomènes biologiques dont les plus im- 

portants sont les suivants : 

- le Chimiotactisme : en effet, certains compo- 

sants du complément dont le complexe C567(WARD et 

BECKER, 1967), le C5a, fragment du clivage de Cg 

(SHIN et Coll., 1968 ; WARD, 1968) et probeblement un 

produit de dégradation du Cg,, ont la propriété d'at- 

tirer les polynucléaires neutrophiles .(leucocytes). En 

résumé, le chimictactisme est une migration cellulaire 

provoquée par un stimulus chimique. 

- l'exocytose des lysosomes des neutrophiles. En 

plus de son effet chimiotactique, le C5, peut induire 

la libération du contenu enzymatique des lysosomes des 

neutrophiles à l'extérieur de la cellule provoquant 

ainsi des lésions tissulaires (HENSON, 1971). 

- l'activité cytolytique : lorsque les antigènes 

cellulaires (bactéries, virus, cellules cancérigènes) 

se lient à leurs anticorps spécifiques, il en résulte 



un complexe Ag-Ac qui fixe le complément, les cellules 

sont lysées - par les composants terminaux du système du 

complément (MULLER-EBERHP-W, 1969) 

- l'activité anaphylatoxique : l'activation du 

complément produit la plupart du temps les anaphylato- 

xines médiatrices d'une réaction inflammatoire. En ef- 

fet, ces anaphylatoxines proviennent des fragments de 

clivage du Cg et du C5 (Cgaet C5a) ; elles ac- 

tivent une sérine estérase à la surface des mastocytes 

(DIAS DA SILVA et al. , 1967 ; COCHRANE et MULLER- 

EBERHARD, 1968 ; SHIN et al. , 1968) et des basophiles 

entrafnant la libération d'amines vasomotrices dont 

l'histamine responsable de la perméabilité capillaire, 

favorisant le dépôt d'immuns complexes. 

- l'immunoadhérence du Ca : les leucocytes peu- 
vent être liés au C3b, lequel est fixé aux  membrane.^ 

où le complément a été activé (EDEN, MILLER et 

NUSSENZWEIG, 1973). Il en est de même pour les leuco- 

cytes (THEOFILOPOULOS, DIXON et BOKISCH, 1974) et les 

plaquettes (HENSON, 1970). Mais cette immunoadhérence 

est vite inactivée par le Cgb inactivateur appelé 

aussi "konglutinin activating factor (W)". Le C4b 

semble aussi intervenir dans l'immunoadhérence (ROSS 

et POLLEY) . 



d 

a-2) Conséquences pathologiques de l'activation 

du complément 

L'effet de l'activation du complément peut 

apparaftre dans certains cas immunopathologiques. La 
\ 

libération d'enzymes par les cellules de l'hôte inter- 

viennent pour une grande part dans les mécanismes res- 

ponsables des phénomènes inflammatoires observés dans 

les tissus où se sont déposés les immuns complexes 

(HYNSON et COCHRANE, 1971). Les modèles expérimentaux 

ont été d'un grand intérêt dans l'étude de ces phénomè- 

nes immunopathologiques. 

HENSON, en 1971, observe,une absence d'accu- 

mulation des neutrophiles et de lésions arthritiques 

chez des lapins dont le Cg et les composants termi- 

naux du complément ont été éliminés par le venin de 

cobra. 

b) Activation des cellules par les immuns complexes 

Les immuns complexes circulants activent le 

système de défense cellulaire de l'organisme de deux 

manières. D'une part, ils déclenchent la réponse des 

cellules responsables de la réponse immune en agissant 

au niveau des récepteurs cellulaires grâce à l'antigè; 

ne ; d'autre part, l'activation des celluies se fait 

par l'intermédiaire du fragment Fc des immunoglobulines 

ou de certains fragments du complément. 



b-1)  Les neutrophi  les 

Une fois les immuns complexes fixés 3 la sur- 
> 

face des neutrophiles grâce aux immunoglobulines, il 

s'en suit une dégranulation des cellules suivie d'une 

libération dans le milieu extracellulaire, d'enzymes 

protéolytiques qui augmentent la perméabilité des vais- 

seaux et stimulent le système de coagulation. Les immu- 

noglobulines les plus actives sont les IgG1, 2, 3 et 4; 

les IgA et IgD agissent - plus faiblement - sur les 
neutrophiles (HENSON, 1971). 

b-2) Les plaquettes 

- Stimulées par le fragment Fc des immunoglobu- 

lines complexées (IgG1, 2, 3) (PENTTINEN .et al. ,1971), 

les plaquettes libèrent des amines vasomotrices et des 

nucléotides (COCERAIE, 1971). D'autre part, l'activa- 

tion des plaquettes dépendrait aussi du "PAFU(Platelet - 
activating factor) libéré par les basophiles et masto- 

cytes activés par les complexes a IgE (BENVENISTE, 

1973). 

b-3) Les éosinophiles : les helminthiases sont souvent 

' associées 2 L;e augmentation importante du nombre d'éo- 

sinophiles circulants. Ces cellules portent des récep- 

teurs membranaires pour les fragments Fc des immunoglo- 

bulines, en particulier les IgG (TORISU et al. , 1973 ; 

SPRY et TAY, 1976) et pour le Cjb (TAY et SPRY,1976). 

En outre, après activation par des anticorps 



ou des complexes immuns spécifiques du parasite, les 

éosinophiles deviccnent cytotoxiques ; cette cytotoxi- 

cité a été montrée vis-à-vis des formes larvaires de 

Schistosoma mansoni ( BUTTERWORTH , STURROCX. et HOUBA , 

1975 ; CAPRON et al. , 1977), de D. v?teae 

et al. , 1981) et de Trichostrongylus colubrifonnis * 

(ROTEIWELL et DINEN, 1972). 

b-4) Les mastocytes et les basophiles : ces deux cel- 

lules, bien que différentes, présentent vis-à-vis des 

immuns complexes, une même réactivité et portent des 

récepteurs membranaires pour les anticorps IgE- Stimu- 

lés, ils libèrent l'héparine, l'histamine, des leuco- 

triènes, un =acteur chimiotactique de l'éosinophile et 
, . 

du neutrophile, et le "PAF' Les complexes à IgE se- 

raient responsables de la libération du PAF. 

b-5) Les monocytes : Ce sont des cellules phagocytai- 

res souvent localisées au site de l'inflammation. Ces 

cellules portent a leur surface les récepteurs pour les 

Fc des IgM et IgG3 (HUBER et al. , 1971 ; H O U  

et al. , 197:) et pour les composants du complément. 

. CAPRON et al. (1977a) ont mis en évidence un récepteur 

pour les fragments Fc des IgE sur les macrophages. Les 

hématies sensibilisées avec les IgGl ou les IgG3 

sont phagocytées (LOBUGLIO et al. , 1967 ; RUBER et al. 

1971) ou sont lysées par les monocytes ( H O M  et al. , 1974) 



. Les composants Cg du complément liés aux héma- 

ties activent les macrophages qui portent à leur surfa- 

ce des récepteurs pour cette fraction (HUBER et al. , 

b-6) Les lymphocytes : Ils regroupent 3 grandes popu- 

lations : les lymphocytes T, les lymphocytes B et les 

lymphocytes plus petits dépourvus de caractère spécifi- 

que des cellules B et des cellules T. Les lymphocytes 

B portent les immunoglobulines de surface et des récep- 

teurs pour le fragment Fc des IgG et pour les compo- 

sants Cgb et C3d du complément ( M E N  et al. ,1973). 

Récemment, SPIEGELBERG (1979) a décrit un r2cepteur 

pour le Fc des IgE. Les récepteurs sont absents sur les 

cellules productrices d'anticorps. Tandis que la mafori 

té des lymphocytes T sont dépourvus de récepteurs pour 

le Fc, il est possible qu'une partie des T lymphocytes 

stimulée par des antigènes porte des récepteurs pour le 

fragment Fc des IgG ou des IgM. Mais ces récepteurs ont 

une faible affinité (EDEN et al. , 1973). 

La troisième catégorie de lymphocytes (5 à 

15 %. dés lymphocytes sanguins) est très hétérogène. 

Elle comprend des cellules dépourvues de récepteurs et 
'-. '. 

des cellules tueuses (lymphocytes K) qui induisent une 

cytolyse médiée par des anticorps, ces dernières ont 

des récepteurs pour le fragment Fc mais ne portent pas 



les immunoglobulines de surface. 

L'interaction entre les récepteurs lymphocy- 

taires et les immuns complexes peut modifier la réponse 

immune (COUTINHO et MOLLER, 1975 ; KONTIAINEN et 

MITCHINSON, 1975). REVOLTA et al. , (1975) ont 

montré 'in vitro que les lymphocytes de la moëlle 

osseuse sont stimulés par des immuns complexes en excès 

d'antigène. La liaison de tels complexes aux . 
lymphocytes .induit une transformation lymphoblastique 

qui se termine par la production de cellules 

sécrétrices d'anticorps spécifiques de l'antigène. 

Cependant, des surnageants obtenus après la 

formation in vitro des immuns complexes en excès d' 

antigènes stimulent souvent les lymphocytes, mais 

inhibent leur réponse si aucun antigène n'est ajouté à 

la culture (OPPENHEIM, 1972). Par contre, les surna- 

geants de complexes en zone d'équivalence et en excès 

d'antigène stimulent beaucoup plus les lymphocytes. De 

plus, les précipités correspondants, même ceux en excès 

d'anticorps, stimulent aussi les lymphocytes de façon 

plus intense que l'antigène seul. Ainsi, l'augmentation 

de la synthèse des anticorps semble être due à une aug- 

mentation de l'agrégation de l'antigène (OPPEMIEIM, 



C - Effet des imnuns complexes sur la réponse humorale 

- Les immuns complexes seraient responsables du 
-. - 

blocage du dévëloppement de l'hypersensibilité retardée 

par les cellules T (Mac KANESS et al. , 1974). Ceci a 

été confirmé par UGRANGE et Mac KANESS (1975) qui ont 

observé une absence d'ilypersensibilité retardée dans 

les pattes de souris immunisée avec des globules rouges 

de mouton par injection intraveineuse. 

- Dans'le cas de la cytotoxicité à médiation cel- 

lulaire, il existe des facteurs sériques chez l'homme 

et les animaux qui inhibent de façon spécifique la lym- 

phocytotoxicité vis-+vis des cellules tumorales 

(EELLSTROM et HELLSTROM, 1974), le f~cteur bloquant 

semble être un complexe immun. 

La cytotoxicité à médiation cellulair dépen- 

dante d'anticorps (ADCC) est inhibée par des complexes 

solubles en léger excès d'antigène (Mac LENNAN, 1972). 

Ces immuns complexes occupent les récepteurs Fc et les 

sites de liaison anticorps des Ac présents sur les lym- 

phocytes (SAKSELA et al. , 1975). 

En conclusion, les complexes immuns circu- 

lants apparai~~ent donc comme l'un des composants ma- 

jeurs du système immunitaire. A cet effet, plusieurs 

facteurs doivent être réunis. 
I - Le rapport antigène-anticorps : la formation des 
complexes doit se faire en excès d'antigène pour être 

soluble ; 



Certains auteurs (UHR et MOLLER, 1968 ; 

TERRES et al. , 1974) ont montré que l'injection des 

complexes en excès d'antigènes augmente la réponse en 

anticorps. Par contre, l'administration des complexes 

immuns en excès d'anticorps supprime la réponse anti- 
- 

corps (FE- et DIENE, 1970 ; HOUSTON et al. , l974), 

ce phénomène ;st plus remarquable durant la réponse 

primaire qu'au cours de la réponse secondaire, cette 

dernière peut être inhibée par des immuns complexes en 

excès d'antigène (MORGAN et TEMPELIS, 1977). L'augmen- 

tation des Ac après injection des CI en excès d'Ag ou 

en zone d'équivalence est en corrélation avec l'augmen- 

tation des centres germinaux (LAISSUE et al. , 1971 ; 

DENNERT, 1971). Les complexes immuns en excès d'anti- 

corps sont inefficaces (HOUSTON et al. , 1974). L'étude 

de la différenciation lymphocytaire chez la souris a 

permis à REVOLTELLA et al. de montrer qu'après stimu- 

lation par des imuns complexes en excès d'antigène, 

les lymphocytes sensibilisés donnent davantage de plas- 

mocytes, donc plus d'anticorps jusqu'au 7e jour de cul- 

ture, mais une fois en excès d'anticorps, la synthèse 

anticorpale est inhibée. 

d - Effets des complexes imuns sur la réponse immune -- 

à médiation cellulaire dépendante ou non dépendan- 

te d'anticorps 



- Les immuns complexes seraient responsables du 
blocage du développement de l'hypersensibilité retardée 

par les cellules T (Mac KANESS et al. , 1974). Ceci a 

été confirmé par LAGRANGE et Mac KANESS (1975) qui ont 

observé une absence d'hypersensibilité retardée dans 

les pattes de scuris immunisée avec des globules rouges 

de mouton par injection intraveineuse. 

- Dans-le cas de la cytotoxicité à médiation cel- 

lulaire, il existe des facteurs sériques chez l'homme 

et les animaux qui inhibent de façon spécifique la lym- 

phocytotoxicité vis-à-vis des cellules tumorales 

(HELLSTROM et HELLSTROM, 1974), le facteur bloquant 

semble être un complexe immun. 

La cytotoxicité à médiation cellulaizdépen- 

dante d'anticorps (ADCC) est inhibée par des complexes 

solubles en léger excès d'antigène (Mac LENNAN, 1972). 

Ces immuns complexes occupent les récepteurs Fc et les 

sites de liaison anticorps des Ac présents sur les lym- 

phocytes (SAKSELA et al. , 1975). 

En conclusion, les complexes immuns circu- 

- lants apparaissent donc comme l'un des composants ma- 

jeurs du système immunitaire. A cet effet, plusieurs 

-facteurs doivent être réunis. 

- Le rapport antigène-anticorps : la formation des 
complexes doit se faire en excès d'antigène pour être 

soluble ; 



- La t a i l l e  des complexes : plus  l a  t a i l l e  est pe- 

t i t e  e t  p lus  les  complexes r e s t e n t  longtemps dans l a  

c i r c u l a t i o n  ; 

- La valence  de l ' a n t i c o r p s  : les g lobu l ines  de 

grande valence c o n s t i t u e n t  des  agréga t s  denses rendant  

les  complexes peu so lub les  p a r  exemple les IgM. Les 

immunoglobulines b iva len tes  du type IgG f a v o r i s e n t  l a  

formation d'immuns complexes c i r c u l a n t s .  

3 - MALADIES LIEES A LA FORMATION DES IMMUNS COMPLEXES 

Les immuns complexes on t  é t é  incr iminés  en  

pathologie  humaine du f a i t  de l e u r  présence dans l e  sé- 

rum e t / o u  dans les t i s s u s  où l ' o n  a observé des l é -  

s ions .  Mais l a  r e l a t i o n  d e  cause à e f f e t  n ' e s t  pas en- 

c o r e  bien d é f i n i e .  Dans c e r t a i n s  cas ,  il y a de bonnes 

r a i s o n s  de penser que l e s  immuns complexes provoquent 

l e s  lés ions ,  L o r s q u ' i l s  son t  formés en grande q u a n t i t é ,  

dépassant  les p o s s i b i l i t é s  physiologiques d ' épura t ion  

immune, i l s  se deposent dans l e s  pa ro i s  v a s c u l a i r e s  d e  

. d i v e r s  organes e t  y déclenchent des  l é s i o n s  inflamma- 

t o i r e s  e t  nécrot iques .  

a )  Les i n f e c t i o n s  p a r a s i t a i r e s  

Les p a r a s i t o s e s  son t  c a r a c t é r i s é e s  par  l a  

pers is t -nce  chez l ' h ô t e  du p a r a s i t e  qui  r e la rgue  un 

c e r t a i n  nombre d 'ant igènes  c i r c u l a n t s  dans l e s  t i s s u s  



ou dans la circulation sanguine. Cette libération d'an- 

tigènes est le plus souvent suivie d'une synthèse d'an- 

ticorps entrarnant la formation des immuns complexes. 

Ces immuns complexes seraient impliqués dans les 1é- 

sions immunopathologiques souvent observées au cours 

des plus importantes maladies parasitaires : le palu- 

disme, les trypanosomiases, les leishmanioses, les 

schistosomiases et les filarioses. 

a,r Dans le paludisme, les immuns complexes sont ------- - 
incriminés dans la pathogénie des lésions rénales, dans 

la splénomégalie tropicale, dans l'anémie et l'autoim- 

munité (ZIGLER, 1973 ; OMS, 1975). Les antigènes du' 

Plasmodium circulent soit libres, soit liés dans des 

immuns complexes (principalement avec des anticorps 

IgM) pendant pluçiè;rs semaines après élimination des 

parasites grâce à la chimiothérapie (HOUBA et WILLIAMS, 

a-2 Les immuns complexes sont fréquemment élevés 

dans les Trypanosomiases. Les antigènes complexés pro- -- - --- - - -- 
viennent surtout de la variation de la surface du para- 

site et les anticorps surtout des IgM (WEITZ, 1960 ; 

GRAY, 1962). Aussi, les parasites libèrent dans cer- 

tains tissus les antigènes aboutissant à la formation 

locale d'immuns complexes et aux lésions des organes 

(lésions cardiaques et rénales) (LAMBERT et DIXON, 



a-3 La schistosomiase est l'une des infections ------------ 
dans lesquelles les immuns complexes ont été largement 

étudiés (PHILLIPS et DRAPER, 1975 ; SMITH et al. , 

1975a ; BOUT et al. , 1977). 

Des lésions rénales du type dû à des immuns 

complexes ont été décrites dans des modèles expérimen- 

taux et dans des infections humaines à S. mansoni et 

S. japonicum (ANDRADE et al. , 1971 ; BRITO et al. , 

1971 ; CAVALLO et al. , 1974 ; von LICHTENBERG et al. , 

1971 ;QTJEIROZ et al. , 1973 ; SILVA et al. , 1970) mais 

dans la plupart des études, seules les immunoglobulines 

et le complément ont été détectés par immunofluorescence. 
/ 

La présence d'antigènes spécifiques 

du schistosome en même temp, que les IgG, IgM et IgE et 

la fraction Cg du complément ont été révélés chez l'home 

(HOSHINO-SHdiXIZU et al. ,1976),chez la souris (NATAL1 

et CIOLI, 1976 ; ANDRADE et SUSIN, 1974) chez le 

hamster, le babouin (HOSHINOSHIMIZU et al. , 1975) ou 

le singe (BRITO et al. ,1971 ; RAVALLO, 1974). . . 

a-4) L 'Onchocercose 
- 

Les immuns complexes circulants ont été dé- 

tectés dans les sérums des patients onchocerquiens 

(LAMBEET et al. , 1978 ; PAGANELLI et al .' 
1980 ; GREENE et al. , 1980) de même que des concentra- 



tions subnormales de C C4 et C3, et des titres 
lq' 

élevés dlimmunoconglutinines (NGU et BLACKETT, 1976). 

Mais le rôle des immuns complexes dans la pathologie 

de l'Onchocercose n'est pas encore bien défini, toute- 

fois les lésions pouvant impliquer leur présence appa- 

raissent souvent au cours de cette infection. Chez les 

malades traités par la Notézine, en 15 minutes à 4 heu- 

res, au point *où sont logés les parasites, se développe 

une tuméfaction qui s'efface dans les 24 heures. Aussi, 

8 à 24 heures après le traitement, fièvre et gonfle- 

ments articulaires, apparaissent chez certains malades, 

cet aspect est comparable au phénomène d'brthus. On en 

- conclut que l'antigène, brusquement libéré par des pa- 

rasites en voie de destruction, forment avec l'anti- 

corps véhiculé par le courant sanguin des complexes à 

l'intérieur des vaisseaux et autour d'eux, provoquant 

l'infiltration par des leucocytes polynucléaires et la 

dégranulation de ces derniers (GUERRA et al. , 1980 ; 

MACKENZIE, 1980). A la suite de certaines observations, 

on a pensé que les immuns complexes formés au cours de 

la maladie contribueraient à la pathogénie des lésions 

oculaires conduisant à la cécité. Une vascularité réti- 

nale est aussi une caractéristique de l'Onchocercose 

(ANDERSON et FONT, 1976). Une anomalie apparaft au ni- 

veau des vaisseaux rétiniens des patients après admi- 

nistration de la Notézine (BIRD et al. ,1979). De plus, 



les immuns complexes sont impliqués dans les lésions 

oculaires. Une atrophie optique est une séquelle 

couramment rencontrée dans les infections B - 0. 

volvulus (ANDERSON et FONT, 1976) et lfuvéite,autre 

lésion oculaire de 1'0nchocercose, peut aussi être 

induite par les immuns complexes (WONG e t  al., 

1971). Dans certains cas, à la suite de drogues 

microfilaricides, on observe des accumulations 

périvasculaires des granulocytes autour des vaisseaux 

conjonctifs (MACKENZIE, 1980) et ces réactions évoquent 

la- présence d'immuns complexes. 

D'autres lésions liées aux complexes ont été 

citées dans l'Onchocercose. Ce sont des lésions testi- 

ciilaires provoquant la stérilité ou des lésions situées 

ailleurs. - 

b) Maladies auto-immunes 

Dans la polyarthrite rhumatoïde, les immuns 

complexes ont été décelés par différentes méthodes dans 

le sérum (KUNREL et al. , 1961 ; AGNELLO et al. ,1971 ; 

LUTARA et al. , 1977 ; NORBERG, 1974 ; ZUBLER et al. , 

1976b) et dans le liquide synovial (WINCHESTER et al. , 

1970, 1971). 

. Une autre maladie autoimmune est le lupus é- 

rythémateux : c'est un désordre immunopathologique 

durant lequel il existe une corrélation entre les mani- 



festations cliniques et la concentration des immuns 

complexes circulants et la consommation du complément 

(GEWURZ et al. , 1968 ; PERIN, et al, , 1974). 

. Les complexes sont formés pour la plupart de DNA 
et anti-DNA cependant d'autres antigènes nucléaires 

peuvent être retrouvés. 

Outre les infections parasitaires et les ma- 

ladies auto-immunes, les immuns complexes sont aussi 

impliqués dans les infections bactériennes telles que 

la lèpre (BJORVATN et al. , 1976) et la gloméruloné- 

phrite post-streptococcique (MICHAEL, 1966) qui sont 

les plus évoquées. 

D'après de récents travaux, les infections 

virales sont aussi à l'origine d'une élévation dés im- 

mun!; complexes (OLDSTONE, 1977). Parmi ces viroses, les 

plus étudiées sont l'hépatite virale (ALMEIDA et 

WATTERSON, 1969) et la dengue (SOBEL, BOKISH et MULLER- 

4, Mise en évidence des immuns complexes circulants 

Les méthodes permettant la mise en évidence 

des complexes immuns circulants peuvent être classées 
, 

en deux groupes. D'une part, les techniques "non spé- 

cifiques de l'antigène" détectent les immuns complexes 

indépendamment de la nature de l'antigène complexé ; 

d'autre part, les méthodes "spécifiques" de l'antigène 



détectent sélectivement les immuns complexes comprenant 

un antigène donné en discriminant les antigènes libres. 

Les techniques les plus couramment utilisées sont : 

a) Méthodes non spécifiques de I'antigZne 

Ces méthodes sont basées sur les propriétés 

permettant de distinguer les immunoglobulines ou le 

complément complexé des immunoglobulines ou du complé- 

ment libre. Ce sont les propriétés physiques des immuns 

complexes d'une part et d'autre part des propriétés 

biologiques. Toutefois, ces méthodes détectent non seu- 

lement les immuns complexes, mais aussi les immunoglo- 

bulines agrégées. 

a-1) Méthodes fondées sur les propriétés physiques des 

immuns complexes 

a.l.1. L'ultracentrifugation analytique 

Cette technique a présenté des anomalies 

en raison de la présence des immuns complexes IgG-IgM 

au pic 22 etdes complexes IgG-IgG au pic 17s (KUNKEL 
- 

et al. , 1961). L'ultracentrifugation analytique ne 

permet pas d'affirmer la présence exclusive des immuns 

complexes car d'autres éléments de poids moléculaire 

élevé peuvent être précipités dans le culot. 

a.1.2. LE précipitation en polyéthylène-glycol (PEG) 

Certains milieux peuvent également être em- 

ployés pour précipiter les immuns complexes et les 



g r o s s e s  molécules du sérum dans  les c o n d i t i o n s  où les 

molécules d'immunoglobulines l i b r e s  r e s t e r a i e n t  solu-  
- - 

bles .  Ces milieux s o n t  généralement u t i l i s é s  pour sépa- 

rer l e s  p r o t é i n e s  s é r i q u e s  d ' a p r è s  l e u r s  p r o p r i é t é s  

physiques. La p r é c i p i t a t i o n  en polyéthylène-glycol  

(PEG, pd ids  m o l é c u l a i r r  6000) a é t é  app l iquée  à d e s  re- 

cherches  c l i n i q u e s  (CREIGBTON, LAMBERT e t  MIESCHER, 

1973). L ' a d d i t i o n  au sérum du PEG, e n t r a î n e  une p r é c i -  

p i t a t i o n  de p r o t é i n e s  p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  concentra-  

t i o n  de  PEG. L'importance de i a  p r é c i p i t a t i o n  de chaque 

p r o t é i n e  est p r o p o r t i o n n e l l e  à son po ids  molécu la i re  

(ZUBLER e t  a l .  , 1976),  d e  f a ç o n  que, pour de f a i b l e s  

c o n c e n t r a t i o n s  de PEG, c e  s o i e n t  s u r t o u t  les p r o t é i n e s  

de po ids  molécu la i re  é l e v é  e t  l e s  immuns complexes q u i  

son t  p r é c i p i t é s .  Dans p l u s i e u r s  s i t u a t i o n s  pathologi-  

ques, on a t rouvé une c o r r é l a t i o n  e n t r e  l a  concentra-  

t i o n  impor tante  du contenu p r o t é i n e  d e s  p r é c i p i t é s  en  

PEG e t  l e  t aux  des  immuns complexes (HERREMAN e t  a l .  , 

1975 ; DIGEON e t  al. , 1977). 

Dans c e r t a i n s  c a s ,  d e s  p r o t é i n e s  s é r i q u e s  d e  

haut  poids  molécu la i re  peuvent ê t r e  p r é c i p i t é e s  avec  

l e s  immuns complexes e t  de c e  f a i t  f a u s s e r  l e s  r é s u l -  

t a t s  ; pour c e l a ,  une ana lyse  b io logique  e t  immunologi- 

que d e s  p r o t é i n e s  p r é c i p i t é e s  donnera d e s  in fo rmat ions  

p r é c i s e s .  En e f f e t ,  une é l é v a t i o n  d e  l a  f r a c t i o n  d'IgG 



s é r i q u e  p r é c i p i t a b l e  dans une f a i b l e  concen t ra t ion  de 

PEG indique l a  présence  dlIgG agrégée ou complexée dans 

l l é c h a n t i l l o n  de sérum é t u d i é ,  l e  phénomène a  é t é  f ré -  

quemment observé dans l e  sérum des  maaades a t t e i n t s  de 

lupus  Brythémateux (LAMBETT e t  al. , 1972). 

a.2. I n t e r a c t i o n  avec l e  Complément 

L ' i n t e r a c t i o n  des  immuns complexes avec l e  

système du complément ou avec c e r t a i n s  de ses compo- 

s a n t s  a  é t é  largement e x p l o i t é e  dans l e  but  de d é t e c t e r  

ces  complexes. 11 e s t  important de v é r i f i e r  que l ' e f f e t  

d e  f i x a t i o n  du complément est bien dû aux immuns com- 

plexes.  

Tes t  de l i a i s o n  au Cl, 
I 

Ce test  est  une technique radioimmunologique 

d é c r i t e  par  NYDEGGER e t  a l .  , 1974. E l l e  c o n s i s t e  a in-  

cuber l e  l i q u i d e  biologique à tester avec l e  C ra- 
1 q 

diomarqué ; a p r è s  un temps de con tac t ,  l e  Clqlibre 

e s t  séparé  de c e l u i  q u i  e s t  f i x é  à des immuns complexes 

par  une p r é c i p i t a t i o n  d i f f é r e n t i e l l e  en PEG. Le pourcen 

t age  de  C marqué e t  p r é c i p i t é  indique l a  q u a n t i t é . d e  l q  

complexes. 

Le t r a i t e m e n t  des  é c h a n t i l l o n s  p a r  1'EDTA é- 

v i t e  l a  n é c e s s i t é  de  chauf fe r  e t  en  o u t r e  l a  r é a c t i v i t é  

du C avec l e s  complexes de p ro té ine  C-réac.tive 
1 q 

(ZUBLER ct a l .  , 1976a ; ZUBLER e t  LAMBERT, 1976). Dans 

ces  cond i t ions ,  on a  rarement les p r é c i p i t é s  formés par  



le C et les substances de faible poids moléculaire, 
lq 

ou d'autres qui sont bien solubles dans le polyéthylène 

glycol (par exemple ADN ou endotoxines). Le test de 

liaison au C a été utilisé pour la détection des im- 
1 q 

muns complexes circulants dans diverses maladies : le 

lupus éqthémateux (NYDEGGER et al. , 1974 ; ZUBLER et 

LAMBERT, 1976 ; ZUBLER et al. , 1976), l'hépatite vira- 

le (NYDEGGER et al. , 1974), la polyarthrite rhumatoïde 

(ZUBLER - *  et al 1977), la lèpre (BJORVATN et al. ,1976) 

les leucémies (CARPENTIER et al. , 1976) et les glomé- 

rulonéphrites (ROSSER et al. , 1977). 

On a récemment mis au point des tests de fi- 

xatiok du C en phase solide. Le sérum est incubé lq 

dans les tubes de polystyrène sur lesquels est fixé le 

Clq, la quantité d'immuns complexes ayant r6agi avec 

le C est ensuite mesurée après une nouvelle incuba- 1 q 

tion avec une antiglobuline radiomarquée (HAY et al. , 
1976) ou couplée à une enzyme (AIILSTEDT, 1976). 

C - CONCLUSION 
Les antigènes circulants varient suivant leur 

poids moléculaire et leur nature (polysaccharide ou 
I 

protéine) durant l'infection, ils induisent la synthèse -+ 
de différentes classes d'immunoglobulines ou une immu- 

nité a médiation cellulaire. Leur activité dépend dans 

une certaine mesure de leur durée dans l'organisme eo 



la quantité libérée chez l'hôte. La présence des anti- 

gènes circulants chez un hôte peut entraîner différents 

effets physiologiques : d'une part, une immunisation de 

l'organisme qui aboutit a une protection, cette protec- 

tion peut parfois être déviée par l'intermédiaire des 

anticorps bloquants, d'autre part, à la neutralisation 

des fonctions anticorps, les antigènes empêchent ces 

derniers d'atteindre les cibles ; enfin, les antigènes 

circulants entraînent la tolérance ou l'immunosuppres- 

sion quand l'antigène circulant est tolérogène compara- 

tivement aux antigènes particulaires qui sont immuno- 

gènes, le même phénomène peut se présenter quand la do- 

se de l'immunogène libéré est très élevé (particulière- - 

ment avec les polysaccharides). 

Les innuuns complexes peuvent à leur tour in- 

duire différentes réactions. Ils peuvent être hautement 

immunogènes si le rapport antigène-anticorps est élevé 

ou tolérogène quand ce rapport est faible ; rappelons 

que, au moins in vitro , les immuns'complexes sont ca- 

pables de se combiner aux cellules pour être des média- 

teurs effectifs de la protection (CAPRON et al. ,1976). \ 

Sur le plan pathologique, ils causent des gloméruloné- 

phrites et des lésions au niveau de certains tissus, 

(vaisseaux, conjonctivites) la localisation des lésions 

dépend en partie de la taille des complexes. 



CHAPITRE III - IgE : DONNEES GENERALES 



INTRODUCTION 

Les IgE, anticorps anaphylactiques ont été 

largement étudiés depuis le début du siècle. Leur pré- 

sence fut démontrée par PRAUSNITZ et KUSTNER en 1921, 

en même temps que l'anaphylaxie passive. Ces anticorps 

se fixent fortemeznt dans les territoires cutanés où 

ils sont injectés, persistant plusieurs semaines après 

le transfert passif. Mais ils ne sensibilisent pas la 

peau d'autres espèces, sauf celles des singes 

supérieurs pour 1'IgE humaine, d'où le nom d'an~icorps 

homocytotropes. 

D'autres propriétés de ces anticorps ont été 

mises en évidence telles : 

- la thermolabilité : l'activité anaphylactique est dé- 
truite par chauffage quelques heures à 5 6 O C  ; 

- la sensibilité au 2mercaptoéthanol ; 
- l'inaptitude à fixer le complément, par la voie clas- 

sique ; 

- ces anticorps bien qu'ayant une spécificité compara- 
ble à celle des autres anticorps ne précipitent pas 

l'antigène. 

Les anticorps anaphylactiques appelés aussi 

anticorps spécifiques ou réagines sont responsables de 

certaines manifestations allergiques observées chez 

l'homme. Les réagines anti-parasite ont été mises en 



évidence dans les helminthiases. En 1966, ISHIZAKA 

et al. (1966a, 1966b) isolent et caractérisent des 

réagines. L'immunisation des lapins avec une fraction 

très riche en réagine obtenue après fractionnement de 

sérums de malades allergiques au pollen dlAmboroisia a 

conduit à la production d'anticorps contre une immuno- 

globuline différente des IgG, IgA, IgM et IgD, à la- 

quelle ISHIZAKA et al (1966) ont donné le nom d' IgE. - 
JOHANSSON et BENNICH découvrent une protéine myéloma- 

teuse (IgND), différente des autres classes d'immuno- 

globulines et identique à 1'IgE dtISHIZAKA et al. 

(BENNICH et al. , 1969). Des myélomes sécrétant cette 

classe d'immunoglobuline ont été décrits chez une sou- 

che de rat par BAZIN et al. (1974). 

STRUCTURE ET SYNTHESE DE L' IgE 

1. Structure de 1'IgE 

L'IgE est une glycoprotéine de poids molécu- 

lair d'environ 190 000 dalton. Sa constante de sédimen- 

tation est de 8,ZS. Le schéma général de sa structure 

est identique à celui des autres classes d'immunoglo- 

bulines, c'est-à-dire qu'il'comporte l'association par 

des ponts disulfures de deux chaînes lourdes et de deux 

chaînes légères. .. 1 
La papaïne clive la molécule d'IgE en trois 

fragments : 2 fragments Fab comportant le site 



La réponse IgE dépend de différents facteurs 

immunologiques. 

a) L'espèce animale : la réponse IgE varie selon l'es- 

pèce animale. Certains individus immunisés par un ex- 

trait de pollen synthétisent des IgE qui disparaissent 

en 2 à 3 mois, une réponse secondaire peut être obser- 

vée après la saison de pollen chez un petit nombre de 

sujets immunisés. L'immunisation du rat par l'ovalbu- 

mine et l'alumine entraîne une production d'anticorps 

IgE maximale entre le 10ème et 14ème jour et qui décli- 

ne ensuite. En général, une réponse secondaire n'appa- 

raft pas après une injection de rappel. Une autre li- 

gnée de rat, tel que le rat HOODED-LISTER se caractéri- 

se par la production de taux élevés d'anticorps IgE 

après injection d'antigènes avec du vaccin anti-coque- 

lucheux, une injection de rappel induit une réponse se- 

condaire. La réponse IgE chez le lapin est très faible 

et une réponse secondaite ne peut être obtenue. Certai- 

nes lignées de souris se caractérisent par une réponse 

IgE persistant plusieurs mois, même après l'injection 

d'une faible dose d'antigène (0,l ug) ; cette lignée 

représente de ce fait un bon modèle expérimental pour 

l'étude de l'allergie (ISHIZAKA, 1976). 

b) Facteurs génétiques : La réponse IgE est contrôlée 

par des gènes situés sur un seul locus autosomique (10- 



anticorps (chaîne légère + partie N terminale de la 

chafne lourde) et, sous certaines conditions, un gros 

fragment Fce qui a la propriété de se fixer aux tissus. 

Le Fce inhibe le transfert passif dans la peau humaine 

et porte les déterminants isotypiques. 

2. Biosynthèse de 1'IgE et facteurs immunologiques de 

la réponse IgE 

L'IgE est synthétisée par des cellules d'ori- 

gine médullaire : les lymphocytes B. 

Les cellules lymphocytaires à IgE (ISHIZAKA 

et al. , 1969 ; TADA et ISHIZAKA, 1970) ont une répar7 

tition prédominante dans les muqueuses intestinale et 

respiratoire ainsi que dans les ganglions régionaux 

correspondants ; elles sont peu abondantes dans la rate 

et les ganglions superficiels. Des travaux plus récents 

(MAYRHOFER et al. , 1976) ont montré que les cellules 

à IgE de ia muqueuse intestinale ne sont pas des plas- 

mocytes mais des mastocytes possédant de 1'IgE intra- 

cellulaire. Le site majeur de synthèse de 1'IgE est le 

ganglion mésentérique, alors que très peu de cellules 

produisant l'IgE sont présentes dans le tissu lymphoïde . 
pulmonaire et la rate. 

La présence des mastocytes entre les cellules 

épithéliales de l'intestin expliquerait pourquoi 1'IgE 

peut être décelée dans les sécrétions, bien qu'elle ne 

soit pas une immunoglobuline sécrétoire telle que 



cus Irl) fortement lié au système H-2 sur le groupe 

linkage lx. Lorsque les souris sont immunisées avec des 

conjugués haptène-protéine, la différence entre les li- 

gnées est liée à la protéine porteuse, ce qui suggère 

que le contrôle, génétique s'exerce sur les lymphocytes 

T. La réponse IgE présente ou absente chez une lignée 

est indépendante de la dose et de la nature de l'anti- 

gène. Chez l'homme, les études familiales réalisées ont 

permis de démontrer l'existence de gènes Ir contrôlant 

la réponse aux antigènes de pollen d'ambroisia. Un au- 

tre contrôle génétique s'exerçant sur la réponse globa- 

le des IgE chez l'homme a été démontré par MARSH - et al 

(1974). Deux gènes allèles autosorniques contrôlent la 

production globale des IgE ; l'un, récessif, détermine 

la production de taux élevés dlIgE, l'autre, dominant, 

la production de taux faibles. Ces gènes ne sont pas 

liés au système HLA, et paraissent masquer le rôle joué 

par les gènes Ir. En somme, les sujets possédant des 

taux élevés dlIgE sont allergiques à de nombreux anti- 

gènes, tandis qi.? les sujets possédant des taux faibles 

ne sont sensibles qu'à un petit nombre. 

En résumé, chez l'homme, comme chez la souris 

deux types de contrôles génétiques s'exercent sur la 

réponse IgE : 

- l'un, dépendant des gènes Ir liés au système majeur 
d'histocompatibilité, contrôle la réponse IgE à des an- 



tigènes déterminés ; 

- l'autre, indépendant des gènes Ir, s'exerce sur la 
production globale des IgE. 

c) Nature et dose de l'antigène : les antigènes qui 

induisent une réponse IgE, appelés aussi allergènes, 

sont tous des antigènes T-dépendants. 

La dose d'antigène est très importante pour 

l'immunisation. Des doses faibles d'antigènes permet- 

tent d'obtenir une réponse IgE primaire ou secondaire, 

que des doses élevées (JARETT et STEWART, 1974 ; 

REVOLTELLA et OVARY, 1969). 

B. PROPRIETES BIOLOGIQUES DE L'IgE 

Les propriétés biologiques de 1'IgE sont 

liées à son interaction avec les cellules cibles : les 

mastocytes, les polynucléaires basophiles, les éosino- 

philes et les macrophages. Les études de l'activité 

réaginique de llIgE ont d'abord été réalisées in vivo : 

il s'agit des réactions d'anaphylaxie cutanée passive 

(PCA) ou de PRAUSNITZ-KüSTNER chez l'homme. Par la sui- 

te, les études in vitro avec les IgE de myélome et des 

cellules cibles ont permis une approche de l'interac- 

tin IgE-mastocyte. 
- 

1. Interaction de I'IgE et des mastocytes 

Les études in vitro des propriétés réagini- 

ques de 1'IgE ont permis la reconnaissance des mastocy- 



tes et des basophiles comme les cellules cibles privi- 

légiées de cette immunoglobuline. 

Cette immunoglobuline se fixe sur ces cellu- 

les polynucléaires pour induire une réaction d'hyper- 

sensibilité immédiate qui comprend 3 étapes : 

a) la première étape consiste en la fixation sur le 

mastocyte ou le polynucléaire basophile. Les premières 

études de la fixation de 1'IgE ont été entreprises avec 

des polynucléaires basophiles humains et de 1'IgE de 

myélome (ISHIZAKA et al. , 1970 ; ISHIZAKA et al. , 

1972). Cette immunoglobuline se fixe exclusivement à 

la surface des cellules cibles par sa partie Fc€ sur un 

récepteur qui constitue un site de fixation spécifi que 

de 1'IgE (STANWORTH et al. , 1967, 1968 ; BENNICH et - 

b) La seconde étape résulte de l'interaction de I'I~E 

avec l'antigène (allergène) et aboutit à la libération 

de médiateur chimique : histamine, sérotonine, SRS-A 

(slow reacting substance of anaphylaxis, et=. . . ) . Ceci 
implique le récepteur dans la sé4uence d'évènements 

cellulaires aboutissant à cette libération non cytoly- 

tique, d'où la fonction activatrice du récepteur. L'ac- 

tivation mastocytaire est une légère modification de la 

molécule d'IgE fixée à la surface cellulaire, due à la 

combinaison de 1'IgE avec l'allergène, les complexes 

IgE-allergène doivent être en léger excès d'antigène 



(Ag3Ac2) pour que l'activation mastocytaire ait lieu 

(ISHIZAKA et ISHIZAKA, 1968b). L'allergène doit être au 

moins bivalent (LEVIIE, 1965) permettant la liaison en- 
l 

tre deux molécules d'IgE adjacentes. Des modifications 

de conformation de 1'IgE peuvent également être indui- 

tes par des antisérums anti-IgE (ISHIZAKA et ISHIZAKA 

et al. , 1968a). 

c) La troisième étape correspond aux effets de média- 

teurs sur les cellules cibles. Les médiateurs libérés 

par les mastocytes activés conduisent au recrutement 

des protéines et des cellules circulantes pour assurer 

une défense locale vis-à-vis d'un agent étranger 

(AUSTEN et al. , 1976 ; WASSERMAN et GOETZL, 1976). 11 

s'agit de : 
- 

, ** - - 



.- -. " 

/HISTAMINE - Aeeroi sscinent de 1 a perméabi 1 i t é  vascula i re  i 
- Augmentation de 1 'AMP cycl ique i n t racel  1 ul a i  r e  

- Inh ib i t ion  de l a  réaction de PCA ( l a p i n )  

- Inhibi t ion de l a  phagocytose e t  de l a  chemotaxie du neu- 

trophi 1 e (homme) 

- Inhibi t ion de l a  l i bé r a t i on  d'enzymes lysosomiaux par l e  

neutrophi l e  (homme) 

- Inhibi t ion de l a  chemotaxie de l ' éos inophi le  (hautes 

doses) (homme) 

- Augmentation de l a  migration de 1 'éosinophile 

- Inhibi t ion de l a  cy to tox i c i t é  des c e l l u l e s  T ( sour i s )  

- Inhibi t ion de l a  production du MIF (cobaye) 

- Inhibi t ion de l a  réact ion cutanée retardée (cobaye) 

- Inhibi t ion de l a  production e t  de l a  séc ré t ion  des 

ant icorps  

- Faci 1 i t a t i o n  de l a  glomérulonéphri t e  immune (1  apin) 

ECF-A - Action chémotactique sur 1 ' éos i  nophi l e  

NCF--A - Action chémotactique sur l e  neutrophi le  

Hépari ne - Acti on an ti coagul ante  

SRS-A - Accroissement de 1la perméabi 1 i t é  vascula i re  
- Contraction des bronchioles (homme) 

PAF - Agrégation pl aquet ta i  r e  
- Libération de sérotonine pl aquet ta i  r e  

Actions des médiateurs mastocytai r e s  (d 'après  AUSTEN, 

WASSERMAN e t  GOETZL, 1976 e t  LICHTENSTEIN, 1976) 



- l'augmentation de la perméabilit vasculaire grâce à 

l'histamine, la sérotonine, la SRS-A et grâce à l'ac- 

tion du PAF (platelet activating factor) sur les pla- 

quettes ; 

- les modifications de la coagulation par l'héparine et 
le PAF ; 

- l'attraction des éosinophiles par 1'ECF-A et des neu- 
trophiles. 

2. Interactoin de 1'IgE et le macrophage 

La mise en évidence d'une cellule-cible pour 

1'IgE autre que le mastocyte a été réalisé par CAPRON 

.et al. (1975), dans la schistosomiase expérimentale 

du rat et dans la filariose expérimentale (RAQUE - et al 

1983). L'existence d'une activité cytotoxique de macro- 

phages péritonéaux pour les schistosomules a été décou- 

verte en incubant des cellules péritonéales adhérentes 

de rats sains avec, du sérum de rat infecté par le para- 

site et immun à la réinfection, l'addition dans un deu- 

xième temps de schistosomules conduit à une adhérence 

et une cytotoxicité des macrophages vis-à-vis de schis- 

tosomules. 

Les IgE responsables de ces phénomènes sont 

des IgE spécifiques du parasite, les IgE de 

spécificités différentes n'ont aucun effet. 

D'autre part, une adsorption et une ultra- 



centrifugation d'un immunsérum anti- S. mansoni a per- 

mis de montrer que les immuns complexes formés d'anti- 

corps IgE anti- S. mansoni et d'antigènes parasitaires 

induisent une adhérence et une cytotoxicité du macro- 

phage (CAPRON et al. , 1977). 

3. Interaction de 1'IgE et l'éosinophile 

Le rôle des anticorps de classe IgE dans les 

mécanismes de cytotoxicité par éosinophiles a été dé- 

montré dans la schistosomiase expérimentale du rat 

(CAFRON et CAPRON, 1980). La participation de l'anti- 

corps IgE dans le mécanisme de cytotoxicité de l'éosi- 

nophile a été démontrée par immunoadsorption et par les 

études d'inhibition, la description de ce mécanisme a 

conduit à l'identification de récepteurs spécifiques 

pour 1'IgE au niveau de la membrane des éosinophiles de 

rat et des éosinophiles humajns en utilisant la tech- 

nique de rosette. 

REGULATION DE LA REPONSE IRE 

Rôle des lymphocytes B et T 

La synthèse.des anticorps IgE est thymodépen- 

dante. Les rats thymectomisés à la naissance ne produi- 

sent pas d'anticorps IgE (OKHUMüRA et TADA, 1971). L' 

injection de thymocytes normaux corrige cette 

déficience (TANIGUCHI et TADA, 1974). Des IgE étant 



synthétisées par les lymphocytes B, W O A K A  et al. 

(1973b) et OKüDAIRA et ISHIZAKA (1973) ont montré 1' 

importance de la coopération des cellules B et T à cet 

effet, car l'immunisation par la protéine porteuse 

("carrier") augmente la réponse IgE ultérieure à un 

complexe "carrierw-haptène. Cet effet est conséquent à 

la participation des lymphocytes T spécifiques de la 
O 

protéine porteuse. 

Les lynphocytes B "mémoires" impliqués dans 

la réponse IgE sont différents des cellules B "mémoire" 

impl-quées dans la réponse IgM et IgG (HISHIMOTO et 

ISHIZAKA, 1972 ; DELESPESSE et al. , 1975). La matura- 

tion des cellules souches en plasmocytes B productrices 

d'anticorps IgE se ferait grâce à la présence de l'an- 

-, > - -  tigène et d'une sous-populatior: de cellules T (OKUDAIRA 

et ISHIZAKA, 1974 ; ISHIZAKA K., 1976). . 
Toutefois, de nombreuses expériences ont dé- 

montré l'existence de coopération des cellules T 

(T "helper") avec les cellules B pour la réponse IgE. 

Chez le lapin, les lymphocytes T helper de la réponse 

IgE sont différents des lymphocytes T helper de la ré- 

ponse IgG (RISHIMOTO et ISHIZAKA, 1973). Cependant, 

chez les souris bonnes répondeuses en IgE, les lympho- 

cytes T helper pour les réponses IgE et IgG ne peuvent 

être distingués (HAMOAKA et al. , 1973 ; OKUDAIRA et 

ISHIZAKA, 1973, 1974). 



Cependant, la synthèse des IgE dirigés contre 

un antigène peut être supprimée par transfert passif 

d'un antisérum contenant des anticorps dirigés contrè 

ce même antigène. C'est une suppression par les anti- 

corps. Cette suppression est complète chez le lapin et 

transitoire chez la souris. Mais, chez les souris hau- 

tes 'répondeuses en IgE, l'injection d'un antisérum 

anti-ovalbumine n'affecte pas la réponse IgE en cours 

et n'inhibe pas une réponse secondaire (ISHIZAKA K. et 

OKUIIAIRA, 1972). On observe les phénomènes différents 

chez le rat. L'injection d'anticorps c2prime sélective- 

ment la réponse IgE sans affecter la réponse IgG. 

La suppression de la réponse IgE résulte 
4 

aussi de l'effet des cellules T "suppressives"(0RUMURA 

et TADA, 1971 ; TANIGUCHI et TADA, 1974 ; OKUMURA 

et al. , 1974). TADA et al. (1973) ont mis en éviden- 

ce dans les extraits de thymocytes ou de cellules splé- 

' niques, un composant d'activité suppressive sur la ré- 

ponse IgE* Ce composant agit en inactivant les cellules 

T "helper" (TADA, 1976). 

Dans certains cas, une protéine dénaturée in- 

duit une suppression spécifique de la réponse IgE à cet 

antigène. Cette possibilité pourrait être d'intérêt 

dans l'immunothérapie des allergies (ISHIZAKA, 1976). 

Un autre facteur d'activité immunosuppressive 

(KISHIMOTO et ISHIZAKA, 1974) agirait sur. les cellules 



B avant leur stimulation par l'antigène ou au moment de 

leur stimulation. Ce facteur est synthétisé par les 

cellules B : "IgE-B-ce11 generating factor". 

D. PRODUCTION DES IRE DANS LES HELMINTHIASES 

Les helminthiases se caractérisent par la 

présence de taux élevés d'IgE sériques (JARRETT, 1972 ; 

KOJIMA et al. , 1972). L'existence de phénomènes d'hy- 

persensibilité immédiate au cours de ces infections est 

connue depuis longtemps grâce à l'utilisation de la ré- 

ponse cutanée immédiate à l'injection d'extraits du pa- 

rasite. 

Les réaginines (1gE)spécifiques dirigée con- 

tre les antigènes ont été mises en évidence chez l'hom- 

me (ANDREWS, 1962 ; BLOCH, 1967) et chez l'animal : le 

lapin (HOGART-SCOTT, 1967a ; SADUN et al. , 1968), la 

souris (MOTA et Coll., 1969a), le cobaye (CATTY, 1969), 

le rat (OGILVIE, 1964). 
.. 

L'augmentation des IgE a été démontrée dans 

de nombreuses infections parasitaires telles que : 

l'ascaridiose (JOHANSSON, MELLEIN et VABLQUIST, 1968), 

le syndrome de Lama migrans (HOGARTH-SCOTT et al. , 

1971), l'ankylostomiase (BENNICB et JOHANSSON, 1971 ; 

ITO-qAWADA et SATO';- 1972 ; KOJIMA et al. ,1978) ; 
- 

l'oxyurose (JARRETT et KERR, 1973), la bancroftose 

(NEVA et al. , 1975 et ITO et al. , 1972), la filario- 



re à Brugia malayi (HUSSAIN et al. , 1981), l'oncho- 

cercose (WEISS et al. , 1981). Parmi les infections par 

Trématodes : la distomatose à Fasciola hepatica 

(KOJIMA et al. , 1972), la bilharziose a S. japonicum 

(KOJIMA et al. , 1972), à S. mansoni (IGLLERMEYER 

et al. ; 1973), à S. haematobium (WILKINS et BROWN, 

1973) ; parmi les infections par cestodes : l'échino- 

coccose (HULDT et al. , 1973 ; DESSAINT et al. , 1975). 

Chez le rat, l'augmentation des IgE sériques 

a été étudiée au cours de l'infection par Trichinella 

spiralis (PERRUDET-BADOUX et al. , 1976) et par 

S. mansoni (ROUSSEAUX-PREVOST et al. ,aqg). 

La réponse IgE des sujets infestés est consé- 

cutive à la présence de molécules d'allergènes produi- 

tes par l'helminthe, les anticorps IgE dirigés contre 

le parasi,te ne représentent en fait qu'une faible part 

des IgE totales (DESSAINT et al. , \q*S). 

ES METHODES ACTUELLES DE DOSAGE DES IRE 

Le dosage des IgE nécessite des techniques 

très sensibles en raison du taux faible de cette classe 

d 'immunoglobuline dans le sérum ou autre liquide biolo- 

gique. Ces techniques sont classées en deux groupes : 

- les méthodes immunochimiques qui utilisent le 
caractère antigénique de 1'IgE et qui permettent le do- 

sage des IgE totales d'un liquide biologique ou des IgE 



spécifiques d'un antigène donn6 ; 

- les méthodes biologiques qui recherchent 1' acti- 
vité réaginique d'un liquide biologique vis-à-vis d'an- 

tigènes déterminés. 

Les méthodes couramment utilisées sont : 

1. Méthodes immunochimiques 

a) Dosage des IgE totales circulantes 

La partie constante Fc de 1'IgE réagit avec 

un anti-sérum anti- dirigé contre les déterminants 

isotypiques de la molécule. 

- Immunodiffusion en milieu gélifié : 
La méthode d'immunodiffusion radiale de 

MANGIN; est insuffisaniment sensible pour le dosage des 
IgE. Les anneaux de précipitation ne sont pas visibles. 

Les modifications proposées ont augmenté la sensibili- 

té : 

. La méthode de ROWE (1969) ou radioimmunodiffusion 
radiale, utilise les anticorps anti-IgE marqués à 

1'12'1 (ces anticorps sont dirigés contre ltIgE de 

l'espèce qui a servi à la préparation de l'anti-IgE). 

La fixation de ces anticorps est révélée par autoradio- 

graphie. ARBESMAN et ITO (1971) ont simplifié la métho- 

de en utilisant un anti-IgE marqué à 1 ~ 1 2 5 ~  . 
. CEhiIFANTO et KAUFMAN (1971), pour révéler l'anneau 

de diffusion, utilisent un anti-immunoglobuline marquée 

à la fluorescéine ; 



. GUESDON, THIERY et AVRAMEAS (1976) ont décrit récem- 

ment une technique de révélation utilisant des anti- 

corps marqués à la glucose oxydase. Cette technique 

sensible permet d'obtenir des résultats reproductibles 

en accord avec les dosages radioimmunologiques. 

- Méthodes radioimmunologiques : 
Du fait de leur sensibilité, les méthodes 

radioimmunologiques sont les méthodes de choix pour le 

dosage de 1'IgE. Leur principe consiste à mettre en 

compétition 1'IgE radiomarquée et lfIgE froide (non 

marquée) pour un immunsérum (anti-IgE) dirigé spécifi- 

quement contre cette IgE, de telle façon qu'il existe 

un excès d'IgE marquée et non marquée, après contact 

avec l'immunsérm. 

+ IgE - Anti-IgE 
+ IgE - Anti-IgE 

La quantité d'IgE marquée fixée par l'anticorps sera 

d'autant'moins grande que la quantité d'IgE froide se- 
/ 

ra importante. Avant la mesure de la radioactivité, il 

est nécessaire de séparer les fractions liées 3 l'anti- 

corps et les fractions libres. La mesure de la radioac- 

tiviL5 avec des quantités connues dfIgE froide permet 

d'établir une courbe d'étalonnage. La quantité d'IgE à 

doser peut être déduite' de cette courbe d'étalonnage. 



LfIgE purifiée est marquée à 1'12'1 par la 

méthode de GREENWOOD, HUNTER et GLOVER (1963), 

McCONAHEY et DIXON (1966) en utilisant la chloramine T 

comme oxydant doux ; cette méthode minimise les risques 

de dénaturation de l'IgE, donc la perte de lfantigéni- 

cité. L'anti-IgE est obtenu par immunisation, soit avec 

des Fc (JOHANSSON, MELLBIN et VAHLQUIST, 1968), soit 

avec 1'IgE entière. 

La séparation des fractions libres et des 

fractions liées à l'anticorps est réalisée soit par 

couplage de l'anticorps à la phase solide, soit par 

précipitation du complexe IgE - anti-IgE : 
. le couplage 3 une phase solide (Radioimmunosorbent 

test ou R.I.S.T.) a été initialement décrit par 

JOHANSOR, BENNICH et WIDE (1968) ; le Séphadex servant 

de support solide est activé par le bromure de cyano- 

gène (WIDE, AXEN et PORATH, 1967 ; WIDE, 1969). 

. la précipitation du complexe IgE - anti-IgE peut être 
obtenue à l'aide d'un deuxième anticorps dirigé contre 

- 
les immunoglobulines de l'espèce ayant servi à produire 

l'anti-IgE (méthode du double anticorps) (GLEICH, 
- 

AVERBECK et SWEDLülD, 1971). Une autre méthode consiste 

à précipiter les complexes IgE - anti-IgE par le sulfa- 
te d'ammonium à 33 % de saturation. Dans ces conditions 

1'1gE non liée reste soluble (CARSON, METZGER et BAZIN, 



b) Méthodes de dosage des IgE spécifiques d'un anti- 

gène 

Les techniques employées consistent à insolu- 

biliser d'abord l'antigène puis à adsorber les anti- 

corps du sérum avec cet antigène insolubilisé et ensui- 

te à estimer la quantité d'IgE adsorbé sur l'antigène. 

Radioallergosorbent test (RAST) 

Cette méthode, décrite par WIDE, BENNICH et 

JOHANSSON (1967) permet de doser spécifiquement les 

anticorps IgE. L'antigène (ou allergène) est couplé à 

une phase solide (radioallergosorbent test : RAST). 

Lors de la première incubation, les anticorps de type 

IgE, contenus dans le sérum à doser, se combinent à 

l'antigène. Après lavage de la phase solide, des anti- 

corps anti-IgE marqués à 1'125~ sont additionnés. La 

radioactivité liée à la phase solide après lavage est 

proportionnelle à la quantité d'anticorps IgE spécifi- 

ques de l'allergène. 

L'allergène est couplé à des particules de 

Séphadex (Wide, k e n  et Porath, 1967) ou à des disques 

de papier filtre de cellulose activées par le bromure 

de cyanogène (CESKA, ERIKSON et VARGA, 1972). 

Idem avec la méthode enzymatique où l'anti-IgE est mar- 

quée à la phosphatose alcaline ou à la -galactosida- 

se. 



. Méthodes utilisant l'isolement puis le dosage des IgE 
spécifiques d'un antigène 

11 s'agit d'adapter la méthode du RIST (qui 

mesure la quantité d'IgE totales) à la détermination 

des anticorps IgE spécifiques(Mc LAWGHLAN, 1971). On 

réalise une absorption préliminaire avec l'allergène 

couplé à un immunoadsorbant. Employant cette technique, 

DESSAINT et al. (1975a,b) mesurent pour la première 

fois la concentration d ' IgE spécifiques de parasite 

dans des sérums humains. Les immunoadsorbants sont réa- 

lisés avec une préparation antigénique de S. mansoni 

ou de l'antigène 5 spécifique de Echinococcus granu- 

losus . Après élution, les IgE spécifiques sont dosées - 
par méthode radioimmunologique (RIST : Pharmacia, 

Uppsala, Sweden). 

2. Méthodes biologiques 

Les méthodes biologiques sont employées pour 

la détermination des IgE spécifiques d'un antigène. 

Elles apprécient l'activité réaginique d'un sérum. On 

déclenche la réaction anaphylactique par contact avec 

l'antigène spécifique. 

a) Anaphylaxie cutanée passive (PCA : passive cuta- 

neous anaphylaxis 

Cette technique consiste a injecter intrader- 

miquement dans la peau rasée d'un animal normal rece- 



veur, un petit volume (0,l ml chez le rat, par exemple) 

de dilution dans de l'eau physiologique du sérum à étu- 

dier. Après un temps de latence (en général, 48 à 72 

heures), l'animal reçoit l'antigène mélangé à ;ne solu- 

tion de bleu d'Evans par voie intraveineuse. Dans les 

sites où une réaction anaphylactique a lieu, des modi- 

fications de la perméabilité capillaire se produisent 

et il apparaît alors une tache bleue en zone d'injec- 

tion du sérum. Le diamètre de la tache est fonction de 

la quantité d'anticorps réaginiques injectés. Certains 

auteurs mesurent le diamètre et quantifient les résul- 

tats en conséquence ; d'autres préfèrent indiquer la 

plus grande dilution capable d'indusre une réaction 
i 

positige. Les réaginines étant des anticorps homocyto- 

tropes, leur mise en évidence par transfert cutané pas- 

sif se fait uniquement entre individus d'une même espè.- 

ce. C'est pourquoi, dans le.test de PCA, l'animal rece- 

veur est de la même espèce que celle fournissant le 

sérum à tester. Cependant, des sensibilisations hétéro- 

logues sont possibles dans certains cas. Ainsi, la réa- 

ginine humaine peut sensibiliser le singe (PATTERSON, 

1969), la souris et le rat peuvent être sensibilisés 

avec les IgE de l'une ou l'autre espèce (MOTA et al. , 

1969b ; PROWOST-DANON et al. , 1975). Il s'agit de 

sensibilisation croisée entre espèces animales très 

proches. 



Le terme PCA est limité aux tests pratiqués 

chez les animaux. Chez l'homme, il s'agit de la réac- 

tion de PRAUSNITZ-KUSTNER ou PK test. Le risque élevé 

de contamination, essentiellement par le virus de l'hé- 

patite a fait rejeter l'utilisation pratique de ce 

test. 

b) Sensibilisation des cellules in vitro 

Les interactions entre les IgE et les cellu- 

les peuvent être étudiées directement. Chez l'homme, on 

emploie des leucocytes sanguins (LICHTENSTEIN et OSLER, 

1964 ; OSLER et al. , 1968). Après addition de l'anti- 

gène spécifique, il y a dégranulation des basophiles et 

libération d'histamine qui est mesurée par des méthodes 

biologiques ou chimiques. Cette technique est moins 

sensible que le test PK (STANWORTH, 1973). 



TRAVAUX PERSONNELS 



CHAPITRE IV : MATERIELS ET MF.THODES 



A. MATERIELS 

1. Les antigènes 

Les vers récoltés sont au préalable lavés 

afin d'éliminer les contaminants sériques provenant de 

l'hôte. 
9 

- Antigène O. volvulus : les vers adultes sont 

extraits des onchocercomes prélevés après nodulectomie 

sur des malades onchocerquiens vivant en zone endémique 

Les vers subissent plusieurs lavages dans une solution 

de NaCl à 1 % afin d'être débarrassés au maximum des 

contaminants humains, l'extraction de l'antigène se 

- fait selon le protocole décrit par CAPRON et al. 

(1965). 

Les vers mis dans du NaCl 1 % sont congelés 

à -20°C dans un mortier en porcelaine et ensuite broyés 

manuellement au pilon jusqu'à liquéfaction presque to- 

tale. 11 est ainsi procédé à 5 broyages au mortier gla- 

ce. Après le dernier broyage, la solution est centrifu- 

gée pendant 1 heure à 4°C. Le surnageant est dialysé 20 

heures environ contre de l'eau déminéralisée. L'extrait 

antigénique hydrosoluble est lyophilisé dans des 

flacons type plasma de 500 ml à large ouverture. 

Sont préparés d'une manière similaire : 

- de l'antigène D. viteae 



- de l'antfgène S. mansoni 

- de l'antigsne A. lumbricoïdes . 
Le broyage au lieu d'être effectué manuelle- 

ment dans un mortier, peut être réalisé par 5 passages 

3 1'X-Press LKB. Ceci permet d'avoir une meilleure dé- 

sintégration de l'intégrité de la structure des tissus 

et des cellules. Pour cela, on exerce sur les vers con- 

gelés B -20°C une pression de 10 à 12 tonnes. 

~a première eau de lavage des vers adultes 

d' O. volvulus possède des propriétés antigéniques, de 

ce fait elle est dialysée, lyophilisée et constitue 

l'antigène "eau de lavage" qui pourra servir aussi au 

diagnostic. 

2. Les sérums 

a) Les sérums de malades 

Les sérums onchocerquiens sont prélevés sur 

des sujets originaires du Cameroun, du Mali et du 

Vénézuéla, zones de haute endémie onchocerquienne. Ces 

sujets sont des onchocerquiens confirmés par les signes 

cliniques et parasitologiques : recherche des microfi- 

laires dermiques d' Onchocerca volvulus (OV) positive. 

Les serums prélevés sont stockés à -20°C.  

Afin d'étudier la spécificité de nos tests, 

nous avons utilisé des sérums de patients infectés par 



d'autres filaires humaines (SPF) en l'occurrence : 

Wuchereria bancrofti (W.b.), Loa loa (L.1.) et 

Brugia malayi (B.m.) ; ou par d'autres helminthes 

(SPH) tels que Schistosoma mansoni ,' Fasciola hepatica 

et Ascaris lumbricoYdcs . 
Les sérums des sujets normaux (SHN) ont été 

prélevés chez des européens et chez des sujets origi- 

naires des zones endémiques pour lesquels les examens 

parasitologiques et sérologiques pour la recherche 

d'helminthiase ont été négatifs. 

b) Les immunsérums 

Les lapins sont immunisés à partir d'extraits 

antigéniques solubles de vers adultes par deux techni- 

ques d'immunisation : la méthode de VAITUKAITIS et la 

méthode par voie sous-scapulaire (détails des techni- 

ques, cf. Fin). - 

3. Les urines 

Les urines sont celles de patients onchocer- 

quiens confirmés vivant en zone endhique. Recueillies 

et centrifugées, elles sont filtrées sur des filtres 

Millipore afin de les débarrasser de microfilaires qui 

pourraient s'y trouver. Elles sont ensuite réparties 

dans des tubes à hémolyse et congelées à -20°C. 



4. 

Les Immunoglobulines sont obtenues après 3 

précipitations successives au sulfate d'ammonium à 33 W 

des sérums de malades d'une part et des immunsérums de 

lapin d'autre part. 

Une partie de ces Ig est marquée à 11125~ 

(cf. Fin) et conservée en tampon phosphate contenant 1 , 

% de sérumalbumine humaine (ou bovine) pour éviter une 

radiolyse, et 0,02 % d'azide de sodium (NaN3) qui est 

un antiseptique. 

B. TECHNIQUES 

Les techniques immunologiques de base de no- 

tre travail sont : les techniques d'immunoprécipitation 

en gel (double diffusion dlOuchterlony : DDO, l'imuno- 

électrophorèse : IEP) et les techniques radioimmunolo- 

giques (Radioimmunoprecipitation-PEG assay : RIPEGA et 

Sandwich Radioimmunoassay : SRIA). Les détails de toa- 

tes ces techniques sont à la fin. 

Immunoprécipitation en gel 

a) Double diffusion en gel (D.D.G.) 

La double diffusion décrite par OUCHTERLONY 

(1958) et modifiée par ABELEV (1960) consiste en la 

diffusion de l'antigène et de l'antisérum, l'un vers 

l'autre dans le gel d'agarose. Au point d'équivalence, 

chaque composant antigénique se complexe à l'anticorps 



correspondant pour former un précipité insoluble blan- 

châtre sous l'aspect d'une ligne. 

anti A 
+ 

anti 0 

Principe de double diffusion en gel, 

méthode dtOuchterlony. 

. . .. : $?. ..-. .:. .:.. diffusion des antigènes 

@ diffusion des anticorps 



b) Immunoélectrophorèse (GRABAR et WILLIAMS, 1953 ; 

SCREIDEGGER, 1955 ; GRA.BAR et BURTIN, 1960). 

Cette technique fait appel à deux propriétés 

distinctes d'un composant antigénique à savoir d'une 

part sa mobilité électrophorétique, et d'autre part son 

antigénicité. 

Après électrophorèse de l'antigène qui permet 

la séparation des différents composants selon leur 

charge électrique et leur poids moléculaire, on passe à 

l'étape de la diffusion de l'antigène et de l'anticorps 

qui, au point d'équivalence, forment des arcs de préci- 

pitation. La diffusion dure 48 heures (24 heures à la 

température du laboratoire et 24 heures à 4OC).  

Ensuite, les lames lavées et déminéralisées 

sont coloriées au noir d'amido (amido Schwartz). Ce 

produit a la propriété de révéler les arcs de précipi- 

tation. 



Fig. 2 : Diagramme schématique du principe de l'inmiu- 

noélectrophorèse. - 

A - L'extrait antigénique à analyser est déposé dans 

le puits P 
! 

B -L1immunsérum est déposé dans une fente F parallèle - 

à l'axe de migration 

C - Les anticorps et les antigènes diffusent dans le 
gel, réagissent et forment des arcs de précipita- 

tion spécifiques. 



Décrite par YAGI et al. (1962), la radioim- 

munoélectrophorèse a été utilisée pour la mise en évi- 

dence des anticorps anti-insuline dans le sérum de co- 

baye et pour l'identification d'allergènes dans les ex- 

traits solubles de pollen (WEEKE et LOWENSTEIN, 1973) 

et récemment pour la caractérisation des allergèas de 

S. mansoni , Fasciola hepatica et Echinococcus gra- 

nulosus (BOUT et al. , 1977). 

L'immunoélectrophorèse est réalisée comme 

précédemment, mais après 48 h de diffusion et 3 lavages 

des lames dans une solution de NaCl 9 X -  , on dépose 

sur le gel 0,3 m i  de sérum de malade riche en IgE spé- 

cifiques. L'incubation 3 la température du laboratoire 

dure une nuit, les lames relavées sont mises en contact 

une nuit avec un anti-IgE humaine marquée à 12SI 

Après de nouveaux lavages, suivis de déminéralisation, 

I'autoradiographie est réalisée avec un film Kodinex 

(Kodak, Sevran, France). La présence d'un allergène se 

traduit par la révélation sur le film d'un des nouveaux 

arcs de prgcipitation que montre la coloration au noir 

Chaque expérience2 a été répétée 3 fois avec 

un sérum de patient différent. 



3 R I  PEGA (Radi oimrnunopreci pi t a t i  on-PEG-assay) 

Proposée par CREIGETON e t  al .  (1973) e t  

LAMBERT e t  a l .  (1974), c e t t e  méthode a  é t é  modifiée e t  

mise au point  dans notre  labora to i re  par SANTORO e t  a l  

(1977b). Son appl ica t ion  a  é t é  sur tout  basée su r  l a  dé- 

t ec t ion  des antigènes et/ou des an t icorps  présents  dans 

l e  sénm, des  malades e t  par fo is  la  détect ion des immuns 

complexes dans l e  l iqu ide  biologique. Pour l a  réa l i sa-  

t i o n  de c e t t e  technique, il e s t  nécessaire d 'avoir ,  à 

l a  f o i s  des antigènes ou des f r a c t i o n s  antigéniques pu- 

r i f i é e s ,  spécifiques d'une maladie e t  s e s  ant icorps 

correspondants p u r i f i é s  par immunoadsorption ou par  

p réc ip i t a t ion  au s u l f a t e  d'ammonium (m4)2SO4 à 

33 X de sa tura t ion .  

Nous avons u t i l i s é  des ant icorps de l ap in  

an t i -  - O. vnlvulus t o t a l  marqués l ' i ode  125 --. 

Au sérum de malade on a j m t e  des an t icorps  

opi$cifiques marqués à125~. Ils se fornent des com- 

plexes antigène-anticorps que l ' on  préc ip i te  au PEG. On 

i e s u r e  e n s u i t e  la rad ioac t iv i t é  du culo t  de précipi ta-  

t i o n  après  centr i fugat ion.  

Tous l e s  t e s t s  sont f a i t s  en t r i p l i c a t e .  II 

est nécessaire- de t e s t e r  plusieurs  témoins négatifs.  
/ 

les expériences ont  é t é  renouvelées 3 fo is .  

Les r é s u l t a t s  sont exprimés en pourcentage de 

p réc ip i t a t ion  de l ' an t i co rps  marqués obtenus à p a r t i r  

d'un cont rô le  de r ad ioac t iv i t é  t o t a l e  pour ces compo- 



sants radiomarqués, à l'aide d'une précipitation à 

l'acide trichloroacétique (TCA) a 20 X .  

centrifugation 15000 g 

20mn 4 ' ~  (2 fois) 
125 1 

125 
Ag- Ac, 1 

# 

125 125 y immuns complexer ; . Ag , 1. V Ac, I . + précipi tés 

Principe du RIPEGA 

(3mU 

mesure de la 

radioactivi te 

- 
du précipité 



4 - Sandwich Radioimmunoassay : SRIA (CARLIER et al. , 

Cette technique a été utilisée pour le dosage 

des antigènes circulants dans les sérums de bilharziens 

infestés par S. mansoni . 
Les antigènes circulants présents dans les 

sérums de malad*es se lient aux anticorps de lapin anti- 

O. volvulus fixés sur les parois des tubes de polys- 

tyrène. Les antigènes circulants complexés sont révélés 

par le même anticorps que le premier mais marqué à 

l'125~. On mesure alors la radioactivité des comple- 

xes formés. Les résultats sont exprimés en pourcentage 

d e  radioactivité : ' 

B, Bo et BlOreprésentent la radioactivité (cpm)ob- 

tenue respectivement pour le sérum à tester, les sérums 

de sujets nomaux et 10 ug d'extrait antigénique d' - O. 

volvufus . Les tests sont faits en triplicate et les 
expdsfences sont répétées 3 fois. 



Fixation des 
lg ' antLOv 

3 

Comptage 
lavages- des 

125 1-19 fixies 

Principe du SRIA 

I(" anticorps de lapin anti- 0. volvulus 

O antigène circulant 

%C anticorps de lapin anti- 0. v o l v u l ~  marqué à '"1 



5. Test de liaison au C, ,-lZ51 

Le test de liaison au clq-lZ51 est utili- 

sé selon ZUBLER et LAMBERT (1976). 

te Clqest purifié 3 partir d'un sérunt hu- 

main frais suivant la méthode décrite par VOLANAKIS et 

STROüD (1972) et modifié par ZWUR et LAMBERT (1976) 

et marqué a 1 9 1251. 

Le test consiste à mélanger au sérum natif 

préalablement décomplémenté un volume égal de 

=ls 
-lZ5f.  es complexes antigène-anticorps- 

-1251 formés sont précipités au PEG 3 x et la 

radioactivité du culot obtenu après centrifugation 

est compt6e. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de 

-lZs1 précipité dans las sérums natifs comparés 

aux témoins de radioactivité totale obtenue avec le TCA 
- " 

.- 



M 
dissociation du 'fixation du Clq 
CIqrr intrinsèque 

O immuns complexes 

Prfncipe du t e s t  da liaisoo au Clq 

- 



6. RIST (Radioimmunosorbent-Test) - 
Cette méthode est utilisée pour le dosage des 

IgE totales dans le sérum. 

. Principe : le dosage est fondé sur la compétition 

existant entre les IgE du sérum 3 doser et une quantité 

déterminée d' IgE marquées 3 1 '12'1 pour les IgG anti- 

IgE en quantité insuffisante. Pour un nombre déterminé 

de sites anticorps, il se fixera d'autant plus d'IgE mar- 

quées qu'il y a moins dlIgE froides et inversement. La 

quantité dfIgE radioactives restées libres est directe- 

ment proportionnelle a la quantité drTgE présentes dans 

le sérum 3 doser- La séparation par les anticorps en 

phase solide permet d'éliminer les IgE marquées non fi- 

xées. 

Les résultats exprimés en unités internatio- 

nales par millfmêtre (UI/ml) sont déterminés à partir 

de la courbe étalon. 

7- Radioallergosorbent test (R.A.S.T.) 

Le W T  dgcrit par WlDE, BENNZCX et JOHMSSON 

(1967) permet de détenafner le taux d'IgE circulantes 

spécifiques d'un allergène dans les prélèvements de 

sang. 

Principe : l'allergène, préalablement couplé par 

une liaison (Bromure de cyanogène) à un disque de pa- 



p i e r  Whatman N o l ,  r é a g i t  avec 1'IgE spéc i f ique  -contenue 

dans l e  prélevernent de  sang du malade. Après a v o i r  é l i -  

miné l e s  IgE non spéc i f iques  pa r  lavage, on a j o u t e  les 

anti-IgE marquées, de  manière à former un complexe. 

. . L'excès d'anti-IgE marquée non complexée e s t  é l iminé  

p a r  lavage. La r a d i o a c t i v i t é  de  c e  complexe se mesure 

au  compteur gamma. Plus  l e  taux de  r a d i o a c t i v i t é  trouvé 

e s t  é levé,  p lu s  l a  quan t i t é  d 'IgE spéc i f iques  du sérum 

à doser  e s t  élevé. Les r é s u l t a t s  sont  exprimés en pour-, 

centage de Bmax(X B m a x ) .  

No cpm bound 
. X B m a x -  

B m a x  

B max e s t  la rad ioac t iv i t é -  t o t a l e  contenue dans les tu- 

bas "contrôle". 



8. L'immunoadsorption 

. . Les extraits solubles de O. volvulus et -de 

D. viteae sont fixés séparément à du Séphadex 48 ac- 

tivé au bromure de cyanogène (Pharmacia, Uppsala, 

Sweden) selon le protocole initialement décrit par AXEN 

et al (1967) (préparation de l'immunoadsorbant ; cf. - 
Fi U) . 

L'immunoadsorbant ainsi préparé et mis en 

contact avec le sérum, fixe les anticorps spécifiques- 

Dans notre étude, nous nous intéressons aux IgE spéci- 

f iques. 

Le taux des IgE spécifiques est mesuré avant 

et après adsorption. 



CHAPITRE V : RESULTATS ET DISCïJSSION 
- 
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A. DETECTION DES ANTIGENES CIXCULANTS 

1. Par des réactions de précipitation en gel 

Trente et un pour cent des sérums onchocer- 

quiens présentent un arc de précipitation lorsqu'ils 

diffusent contre un hyperimmunsénun de .lapin anti- 

Onchocerca volvulus préalablement absorbé avec du 

sérum humain normal (Fig. 1). L'irmpunoélectrophorèse 

révèle un ou deux arcs de pr6cipftation, un arc majeur 

tigane circulant 0. volwlus dans les sé- 

rums de malades onchacerquiens (S.P.Ol ; 

S. P. O*). Hyperiinrmnsérums de lapin antf- 

O. volvulus (RIS- 0.v.) ; sérums humains 

nomaux (1, 2, 3) ; antigènes solubles 

d t  O- V O ~ V U ~ U S  (Ag. O-v.).. 

Fis. lb : Immunoélectrophorèse montrant la présence 

dans les sérums de patients onchocerquiens 

(S.F.Oe) ; d'un antigène circulant (A.C.O.) 

majeur localisP dans la région cathodique.- 

Sérum humain normal (S.H.N.), hyperfmmun- 
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sérm anti- Dipetalonema viteae (H.I .S .  

D.v.) ; antigènes solubles de Dipetalonema 

viteae (Ag D.v.). 

La spécificité parasitaire de ces antigènes 

circulants est démontrée par deux méthodes (Fig. 2) : 

- Directement, par une réaction d'identité avec un 

composant antigénique contenu dans l'extrait to- 

tal d' Onchocerca volvulus (rig. 2a) ; 

- Indirectement, en utilisant des hyperimmunsérums 
de lapin obtenus après immunisation par des ex- 

traits antigéniques d'autres helminthes (Fig.2b) .a 
k 

Ffg. 2a : Immunodiffusion montrant une réaction d'i- 

dentité entre l'antigène circulant (A.C.O.)  

et un cmaposant soluble d' ûnchocerca vol- 

vulus (Ag O.V.) ; - 
Fin. 2b : Seul, l'hyperimmunsémm (HoIIS . )  anti- 0' . 

C 

volvulus (1,2) peut mettre en évidence 

l'antigène circulant AC0 dans le sérum de 

patient onchocerquien (SPO) ; HIS, anti- 

D, vfteae ( 3 ) ,  anti- S. mansoni (4) ; 

anti- A. 1umbricoXdes ( 5 ) ,  anti- F. hepa- 



Par l a  deuxième approche, s e u l  I'BIS an t i -  

Onchocerca volvulus peut détecter  l e s  antigènes cir-  

c u l a n t ~  dans l e s  sérums de pat ients  onchocerquiens. 

Néanmoins, forsque des sérums de pa t i en t s  i n f e c t é s  par 

d'autres f i l a i r e s  ( Wuchereria bancrofti  , Loa l o a  , 

Brugia malapi. ) sont d i f fusés  contre  un HIS a n t i -  0. - 
. . v o l v u ~ u s  , on observe un ou deux a r c s  de préc ip i ta t ion  

dans ce r t a ins  cas. Cependant, il n ' ex i s t e  aucune réac- 

t i o n  d ' i d e n t i t é  en t r e  ces  deux systèmes préc ip i tan ts  e t  

l ' a r c  majeur observé avec l e s  sérums de pa t i en t s  

onchocerquiens (Fig. 3). 

HIS anti 0 . v  

-- - --m .5.. 
f ü";? ; '1 

- - \"/ 

Ftg. 3 : Inmunodiffusion montrant l 'absence de réac- 

t i o n  d ' i d e n t i t é  en t r e  l ' an t igsne  c i r cu lan t  

majeur (ACO) dé tec té  dans lé sérum de ma- 

lade onchocerquien (S.P.O.) e t  l e s  a r c s  de 

préefp i ta t ion  mis en évidence dan9 l e  sérum - 
d e  malade a t t e i n t  de  Loase (S.P.L.) p a r  un 

H.1.S. ant i -  O. volvulus 

2. Détection des antigènes c i r cu lan t s  par le,'RIPEGA 

L e s  mêmes sérums t e s t é s  pa r  immunodiffusion 

e t  immunoélectrophorèse ont été de nouveau analysés par 

la  technique du RIPEGA. L a  Figure 4a montre que l e s  sé- 



rums onchocerquiens ont un taux élevé d'antigènes cir- 

culant~ représenté par le pourcentage d'anticorps anti- 

Onchocerca volvulus précipités (m = 2 9 , 5 2  % ; O = 

11,46). Les sérums positifs sont ceux qui ont un pour- 

centage d'anticorps précipités supérieur à 2 fois l'é- 

cart-type de la moyenne du taux d'anticorps précipités 

dans les SHN. Il existe une différence hautement 

significative entre la moyenne des taux d'antigènes 

circulants observés dans les sérums de sujets 

onchocerquiens (SPO) et ceux obtenus pour les sujets 

normaux (SN) (m - 10,65 % ; a .e 2 , i . i  ; P f 0,001). Par 

contre, il n'existe aucune différence significative 

e m r e  les taux observés chez les sujets infectés par d' 

autres heïminthes (SPB) (m = 11,88 X ; c - 3,23) et 
ceux obtenus pour les sujets sains. Cependant, lorsque 

les sérums de patients infectés par d'autres filaires 

( W. bancrofti , Loa loa et B. malayi ) sont testés 

par cette technique, oa observe une augmentation d' 

anticorps anti-Oc volwlus précipités (Fig. 4b) (P 

L 0,Ol). Ces valeurs sont différentes de celles 

obtenues pour les sujets normaux (PL 0,001). 

La paraliélisme des courbes de dilution des 

dffférents serumg est en faveur de l'application du 

RIPEGA au dosage des antigènes circulants dans les sé- 

tums des sujets onchocerquiens (Fig. 5). 



SHN SPH SPO 
- --- -- -- - . -  - 

~ i g .  4a : ~étectio~i des antigènes circulants par la 

technique du RIPEGA. Sérums de patients 

onchocerquiens (S.P.O.) ; sérums humains 

normaux (S.N.)  ; sérums de patients infec- 

tés par d'autres helminthes (S.P. B.) - 



Fin. 4b : Détection des antigenes circulants par la 

technique du RIPEGA. Sérums de patients in- 

fectés par W* bancrofti (W.b.) ; Loa loa 



5 10 20 40 80 

Dilution dos Serums 
-. 

Fig. 5 : RIPEGA avec d i f fé ren tes  d i l u t i o n s  des sérums de pat ients  

onchoceiqui ens 

Le para1 l è l  i sme des courbes j u s t i f i e  1 ' a f f i n i t é  de 1 a 

1 a i  s i  on ACO-anti corps spéci f ique e t  1 ' appl i c a t i  on du RIPEGA à 1 a 

détect ion des antigènes c i  r c u l  ants dans 1 ' anchocercose. 



3 .  Détection des antigènes circulants par S . R . I . A .  

86 X de sérums d'onchocerquiens testés par 
. . 

cette technique ont un taux élevé d'antigènes circu- 

lants (Fig. 6a). La spécificité de ce test est examinée 

en utilisant 3 la fois des sérums de patients infectés 

par' d 'autres helminthes et l'on observe que dans les 

deux cas, le taux de réactions croisées est inférieur à 
- .  

15 %. Les sérums positifs sont ceux qui ont un taux 

d'antigènes circulants supérieur à 2 fois l'écart type 

de la moyenne de celui obtenu pour les sujets non fila- 

riens. 

En outre, les tests effectués avec différents 

antigènes parasitaires ( O. volvulus , F. hepatica , 

S. mansoni , D. viteae , A. lumbricoYdes ) constituent 

une deuxièms approche démontrant la spécificité du 

SRIA (Fige 6b). 



----- - -  - - -  -----. 
Fin. 6a : Détection d e s  antigènes circulants par l e  

SRIA* Sérums de  patients onchocerquiens 

(S.P.O.), Sérums de  patients infectés  par 

d'autres helminthes (S.P.H.). 



Figo 6b : Spécificité du test S-R.I.A. avec diffé- 

rents antigènes (Ag)  parasitaires dissouks 

dans du sérum humain normal. 

e Onchocerca volvulus ; . F-hepatica ; 

h s . m a n s 0 d  ; o D -  viteae ; X &  

3 
IumbricoXdes . 



Par ailleurs, une bonne corrélation est ob- 

servée entre les taux d'antigènes circulants obtenus 

par le SRIA et ceux observés par le RIPEGA (Pig. 7). 

- - 
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Pourcentage 1 Ac .nti-Ov présipité 

Fig. 7 : corrélat-io? entre les taux dtantigSnos cir- 

culant~ décelés par le S.R.I .A.  et le RIPEGA 

dans les sérums de patients onchocerquiens. 



4. Détection des Ag c i r cu l an t s  dans l e s  ur ines  de pa- 

t i e n t s  onchocerquiens 

La méthode de double-diffusion a permis de 

démontrer l a  présence d'une ou deux bandes de précipi-  

t a t i o n  dans l e s  ur ines  de p a t i e n t s  i n f e c t é s  par 0. vo l  

vulus (Fig. 8) ; l ' u n  des  a r c s  de p réc ip i t a t i on  est  - 
i den t ique  à l ' a r c  majeur présen t  dans l e  sérum de mala- 

de onchocerqtden (Fig. 8a). Aucune r éac t ion  dz précipi-  

t a t i o n  n'a pu être observée quand l ' u r i n e  d'un s u j e t  
0 

sa in  d i f f u s e  cont re  l'BIS de l a p i n  anti-0.v. préalable- 

ment adsorbé par  du sérum humain nomal .  

L ' i den t i t é  de c e t  ant igène c i r c u l a n t  dé t ec t é  

dans les ur ines  avec un des composantt de O. volvulus 

est démontrée p a r  une r éac t ion  d ' i d e n t i t g  (Ffg. 8b)-  La 

s p é c i f i c i t é  p a r a s i t a i r e  e t  onchocerquiems est mise en  

évidence en u t i l i s a n t  des HIS de  l a p i n s  obtenus après  

immunisation pa r  des  e x t r a i t s  ant igéniques  de O. volvu 

l u s  D. v i t eae  , S. mansoni e t  A. 1umbrkoXdes ; - '  
s e u l  I'HIS ant i -û-v.  r é a g i r  avec l ' u r i n e  de  pa t i en t  in-  

f e c t é  pour former un a r c  de  p réc ip i t a t i on  (Fig. 8b). La 

p r é c i p i t a t i o n  e s t  absente quand on u t i l i s e  l ' u r i n e  d'un 

s u j e t  s a in -  
. - -  - 

La Figure 9 montre que l e  RIPEGA appliqué aux 

u r i n e s  permet la dé tec t ion  des  ant igènes  c i r c u l a n t s  

dans ce  milieu biologique. Mais ce r é s u l t a t  e s t  encore 

prél iminaire .  Nous avons é té  l i m i t é s  dans la  poursui te  



'DETECTIDN DES Ag. CIRCULANTS O . V .  DANS LES URINES DE PATIENTS ONCHOCERQUIENS 

Antigène O .  volvulus 

Urine de patient onchocerquien 

Serum de patient onchocerquien 

Urine normale 

Serum normal 

Immun serum ant i  O .  volvulus 

Immun serum ant i  D .  v i teae  

Immun serum ant i  S. mansoni 

Inmun serum anti  A. 1umbricoYdes 



de nos travaux par le manque de matériels qui sont ha- 

bituellement recueillis en Afrique ; zone d'endémie on- 

chocerquienne. 

U PO . UHN t - .-- - - _- ____^__.____ _ ----- - --- -- - 
- .  

Fig. 9 : UPO : urines de patients onchocerquiens 

UHN : urines humaines normales. 

Détection des antigènes ci rculants 'dans les 

urines par la technique du RIPEGA. 



5. Caractérisation de l'antigène circulant O. volvulus 

Les études préliminaires que nous avons con- 

duites nous ont indiqué que ces antigènes majeurs pré- 

sentent une réaction d'identité partielle avec un com- 

posant contenu dans la fraction d'un extrait total 

d' O* volmlus soluble dans l'acide trichloroacétique 

(TCA) B 10 X (Fige 10). :GA 

Fig- 10 : Mise en évidence d'une identité partielle 

entre ACO et I'w des composants, d'extrait 

total d ' 0-P.. soluble dans. 1' acide trichlo- 

roacétiqua (T*) Hf S. OV. hyperimnsé- 

mm anti-0.v. ; s6rum de patient oachocer- 

quien (SPO). 

L'analyse par électrophorèse en gel de poly- 

acrplamide (Sodiwndodecylsulfate~ 0,I X semble indiquer 

qua cet antigène majeur présent dans la fraction de 

YFantigSae' soluble dans le TCA a un poids moléculaire 

d'environ 50 000 daïtons (Fig* 11). 

Cette bande légèrement coloré d'une part au 
.-- 1 

bleu de comassie et d'autre part intensément'colorée 



par le réactif de Schiff donne des informations sur la 

nature polysaccharidique de/des antigène(s) circu- 

lant(~) d' 0. voivulus . Ces résultats étant prélini- 
naires, la purification de l'Ag 0. v o l d u s  et la pré- 

paration d'un inmnrnsénin monospécifique de l'AC0 majeur 

pour son isolement rendront les résultats plus précis. 



\"/ 
Fig. 11 éhctrophor&sa, PAGE , SOS 

-e Coomassie tz Schiff 

6. Discussion 

D e  nombreux travaux ont démontré qu'un grand 

nombre de paras i tes  l ibèrent  des antigènes solubles 

dans les t i s s u s  e t  dans la c i rcula t ion  sanguine de 

l'hôte (WILSON, 1974). La mise en addence  des antigè- 

nes c i rculants ,  particulièrement dans l e s  schistosomia- 

ses avec la p o s s i b i l i t é  d'améliorer l'immunodiagnostic 

a été longuement discutée (CARLIER e t  al .  , 1977). 

Dans l a  présente étude, nous avons démontré 

pour la  première f o i s  la présence des antigènes circu- 



l a n t s  dans l e s  sérums e t  les ur ines  des p a t i e n t s  infec- .. . 
t é s  par  O -  volvulus . Les méthodes de double d i f fus ion  

(DD) e t  d ' I n  ont permis de déce le r  l e s  AC0 chez 31 Z 

de malades a l o r s  que l e s  techniques radioinmunologiques 

en d é t e c t e n t  chez p lus  de 75 X *  

a )  S p é c i f i c i t é  de l'AC0 

- l'AC0 pourra i t  correspondre 3 un des nombreux 

antigènes t i s s u l a i r e s  ou des nombreux composés contenus 

dans l e s  sérums e t  l e s  u r ines  s a ins -  Mais son absence 

de parenté  antigénique avec l e s  protéiques sér iques  ou 

u r ina i r e s  e t  son absence dans l e s  sérums e t  les ur ines  

sa ins  excluent  c e t t e  p o s s i b i l i t é .  Des lames é t a n t  sys- 

tématiquement lavées  au c i t ra te -  de  sodium a 5 X qui  

d i s sou t  uniquement les p réc ip i t é s  dus à la substance C 

élimine l e  l i e n  e n t r e  l a  nature de c e t t e  dern ie re  e t  

1'ACO. Nous pouvons en  déduire que l'AC0 e s t  spécif ique 

du paras i te .  

- Durant l e u r  évolut ion chez l 'ha te ,  les onchocer- 

ques l i b è r e n t  des  produi t s  de métabolisme, de  lyse  so- 

matique ( s t r u c t u r e  de  membrane e t  des téguments des 

v e r s  ou d e s  mfcrof i l a i r e s  p a r  " t u m v e r " )  , mais peu- 

vent provoquer des  l é s i o n s  & l ' o r i g i n e  d'auto-antigèn- 

nes. Toutes c e s  substances reconnues pa r  les lymphocy- 

-4 t e s  de l ' h ô t e  comme étrangères  sont  des ant igènes  po- 

t en t i e l s .  



- 
Etant donné que l'AC0 majeur est identique à 

un des composants de l'extrait total des vers adultes 

d '  O. volvulus , identique chez les malades onchocer- 

quiens et inexistant chez les témoins, l'hypothèse que 

l'AC0 a au moins une spécificité parasitaire est véri- 

fiée. 

Mais pourrait-il exister une autre spécifici- 

té ? L'antigène soluble total d' 0. volvulus est cons- 

tituée outre des antigènes parasitaires, des substances 

sériques ou érythrocytaires plus ou moins dégradées ; 

il contient aussi des sécrétions-excrétions du tube 

digestif et sans doute des antigènes commuas à l'hôte 

et au parasite, tel est le cas d~ S. mansoni (DAMIAN, 

1967). L'identité de l'AC0 B l'un des composants de 

l'extrait parasitaire d' O. volmtlus pouvant contenir 

des substances non spécifiquement parasitaires, ne per- 

mettrait donc pas d'affirmer, de manière absolue, sa 

spécificité parasitaire. Cependant, L'ACO présent uni- 

quement chez les malades, pourrait présenter des spéci- 

ficitis d'hôte. Mais l'absence de réaction croisée avec 

du sércen. et l'urine humains normaux et l'utilisation 

d 'un HIS absorbé par du sérum humain montrent que 1 'AC0 - 
ne posséde pas les déterminants antigéniques des subs- 

tances communes à l'hôte. 

L'ACO pourrait aussi se rapporter a un néo- 

antigène. 11 pourrait s'agir de structures sériques dé- 



gradées par  des enzymes p a r a s i t a i r e s ,  à l 'exemple de 

l ' an t igène  5 m i s  en évidence dans l e  sérum de pa t i en t s  

i n f e s t é s  pa r  P* falciparum (WILSON, 1974) ou à l'exem- 

p l e  de  l 'an t igène  présent chez les p a t i e n t s  i n f e s t é s  

pa r  Trypanosoma (8OREBAEI et  FACER, 1974). Ces .néoanti- 

gènes peuvent être présen ts  dans les e x t r a i t s  

p a r a s i t a i r e s  e t  ne pas e x i s t e r  chez l 'hôte  sain .  

L'hypothèse de l a  néospéc i f i c i t é  de l'AC0 e s t  peu 

probable du f a i t  de l 'absence de réac t ion  c ro isée  avec 

l e  sérwt e t  l ' u r i n e  du s u j e t  normal. 

En résumé, l'AC0 pour ra i t  ê t r e  : 

- un produi t  d 'excrétion-sécrétion l ibéré:  p a r  pa- 

rasite 

- u s  enzyme p a r a s i t a i r e  f i x é  3 son subs t r a t  

- us cons t i tuan t  p a r a s i t a i r e  f i x é  à un élément 

d 'ha te  syn thé t i s é  ou adsorbé pa r  l e  pa ra s i t e .  

L'ACO apparar t  donc dér ivé  d '  O. volvulus . 
L'origine u r i n a i r e  de l'AC0 peut ê t r e  j u s t i -  

fige d'une p a r t  par  l a  présence des  mic ro f i l a i r e s  dans 

les u r i n e s  et d'autre  p a r t  les AC0 s e r a i e n t  filtrés a u  

nfvcsu rénal pour se t r ouve r  dans les  u r ines r  

Notons aus s i  que les AC0 décelés sont  sous 
.' 

forme l i b r e  mais peuvent ê t r e  complexés e t  a v o i r  a l o r s  

un épi tope l i b r e  qui fixe au  cours de  l a  r éac t ion  une 

,125 1. Nous dosons de  ce  f a i t  l e s  an t i -  molécule d'Ac 

ganes l i b r e s  e t  les  ant igènes  complexés. C e  son t  en 



général de p e t i t s  complexes. 

b) S e n s i b i l i t é  e t  s p é c i f i c i t é  des techniques u t i l i s é e s  

pour l a  dé tec t ion  des AC0 

Les techniques radioimraunologiques (RIPEGA e t  

SRIA) appliquées à la  dé tec t ion  des AC0 apparaissent 

p lus  sens ib les  e t  reproduct ibles  pour l ' i nves t iga t ion  

des  antigènes c i r cu lan t s  dans l'Onchocercose. La diffé-  

* rence d e  pourcentage de malades i n f e c t é s  trouvé pos i t i f  

pour l'AC0 par  la  DD (31  X )  e t  par l e  RIPEGA ou l e  SRLA 

( p l u s  de 75 2) peut ê t r e  expliquée par  l e s  l i m i t e s  

techniques p a r t i c u l i è r e s  à chaque méthode, Il  a déjà  

é t é  montré que la DD e t /ou  I'IEP sont moins sens ib les  

pour la dé tec t ion  des taWr f a i b l e s  d'antigènes circu- 

I a n t s  dans l a  schistosomiase (CARLIER e t  al .  , 1975 ; 

CARLIER e t  a l .  , 1978). De plus, ces  techniques de pré- 

c i p i t a t i o n  nécess i ten t  de grandes quant i tés  de sérums 

qu i  doivent ê t r e  concentrées. 

Le SRM'proposé pour l a  dé tec t ion  des antigè- 

nes  c i r cu lan t s  dans les infec t ions  à S. mansoni 

(CABLIER e t  al.  , 1980) a donné des  r é s u l t a t s  s a t i s f a i -  

s a n t s  quand il a Seif appliqué s 1 t Onchocercose. IL per- 

m e t  l a  dé tec t ion  d'au moins 30 pg/ml d'ant igsne 0. vol 

vulus . Statist iquement,  l e s  différences s igni f  i c a t i -  - 
ves ent re  les s u j e t s  i n f e s t é s  e t  l e s  s u j e t s  .sains en 

RIPEGA e t  l e s  observations f a i t e s  su r  l e  SRIA confir-  

ment l a  présence des AC0 dans l e s  sérums des pa t ien ts  



onchocerquiens. Les courbes de dilutions des sérums 

(Fig. 5) sont un facteur réponse en faveur du dosage 

des antigènes circulants et de leur présence dans le 

sang. Une corrélation hautement significative entre les 

deux techniques est 3 noter (P L 0,001). La difficulté 

de détecter les antigènes circulants par les techniques 

sensibles comme le RIPEGA et le SBIA chez approximati- 

vement 114 d'individus infectés peut être dû à un excès 

relatif de site de liaison anticorps par rapport aux 

sites exprimés par les antigènes circulants présents 

dans ces sérums de malades. Les AC0 libérés dans la 

circulation fonnent des complexes Ag-Ac. Ces antigènes 

complexés ne peuvent plus fixer d'autres molécules 

d ' A c .  Ceci justifierait aussi les faux négatifs que 

nous trouvons parmi nos malades. Cependant, les techni- 

ques radioimmunologiques et de double-diffusion appli- 

qués sur les immuns complexes isolés et dissociés conL 

ffrmeront ou inffnneront dans la suite de nos travaux 

certains résultats négatifs.. 

Aussi, étant donné le stade préliminaire de 

nos travaux, un artefact des techniques utilisées peut 

être à l'origine des faux négatifs et des faux positifs 

par exemple : 

- le marquage fort des anticorps .augmente le 
bruit de fond ; 

- l'utilisation des sérums de lapin polyspé- 



cifiques et non monospécifiques de l'AC0 majeur. 

L'emploi des anticorps plus purifiés, dans un 

système de compétition od nous aurons un antigène mar- 

qué (antigène de O. volvulus )et un antigène froid 

(ACO) rendra les techniques plus sensibles- et plus 

quantitatives. 

Toutefois, l'absence des AC0 chez des sujets 

onchocerquiens peut être justifiés si ces derniers sont 

soit tout au début de l'infection, soit qu'ils ont subi 

des cures successives de Notézine. 

Le taux de microfilaires chez les individus 

est très variable chez les sujets infectés que nous a- 

vons étudiés, le taux varie (de O à 475 microfflai- 

res/biopsie cutanée). Le test de corrélation ne montre 

pas d'autre relation entre les taux des AC0 eL la mi- 

crofilarodermie. Ce phénomène peut être dû au fait que 

les tests radioimmunologiques seraient capables de dé- 

tecter de faibles taux de AC0 alors que les microfilai- 

tes fréquemment, ne peuvent être détectées que par exa- 

men microscopique direct. 

T m t e  la sérologie des helminthiases est ba- 

sée sur la recherche des anticorps. La nature et la 
I 

source des antigènes employés peut contribuer d'une 

maniere signkficative à la sensibilité et i3 La spécifi- 

cité des méthodes de l'i&nodiagnostic. Malheureuse- 

ment, les antigènes du groupa filaire ont, pour la plu- 



part, une spécificité si faible que le diagnostic séro- 

logique des filaires reste encore un peu obscur. 11 est 

probable que la détection des antigènes circulants dans 

le sang ou excrétés dans les urines, déterminent l'é- 

tiologe au niveau des espèces, et indique la présence 

d'une infection active. 

Dans le présent travail, nous avons trouvé 

que I'ACO peut être mis en évidence chez un grand nom- 

bre d'individus infectés par Onchocerca volvulus , si 

les techniques sensibles sont utilisées. 

Bien que les hyperimmuns sérums préparés con- , 

tre d'autres extraits parasitaires ne révèlent pas 

l'AC0 dans les sérums des sujets onchocerquiens, l'em- 

ploi de l'hyperimmunsérrmr de lapin anti- 0. volvnlus 
. - 

. contrè les sérums des malades infectés par d'autres 

*filaires huntaines ( Wucheretia bancrofti , Loa loa , 

Brugia malaigi ) détecte des antigènes circulants. 

Cette derniBre observation indique que certains antigè- 

nes circulants des filaridés possèdent au moins un dé- 

. .  terminant antiggnique commun. 

D- la suite des travaux, La préparation - 
i 

. ' d'un hypeffmwnsénim monospécif ique anti-bande majeure 

AC0 éliminera les réactions croisées actuellemlent 

observées- "S 

- -  _ - - . .  - . 



1. Détection des immuns complexes 

Les antigenes circulants présents dans le 

sérrrm. des onchocerquiens peuvent être sous forme libre 

ou encore se lier aux anticorps dont ils ont suscité 

la synthèse, pour former des immuns complexes circu- 

lants. L'étude de ces immuns complexes pourrait appor- 

ter des informations précieuses sur L'immunopathologie 

et sur la réponse immune de l'hôte. 

Notons la. particulière fréquence des immmuns 

complexes circulants décelés chez les malades par la 

technique de liaison c ~ ~ - ~ ~ ~ T .  En effet, 80 X des 

malades présentent des taux d'immuns complexes signifi- 

cativement supérieurs à ceux des sujets sains (P f O, 00 1) 

Par ailleurs, nous n'observons pas uce corré- 

lation entre le taux des CIC et celui des AC0 (Fig.13) 

(r - 0,3 ; n - 6 2 ) .  
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Fin. 12 : Dé-tection des immuns complexes dans l e s  

sérums des patients  onchocerquiens (SPO) ; 

sérums humains normaux (SIN). 



Fig. 13 : Corrélation entre 1 e taux des AC0 e t  ce1 u i  des immuns 

compl exes ci rcul an ts . 

Dans l a  population onchocerquienne que nous avons étudiée, 

i l  n'y a pas de corrélation entre l e  taux des AC0 e t  ce1 uis des 

immuns complexes c i  rcul ants. La valeur du coeff i ci en t de c o r ~ é l  a t i  on 

e s t  très faible (r- = 0,3) .  



Caractérisation des immuns complexes 

ta présence d'QG et dfIgM a été étudiée par 

immunoélectrophorèse dans les i m n s  complexes précipi- 

tés au PEG (polyéthylène-glycol) a 3 X du sérum de 18 

onchocerquiens. Les IgG et les IgM sont présentes chez 

tous ces malades. Par contre, nous n'avons pas mis en 

évidence des IgA (Fig. 14). L'antigène complexé est de 

nature parasitaire car l'BIS de lapin anti- 0. volvu- 

lus utilisé en immunoélectrophorèse permet la mise en - 
évidence dans des précipités 3 3 X de PEG du sérum de 

12 malades d'un arc cathodique semblable à l'arc majeur 

cathodique démontrg sur la Figure Tb. 
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Fie. 14 : Caractérisation des composants formant les 

c o p e s  immuns circulants (CIC). Sérum 

humain normal (SHI?) ; complexes immuns ci? 

cdants dissociés (CIC d)  ; 



3. Discussion 

. Les immuns complexes circulants ont été dé- 

tectés dans les sérums de sujets onchocerquiens 

(LIIMBERT et al. , 1978 ; PAGANELLI et al. , 1980 ; 

GüERRA-CBCERES et al. , 1980 ; GREENE et al. , 1980) 
mais rien ne renseigne sur leur composition chimique et 

la nature de l'antigène impliqué. 

Dans ce travail, nous avons montré que les 

complexes antigène-anticorps circulants peuvent être 

détectés dans les sérums de patients onchocerquiens 

mais que les taux varient d'un malade a l'autre. 80 X 

des malades étudiés présentent un taux significative- 

ment élevé d'immuns complexes circulants par rapport 

aux sujets sains (P 0,00l)* Ces résultats sont en ac- 

cord avec ceux trouvés p a r  LâMBEBT et al. Néan- 

moins, les taux de ces composés circulants ne corrèlent 

pas avec la microfilarodermie. Des travaux récents ont 

montré une absence de corrélation entre le taux de com- 

plexes circulants et celui d'anticorps spécifiques pré- 

sents chez les malades. 

N o s  analyses sur la nature des inmiunoglobu- 

fines complexées révslent que les IgG et les IgM sont 

toutes les deux impliquées dans la formation des immun- 

complexes. 

Pour ce qui est de la détection et 'de la Ca- 



ractérisation des inununs complexes circulants, diverses 

méthodes ont été proposées au cours des dernières an- 

nées, elles sont basées sur les propriétés physicochi- 

miques et biologiques particulières des immuns comple- 

xes. Les techniques de détection sont surtout des me- 

thodes non sp8cifiques de Ilantigene : 

-La lecture de la densité optique d'un précipité en - 

PEG a 3 X (CREIGHTON et al. , 1973) 

-L'association de la précipitation en PEG 3 3 X avec 

l'étude du pouvoir anti-complémentaire des complexes 

(SANTORO et al. , 1976) 

- La test de liaison au c ~ ~ - ~ ~ ~ I  (EIYDEGGER et al. , 

k technique faisant appel au Clq mirquS et 

que nous avons chofsie pour effectuer nos travaux pos- 

sède des avantages de spécificité et de sensibilité 

liées 3 la nature-même du composant du c:omplément ta- 

diomarqué qu'elle met en jeu- Neanmoins, elle ne permet 

pas l'identification des antigènes ou des anticorps 

complexésr 

Quauf Q la caractérisation des immuns comple- 

xes, deux mdthodas ont été utilisées pour la mise en 

évidence d'antigènes et/ou d'anticorps participant aux 

immuns complexes circulants. Le preder consiste à sé- 

parer les immuns complexes circulants des molécules 



d'antigènes et d'anticorps libres non complexées. Le 

second a été la caractérisation proprement dite de ces 

composants complexés- La purification des immuns com- 

plexes a é té  obtenue par une précipi&tion en PEG a 3 Z. 

Grâce aux méthodes d'immunoprécipitation (im- 

munoélectrophorèse et immunodif f usion radiale) des an- 

tigènes et des immunoglobulines ont été mis en évidence 

dans les complexes circulants purifiés- Comme il a été 

fait dans la schistosomiase a S. mansoni (BOUT et al. 

1977), dans, fa trypanosamfase expérimentale du rat par 

T. brucei et dans l'hépatite virare (LAMBERT et HOUBA 

1974 ; SANTORO et al. , 1979)* Bien que peu sensibles, 

la double diffusion et 1'imwraoélectrophorèse se sont - 
révélées très efficaces pour la caractérisation de ces 

composants- Néanmoins, elles ne permettent pas d'appré- 

cier quantitativement.1a participation de ces compo- 

sants complexés. 

Nous- n'observons pas de corrélat-ion entre le 

taux des AC0 et.celui des immuns complexes dans l'On- 

chocercoso- Il est permis de: penser que les immuns com- 

plexes circulants 3 des taux relativement élevés peu- . L 

vent provenir d'une autre infection, du fait du poly- 

rabitisme des sujets vivant en zone d'endémicité para- 
-4 

sitairs ; cela signifie que hormis les antigènes 

0. volvulus , d'autres antigènes (bactéries, virus, 



parasites. . O )  sont intéressés dans la formation de cer- 

tains immuns complexes. L'absence de corrélation vien- .. 
drait aussi de ce que l'AC0 majeure n'est pas le seul 

antigène d' O. volvulus qui participe à la formation 

des immuns complexes ; il existe probablement d'autres 

AC0 qua nous n'avons pas encore mis en évidence et qui 

seraient complexés. Ces observations plaident en faveur 

du grand intbrêt de la mise au point d'un test spécifi- . 

que de I'antigsne qui détermine aussi le rale important 

des complexes dans l'évolution de l'Onchocercose. 

Jusqu'alors le rôle des immuns complexes est 

mal connu dans cette infection contrairement à la schis 

tosomiase où ces composés interviennent dans glomérule- 

néphrites (ANDRAQE et al. , 1971 ; BRITO et al. , 1971; 

CAVALU) et al. , 1974 ; Von LICBTENBERG et al. , 1971 ; 

QUEIROZ et al. , 1973 et SEVA et al. , 1970) et dans 

le paludisme où ils sont impliqués dans la splénoméga- 

lie tropicale et dans l'anémie (ZIGLER et al. , 1973 ; 

OMS, 1975). 

La pathologie des,lésions dermiques (gale fi- 

larienn;, lichénifaction de la peau), des lésions ocu- 

laires et divers autres symptômes qui apparafssent 

après un traitement-, par exemple la Notézine, suggèrent 

que les complexes joueraient un rôle. Mais une techno- 

*\  

logie couramment valable pour démontrer que ies immuns ' 

complexes circulants sont associés 3 ces lésions fait 



défaut. Cependant, des observations montrent que durant 

le traitement avec la Notézine, les taux des immuns 

complexes ne sont pas modifiés dans certains cas 

( G m - C A C A R E S  et al. ) mais par contre diminuent dans 

d'autres (GREENE et al. , 1980). 

Uneméthode de détection plus spécifique de - 

l'antigane complexé permettra la compréhension du rôle 

des complexes immuns circulants dans f'immunopathologie 

de l'Onchocercose en particulier et des filarioses en 

général. 

Les ACO, certes, provoquent la synthèse de 

différents anticorps, donc certains participent à la 

formation des immuns complexes circulants- Parmi ces 

anticorps, existeraient les IgE qui sont ausai intéres- 

sées dans les réactions de type anaphylactique, L'étude 

de la réponse IgE spécifique nous semble donc atéres- 

sante ce titre. 



C - DOSAGE DES IRE SPECIFIQUES DANS L'ONCBOCERCOSE 

1. Dosage des IgE totales 

Au vu de certaines réactions de types aller 

giques, observées chez certains onchocerqulens on a pen 

sé a l'existence des anticorps anaphylactiques de la 

classe des IgE, dans l'Onchocercose. Et le dosage des 

IgE totales dans le sérum des malades onchocerquians 

montre.que ces derniers ont un taux élevé dlIgE 
-.--- 

( F i g ,  15). La différence entre le taux de cette classe 

d'immunoglobuline présente chez les malades et celui 

trouvé chez les sujets sains originaires des zones en- 

démiques est hautement significative (P L 0,001). Néan- 

moins, les sujets sains africains ont un taux élevé 

drIgE totaies comparativement aux témoins européens 

(P L 0,001) * 



Sm SHN. E SHN. Eu 

Fin.  15 : Dosage des IgE totales  

SPû : Sérums d e  patients onchocerquiens 

Sl3lT.E : Sérums d e  sujets  normatut originai- 

r e s  des zones e~demiques 

=.Eu. : Sérums humains normaux européens. 
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D~~U'CION des SERUMS 
-- -. - - 

Fig, 16 : Dilutions d e  différents sérums onchocer 

quiens ( .I----+). Sérum d e  référence 



D e s  malades porteurs  de ga le  f i l a r i e n n e  (qui 

e s t  l 'un des signes c l in iques  de l'onchocercose) ont 

d e s  valeurs très élevées d'IgE spécif ique d' 0. volvu- 

l u s  (Fig. 17) pa r  rapport  aux malades ayant un taux - 
f a i b l e  ou é l evé  de  mic ro f i l a i r e s  dans la peau, e t  par 

rapport  airx témoins sa ins  o r ig ina i r e s  des zones endé- 

miques (P L, 0,001). 

Deux d i f f é ren tes  approches nous ont permis de 

v é r i f i e r  la s p é c i f i c i t é  de l a  réponse IgE dans ItOncho- 

cercose : l ' u n e  cons is te  a u t i l i s e r  l e s  sérums de mala- 

des  in fec té s  par  d 'autres  helminthes t e l s  que Schisto- 

soma mansoni , Ascaris lumbricoïdes , Fasciola hepa- 

t i c a  e t  p a r  d 'autres  f i l a i r e s  humaines. ( Loa Zoa , - 
Wuchereria bancroft i  e t  Brugia malayi ) *  Ces sérums 

s o n t  t e s t é s  en RAST contre  l e s  antigènes 0. volvulus 

(FZz. 17a) d'une par t ,  e t  D. v i t eae  d 'autre  p a r t  

(Fig.  17b). Les valeurs moyennes en pourcentage de  Bmax 

( X  Bmax) d e  ces  pa t i en t s  in fec té s  pa r  ces  helminthes 

sont significativement f a i b l e s  comparativement à c e l l e s  
. . 

des onchocerquiens (P f 0,001) néanmoins c e r t a i n s  

sérums da f i l a r i e n s  a u t r e s  que les onchocerquiens ont 

d e s  valeurs  légèrement élevées. 

Dans la seconde approche, l e s  sérums oncho- 

cerquiens sont  t e s  t é s  en R U T  contre d 'autres antigènes 

dthelminthes ( S. mansoni , A. ~umbricoïdes e t  D. vi- 



teae ) fixés sur des dikques de papier. Avec les antiz - 
gènes de S. mansoni ou A. 1umbricoXdes , nous n'avons 

pas des valeurs élevées de manière significative en % 

Bmax (Fig. 18), seuls quelques onchocerquiens ont des 

valeurs légèrement élevées avec ces deux antigènes. 

Cependant, avec l'antigène D. viteae , les 

sérums onchocerquiens donnent des valeurs presque éga- 
\ 

les à celles obtenues avec Ifantigene de O. volvulus . 
Mais les sérums de sujets infectés par des helminthes 

comme S. mansoni , A. lumbricoXdes , F. hepatica ou 

par d'autres filaires humaines. 
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( W. bancrofti , L. loa , B. malayi ) ne donnent pas 

une valeur hautement significative en X Bmax comparées 

aux sérums onchocerquiens quand l'antigène D.v.  est em- 

ployé (Ffg. 18). Ces derniers résultats démontrent les 

réactions croisées entre les allergènes des extraits 

totaux de D.v. et 0-v. 

Toutefois, il ex is te  une nette -.orréLation 

entre les valeurs trouvées en RAST avec les antigènes 

0.v. et les valeurs trouvées en RAST avec les antigènes 

D.v. (Fige 19). 





3. Mise en évidence des réactions croisées entre les 

allergènes' de O. volvulus et de D. vf teae 

Dans les expériences d'inhibition, les sérums 

des~onchocerquiens sont passés sur des immunoadsorbants 

prépargs avec les antiggnes 0. volvulus d'une part et 

de D. vitcae d'autre part (Fig. 20). Nous avons remar- 

qué une nette diminution des IgE fixant 0. vohnilus 

après absorption des sérums avec des antigènes O.-vol- 

vulus ou avec les antigènes DI viteae par rapport - 
aux sérums non traités (P L 0,001) (Fig. 20, B1B2, 

D1D2., C1C2). La déplétion est encore plus gran- 

de avec les antig8nes homologues O. volvulus qu'avec 

les antigènes hétérologues D. viteae (P 0,02) 

(Fig.20, DlD2). Par ailleurs, en radioimmunoélec- 

trophorèse les anticorps IgE dans les sérums des oncho- 

cerquiens reconnaissent les allergènes présents dans 

les etrafts totaux de O. volvulus et dans ceux de 

D. viteae (Fig, 21a). Cette observation est en faveur 

de l'utilisation des extraits antiganfques de D.viteae 

pour le dosage des XgE spécifiques dans l'Onchocercose. 

Nous avons aussi remarquO que les allergènes de D o  vi- 

teae sont différents da ceux de O. volvulus , vue la - 
position des arcs de précipitation. L'allergène majeur 

contenu dans l'extrait total de D. viteae correspond à 

l'arc décrit par CAPRON et al. (1968) qui permet de 

poser le diagnostic spécifique de lrOnchocercose quand 



l'antigsne D. viteae est opposé a un sérum de patient 

infecté. La différence de l'aspect immunoélectrophoré- 
-- -. 

tique des bandes de précipitation démontre la présence 

d'un allergsne spécifique a 0 ;  volvulus . 



Fig. 20 : Test d'inhibition 

: Sétums non traités 

BIBZ : Sérums passés sur Immunoadsorbant 

avec O .  volvulus 
- 

%CZ : Sérums passés sur Immunoadsorbant préparé 
; ,i [t 5 

avec Ag D. viteae 
j \ LILLE 

DyD2 : Sérums passés successivement sur Immunoad- 

sorbant prgparé avec Ag D. viteae et sur 



immunoadsorbant préparé avec Ag O. volvulus 

SPO : Sérums de patients onchocerquiens 

SEN-E : Sénnns humains normaux originaires 

des zones endémiques. ' 

Fig. 27 : Radioimmunoélectrophor5se 
L4 



4. DISCUSSION 

Une synthèse accrue des IgE a Sté observée 

dans les helminthiases, causée par : Ascaris lumbricoX 

des (JORANSSON et al. , 1968), Toxocara canis - 
(HOGART-SCOTT et al. , 1969 ; HEINER et ROSE, 1970), - S. 

japonicum (KOJfMA et al. , 1979) et S. mansoui 

(KELLERMEYER et al. , 1979). Datis d'autres parasitoses, 

des taux élevés d'IgE. ont été observés (BENNICH et 

JOHANSSON, 1971 ; BALL et al. , 1971 ; JARRETT, 1972 : 

JARRETT et KERR, 1973 ; DESSAINT - 9  et al. 1975). Ce 

phénomène a été décrit dans les filarioses humaines : 

la bancroftose (NEVA et al. , 1975 et ITû et al. , 
1972), la filariose à Brugia malayi (HUSSAIN et. al. , 

1981) et I'onchocercose (SOMORIN et al. , 1977 ; WEISS 

1981). Iï a été de plus suggéré que les anticorps IgE 

spécifiques d'un parasite joueraient un rôle important 

à la fois dans l'immunité protectrice vis-34s des 

helminthiases et daas. la pathologie de certaines mani- 

festations des helminthiases (CAPRON et DESSA.INT, 1977; 

OTTESEN et al. , 1979). 
Les études que nous avons entreptises nous 

ont permfs de déceler la présence des IgE spécifiques 

du parasite dans les sérums des malades onchocerquiens. 

Si l'on tient compte de I'IgE totale, dans 

les sérums de malades, plusieurs auteurs ont montré que 



cette classe d'innnunoglobuline peut être à des taux 

très élevés dans les états allergiques comme par exem- 

ple dans l'asthme (JOHANSON et BENNICH, 1967 ; HOGARTH- . * 
SCOTT et al. , 1971) et dans les dermatoses (GUREVITCH 

et al. , 1973 ; GUNNAR et al. , 1970). D'autres au- 

teurs ont noté l'association entre le taux élevé des 

IgE sériques et les infections parasitaires (BALL et 

JARRETT, 1979 ; HOGARTH-SCOTT et JOHANSON, 1969 ; JONES 

et al. , 1970 ; WHALEN et al. , 1971). CAPPUCINELLI 

( A 9 + \  ) a montré par immunodiffusion l'importance des 

taux drIgE dans certaines parasitoses gastro-intestina- 

les et urogénitales. 

Les résultats trouvés dans la présente étude 

sur les IgE dans l'Onchocercose correspondent aux ob- 

servations décrites par SOMORIN et al. et plaident en 

faveur du fait que les infections parasitaires sont les 

causes de l'augmentation des IgE dans les sérums. Ceci 

implique aussi que Lf~Jnchocercose stimule la production- 

d'un taux élevé des IgE. En outre, les sujets sains O- 

riginaires des zones endémiques montrent un taux élevé 

drIgE totales comparativement aux sujets sains europé- 

ens. D'autres facteurs peuvent influencer la réponse 

IgE dans lfOnchocercose, citons surtout le 

polyparasitisme et les facteurs génétiques (BAZARAL et 

al 1971). Etant donné l'importance des taux d71gE A *  

chez des sujets n'ayant apparemment aucun signe 
'4 



clinique ou parasitologique d'une infection par 0. vol 

vulus le dosage des IgE spécifiques de la filaire 
- 9  

présente alors un grand intérêt. 

Différentes techniques ont été décrites pour 

le dosage des IgE : immunodiffusion radiale (ROWE, D.J. 

1969), la méthode radioimrnunologique par double anti- 

corps (GLEICH et al. , 1971)., la technique radioimmuno- 
' logique en phase solide (BENNICH et JOHANSON, 1971) et 

l'ELISA (HAMILTON et al. , 1981). Le RAST (Radioaller- 

gosorbent test) est actuellement la méthode de choix 

pour la détermination sérologique des anticorps IgE, 

ceci en raison de sa grande sensibilité, de sa repro- 

ductibilité et de sa simplicité. Le RAST mesure l'affi- 

nité des anticorps IgE. Cette affinité dépend de la pu- 

reté de l'antigène. De plus, cette technique mesure en 

pourcentage la quantité dlIgE spécifiques à moins que 

les sérums aient des affinités de liaisons similaires, 

ils ne peuvent pas être comparables par le RAST. Pour 

palier à ce désavantage, plusieurs sérums ont été tes- 

tés à Ces dilutions différentes, le parallélisme des 

courbes indique que les affinités de fixation sont 

comparables et valident ainsi l'emploi d'un sérum de 

référence et l'application du RAST pour le dosage des 

IgE spécifiques de 1' 0.v. HUSSAIN et al. (1981) ont 

fait les mêmes observations au cours de l'étude sur les 

IgE spécifiques de Brugia malayi . 
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Nous avons observé un taux élevé d'IgE spéci- 

fiques d' Onchocerca volvulus chez 74 % d'onchocer- 

quiens mais une corrélation avec la microfilarémie n'a 

pas été établie. L'absence dtIgE spécifique de la fi- 

laire chez 30 % environ de malades soulève la question 

de savoir si des mécanismes régulateurs sont impliqués . 

dans l'inhibition de la production des anticorps IgE 

spécifiques du parasite chez ces individus ou si le 

seuil de sensibilité de la technique utilisée est limi- 

tée. Outre cela, nous ignorons si ces malades ont été 

traités par des drogues parce que, suivant la chimio- 

thérapie, le taux des anticorps IgE peut diminuer comme 

il a été décrit dans la schistosomiase et dans l'hyda- 

tidose (ITO et al. , 1972 ; DESSAINT et al. , 1975 ; 

BEKHTI et al. , 1977) . 
Dans ce test, la faible affinité des anti- 

corps IgE aux antigènes onchocerquiens peut être écar- 

tée et les IgE dosées seront d'une grande avidité B 

O. volvulus . Signalons aussi que les taux des IgE 
spécifiques seraient plus élevés si les sérums étaient 

préalablement débarrassés des anticorps IgG et IgM et 

d'autres anticorps bloquants qui se lient aux détermi- 

nants antigéniques, gênant ainsi la fixation d'un maxi- 

mum de molécules d'anticorps IgE sur l'antigène. 
I 

De plus, une infection par helminthe peut 

potentialiser la réponse réaginique contre d'autres an- 



tigènes (KOJIMA et OUARY, 1975 ; JARRETT et al. ,1976). 

Il est possible que, suite à une chimiothérapie, les 

anticorps IgE circulants spécifiques du parasite s'ac- 

cumulent à l'endroit où se trouvent les microfilaires 

mortes dans les tissus, entrasnant ainsi une réaction 

inflammatoire qui fait intervenir les polynucléaires 

, basophiles et éosinophiles. 
, 

L'une des observations intéressances que nous 

avons relevée est la présence des réactions croisées 
0 

entre les allergènes contenus dans l'extrait total des 

vers adultes de O. volvulus et de D. viteae , filaires 

qui infectent respectivement l'homme et les rongeurs. , 

Ceci confirme les résultats de WEISS (1981) sur la 

réaction croisée de l'extrait total de D. viteae avec 

les anticorps IgE présents dans les sérums onchocer- 

quiens. Les expériences d'immunoadsoption pendant les- 

quelles les sérums de patients onchocerquiens sont pas- 

,sés sur des immunoadsorbants préparés avec de i'antigè- 

ne O. volvulus d'une part et D. viteae d'autre part, 

montrent clairement une diminution significative des 

IgE spécifiques quand on utilise l'.immunoadsorbant D.v. 

- (P f 0,001). La déplétion en IgE est maximale quand les 

sérums de malades sont absorbés avec l'antigène homolo- 

gue - 0.v. Ceci indique que dans l'extrait total d' 

volvulus , en plus des allergènes communs à D.v. et 

O.V., il existe des allergènes spécifiques de 0.v. 



La présence d'une bande spécifique révélée 

par l ' a n t i - 1 ~ ~ - ~ ~ ~ 1  dans la réaction entre le sérum 

d'un patient onchocerquien et les antigènes D. viteae 

est en faveur de l'hypothèse émise ci-dessus. 

Les résultats-de la radioimmunoélectrophorèse 

confirment la parenté allergénique entre les extraits 

totaux de O. volvulus et de D. viteae . L'image des 

précipitines électrophorétiques montre que l'anti-I~E- 

12'1 r~coinaît une des bandes majeures de l'extrait 

antigénique de D. viteae décrit par CAPRON et al. 

(1968) et qui permet de poser le diagnostic de l'oncho- 

cercose quand on utilise l'extrait antigénique des vers 

adultes de D. viteae . La présence des allergènes com- 
muns à O. volvulus et D. viteae ouvre de nouveaux 

horizons sur l'isolement et la purification des aller- 

gènes à partir des extraits totaux de DI viteae . Ces 
allergènes pouvant être utiles dans la détection des 

IgE spécifiques de O. volvulus . Une telle approche est 
intéressante si on considère les difficultés d'obtenir 

les antigènes O. volvulus à partir des nodules préle- 

vés sur des sujets infectés vivant en zones endémiques. 

Dans les filarioses expérimentales, certains 

auteurs ont noté la participation des IgE dans les mé- 

canismes effecteurs. Ces anticorps sont capables d'in- 

duire in vitro une adhérence et une cytotoxicité des 

éosinophiles et des macrophages de rat normal aux m i -  



crofilaires (HAQUE et al. , 1981). Par ailleurs, on a 

pensé que les anticorps IgE interviennent dans la réac- 

tion de MAZZOTTI dans l'Onchocercose. 11 reste mainte- 

nant à démontrer clairement comment les anticorps IgE 

sont impliqués dans l'immunopathologie, particulière- 

ment après ou pendant le traitement. 

A cause de la grande spécificité des anti- 

corps IgE dans 1'0nchocercose humaine, l'isolement des 

allergènes spécifiques du parasite par un anticorps mo- 

noclonal ouvre la voie pour le développement des métho- 

des d'immunodiagnostic et pour l'étude des propriétés 

fonctionnelles de ces allergènes. 



CONCLUSION 

Le travail que nous avons réalisé représente 

une contribution à l'étude des antigènes et des comple- 

xes immuns circulants, et à l'étude de la réponse IgE 

dans l'Onchocercose humaine. 

La détection des antigènes circulants, le do- 

sage des immuns complexes circulants et des IgE spéci- 

fiques par différentes méthodes sensibles et spécifi- 

ques paraissent présenter un intérêt évident pour le 

diagnostic précoce, pour la compréhension des phénomè- 

nes immunopathologiques et dans les recherches épidé- 

siologiques en matière de filariose. Elle peut permet- 

tre le dépi~tage des porteurs asymptomatiques. Cet in- 

térêt ira grandissant au fur et à mesure que les métho- 

des et les techniques seront rendues plus sensibles et 

plus spécifiques. Toutefois, dans les'zones d'endémie 

fflarienne, compte-tenu c?u polyparasitisme, il faut 

s'adresser pour la recherche des antigènes circulants, 

des complexes immuns circulants et des IgE spécifiques 

aux techniques les plus spécifiques et les plus sensi- 

bles. C'est pourquoi l'isolement et la caractérisation 

des antigènes circulants et la production in vitro 

d'anticorps monoclonaux comme cela a été récemment dé- 

montré dans le laboratoire pour les schistosomes seront 

le progrès et les espoirs tant attendus dans le domaine 
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des filarioses en général et de 1'0nchocercose en par- 

ticulier. 

A côté de l'intérêt diagnostique que repré- 

sente la connaissance des antigènes circulants, des 

immuns complexes et des IgE spécifiques, le problème 

essentiel reste celui de leur rôle dans la protection 

dans les phénomènes immunologiques et dans l'immune- 

pathologie. 



PROTOCOLE DES TECHNIQUES UTILISEES 

IMMUNISATION DES LAPINS 

1. La Méthode de Vaitukaitis 

. La technique décrite par VAITUKAITIS et al. 
(1971) permet d'utiliser des doses minimes d'antigènes. 

On obtient dans un délai de 6 semaines des immunsérums 

à l'aide d'une seule dose immunisante (1 à 2 mg d'ex- 

traits antigéniques). Mais cette méthode n'est pas à 

conseiller pour l'obtention d'hyperimmunsérums contre. 

les extraits Ag totaux car la carte antigénique révélée 

par ces immunsérums ne concerne au plus qu'environ la 

moitié des composants révélés par les hyperimmunsérums. 

La combinaison immunisante est préparée extemporanément 

de la façon suivante : 4 

2 mg d'antigène lyophilisé ou leur équivalent en 

protéines 

+ 1 ml d'eau physiologique (NaCl 9 X ) 

+ 2 ml d'adjuvant de Freund incomplet (Difco) 

+ 5 mg ( 4  mg) de Mycobacterfum butyricum (Difco). 

La solution, après émulsion, est administrée 

en 40 injections intradermiques de 0.05 ml dans la zone 

rasée du dos du lapin. Simultanément, 1 ml de vaccin 

coqueluche~x adso'rbé (Perthydral, Institut Pasteur) est 

injecté par voie intramusculaire dans la cuisse du la- 
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pin. 

Les lapins sont saignés tous les 8 jours. Le 

prélèvement de sang se réalise à la veine marginale de 

l'oreille du lapin par un dispositifde saignée sous 
, 

vide. Dès l'obtention du sérum désiré, les animaux sont 

exsanguinés afin d'obtenir le maximum d'antisérum. Si 

dans un délai de 3 à 6 semaines, la réponse.anticorpa1e 

est négative ou trop faible un rappel par voie sous- 

scapulaire est effectué après un délai de 6 semaines. 

2) La Méthode par voie sous-scapulaire 

Cette méthode consiste à injecter chaque se- 

maine 2 mg d'antigène dissous dans 0,5 ml d'eau physio- 

logique et incorporé dans un volume égal d'adjuvant 

complet de Freund (Difco). Le mélange, bien homogénéisé 

est injecté par voie transmusculaire, dans l'espace 

sous-scapulaire. Les injections antigéniques restant 

hebdomadaires, les lapins sent régulièrement saignés 

tous les 15 jours dès la Sème semaine d'immunisation. 

Des hyperimmunsérums sont obtenus entre le 3e et le 4e 

mois d'immunisation. 

L'épuisement des sérums de lapin anti- O.vol 

vulus permet d'éliminer les anticorps anti-coritami- - 
nants humains. Le sérum humain normal lyophilisé est 

- 
ajouté au sérum à épuiser. Le mélange est laissé 2 heu- 

res 3 37OC, une nuit à 4*C, puis centrifugé 30 minutes 



à 6000 g à 4 O C  afin de sédimenter les immuns complexes 

insolubles. Le surnageant est contrôlé en immunodiffu- 

sion. L'épuisement est total si le sérum ne révèle au- 

cun arc de précipitation par le sérum humain normal. 

Les sérums humains et les immunsérums de la- 

pfn sont répartis dans des tubes à hémolyse et congelés 

a -20°c. 

DOUBLE DIFFUSION 

Réactifs : - Agarose (Indubiose) A3,, Phamin- 

dus trie 

- Barbital sodique : Sodium diéthyl-5, 
5-barbi turat e (Merck) 

- HCI : titrisol 1 mol/l (Merck). 

Le gel d'agarose est préparé extemporanément 

en dissolvant 0,9 g d'agarose dans 100 ml de Tampon vé- 

ronal sodé, pH 8,2 (160 g de barbitol sodique dissous 

dans un peu d'eau déminéralisée + 220 ml d'HC1 1 N + 

eau déminéralisée, qsp 10 litres). Le mélange est porté 

a 85OC - 30°C dans un bain-marie pendant 20 mn en pre- 
nant soin d'homogénéiser de temps en temps. Le gel est 

ensuite coulé sur des lames de verre (8 x 8cm) dégrais- 

sées dans l'alcool, à raison de 11,5 ml par lame. Une 

fois la gélose durcie, les lames sont placées dans une 

enceinte humide. On creuse ensuite dans la gélose, des 



puits dans lesquels on dépose les antisérums et les an- 

tigènes. La diffusion dure 48 heures (24 h à la tempé- 

rature du laboratoire et 24 h à 4°C). 

IMMLTNOELECTROPHOR3SE (IEP) 

L'immunoélectrophorèse comprend dans un pre- 

mier temps une électrophorèse de l'extrait antigénique 

à analyser et dans un deuxième temps une double-diffu- 

sion antigène-anticorps. 

La gélose et les lames sont préparées comme 

pour une double-diffusion. 

Aprèg gélification, puits et gouttières sont 

découpées dans le gel : les puits sont évidés, les 

gouttières ne le seront qu'après la séparation électro- 

phorétique des antigènes* 

Les lames sont déposées dans une cuve en per- 

spex sur laquelle on fixe les électrodes- L'antigène 

lyophilisé est solubilisé à raison de 1 mg par 5 micro- 

litres d'eau déminéralisée et déposé dans les puits. Le 

contact entre le gel et le tampon des compartiments à 

électrode est assuré par des ponts de papier Whatman 

nOl. L'électrophorèse est menée à température ambiante 

sous use différence de potentiel, mesurée au bord des 

lames, de 19 volts pendant 2 h 45. En prenant soin de 

couvrir la cuve pendant l'électrophorèse. 

La séparation électrophorétique terminée, les 
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gouttières sont évidées et remplies d'immunsérum. Ce- 

lui-ci est préalablement concentré 3 fois : par lyophi- 

lisation et resolubilisation dans le tiers du volume 

initial d'eau déminéralisée : 0,15 ml (c'est-à-dire 

0,450 ml de sérum de départ) par gouttière. 

Les étapes suivantes sont communes à toutes 

les techniques d'immunaprécipitation : . 
- Temps de diffusion : les lames sont placées en cham- 

bre humide contenant de l'azoture de sodium pour inhi- 

-ber le développement des champignons sur la géJose. 

Elles sont incubées à température ambiante pendant une 

nuit, puis à 4 * C  pendant 24 h. 

- Incubation en citrate trisodique (Citrate de triso- 

dium 2R20, Merck) : avant lavage, les lames sont 

plongées pendant 2 heures dans une solution de citrate 

trisodique à 5 X en eau déminéralisée, afin de dissou- 

dre les arcs des - complexes substance C-protéine C- 

réactive qui déterminent da fausses réactions de préci- 

pitation (BIGUET et al. , 1965a). 

- Lavage : le lavage des lames se fait 3 température 

ambiante en solution physiologique (NaCl 9 X ). L'em- 

tantes ploi des hyperimmunsérums et de quantités impor- 

d'extrait antigénique entraXne la formation d'un dépôt 

opacifiant le gel lors de la coloration, il est donc 

nécessaire d'icsister sur le lavage- 

- DSminéralisation : le gel est recouvert de papier 
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Whatman Nol humidifié avec de l'eau déminéralisée. Les 

lames sont mises à sécher à température ambiante pen- 

dant 24 heures sous ventilation. Effectuer 4 déminéra- 

lisations en changeant chaque fois de papier Whatman 

NO1. 

- Coloration : les lames sont colorées au noir Amido 

(425 ml d'une solution d'acide acétique pur ii 60 ml/l; 

425 ml d'acétate de sodium à 13,6 g/ l  ; 2 g de noir 

Amido IOB, Merck ; eau déminéralisée q.s.p. 1000 ml). 

Elles sont décolorées dans une solution à 8 X d'acide 

acétique pur. 

L'immunoélectrophorèse est réalisée sur des 

lames 8 x 2,5 cm selon le protocole décrit précédem- 

ment. Après 48 heures de diffusion et 3 lavages dans 

NaCl 9 X (24 heures), la lame est placée dans une bo3- 

te de plastique couverte. 5 m l d e  NaCl 9 X sont ver- 

sées sur le gel. 0,3 ml de sérum de malade riche en IgE 

spécifiques, dosé selon la technique du RAST est ensui- 

te ajouté. L'incubation 3 la température du laboratoire 

dure une nuit. La lame est alors lavge au moins 3 fois 

dant 30 minutes. Enfin, la lame est mise en incubation - 

pendant 24 heures avec 2 ml de tampon d'incubation 

(Tampon phosphate 0,05 M, pH 7,s) contenant 0,25 ug 

d'anticorps de lapin anti-IgE humaines marqués au ra- 
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dioiode (12'1 1 uCie) Pharmacia - Uppsala - Suède. 
Le tampon d'incubation se compose comme suit : Tampon 

phosphate 0,05 M, pH 7,5 ; 0,3 X de sérumalbumine bovi- 

ne, 0,9 % de chlorure de sodium, 0,l X d'azoture de so- 

dium et 0,l X dtE.D.T.A. 

La lame est ensuite lavée dans 10 ml d'eau 

déminéralisée pendant des périodes de 10 minutes. La 

lame enveloppée dans un papier Whatman Nol humide est 

mise à sécher sous ventilation. 

Ltautoradiographie est réalisée avec un film 

Kodirex (Kodak, Sevran, France). Le film est placé" en 

contact étroit avec la lame pendant 3 jours et parfois 

une semaine. I 

La présence d'un allergène se traduit par la 

révélation sur le film d'un des nombreux arcs de préci- 

pitation que montre-la coloration au Noir Amido. 

Chaque expérience est répétée 3 fois avec un 

sérum de patient différent. 

PRECIPITATION DES IMMUNOGLOBULINES (IR) 

A 1 ml de ltimmunsérum, on ajoute : 

- 0,6 ml de sulfate d'ammonium (NH4/2S04)à 33 % 

de saturatton (l'addition se fait lentement) 

- agiter 20 mn à la température du laboratoire - 

- centrifuger à 1000 g pendant 20 mn à 15OC 

- dissoudre ensuite le culot avec du tampon physiolo- 



gique et compléter à 1 ml. 

3 précipitations successives permettent d'ob- 

tenir le maximum d'Immunoglobulines. 

La solution d'Immunoglobulines est dialysée 

contre l'eau physiologique à 9 X . La dialysa dure au 
moins 72 heures, en changeant le bain 2 fois par jour. 

Une partie de *ces immunoglobulines est marquée 3 

. 1'12SI. 

MARQUAGE DES Ig 

200 ug d'Immunoglobulines 

200 ucie ci '125~ 

50 ul de Chloramine T (1 mg/ml de Tampon 

phosphate 0,5 M, pH 7,4. 

Incubation 1 minute sous agitation 

200 ul de Métabisulfite (1 mg/ml de Tampon 

phosphate 0,5 M, pE 7,4). 

La solution est ens-te passée sur une colon- 

ne de Séphadex G-25 M (PD-10) afin de séparer 'les pro- 

téines marquées de ~''~~1 libre. 

k solution dt12% est c o n s e é e  en tampon 

phosphate contenant 1 X de sérumalbumine humaine (ou 

bovine) pour empêcher la radiolyse et 0,02 Z d'azide de 

sodium ( N a N 3 1  pour emplcher le développement des bac- 

téries. 
. ... - 
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RADIOIMMUNOPRECIPITATION-PEG-ASSAY (RIPEGA) 

Dans un tube à hémolyse, on ajoute : 

-0,2 ml de sérum dilué au 1/5 dans du Tampon bora- 

te 0,l M, pH 8,2 

- -0,2 ml d'anticorps radiomarqués (10.000 c.p.m.). 

Après 1 heure d'incubation à 37OC, et 3 h à 

la température du laboratoire, 3 ml de PEG à 7 X dans 

du tampon borate sont ajoutés ; le mélange laissé une 

nuit à la température du laboratoire est centrifugé à 

1500 g pendant 20 minutes à 4'C. 

Le précipité est lavé dns du PEG à 7 X et la 

réactivité du culot est mesurée dans le compteur à 

scintillation. Tous les tests sont faits en triplicate 

et plusieurs témoins négatifs sont testés. Le contrôle 

de radioactivité totale pour les composants radiomar- 

qués se fait à l'aide d'une précipitation à l'acide 

Trichloroacétique (TCA) à 20 X .  

Tampon hrate : - acide borique (H3B03) 6,18 g 

- disodium tétraborate 

- Chlorure de sodium (NaCl) 4,38 g 

- eau déminéralisée q.s.p. 1000 ml 

PEG : polyéthylène glycol (SERVA). 

SANDWICH RADIOIMMUNOAS SAY ( SRIA) 

Cette technique est réalisée de la façon sui- 



vante : 1 ml d'une solution contenant les anticorps de 

lapin anti- 0. volvulus non marqués sont adsorbés sur 

la paroi des tubes de polystyrène . . et ceci par une incu- 

bation 3 h à 37'C et une nuit à 4OC suivie de trois la- 

vages dans du tampon PBS-0,02 % Tween 20. Parallèlement 

une autre série de tubes sont traités par des immuno- 

globulines de lapin normal. Les différents sérums a 

tester sont dilués au 1/5 dans du tampon PBS, pH 7,2 ; 

1 ml de cette dilution est incubé dans les tubes trai- 

tés par les anticorps anti- 0. volvulus , 4 heures à la 

température du laboratoire ; après 3 lavages 1 ml des 

mêmes anticorps de lapin marqué à12'1 dilué au 

1/400e (100 000 c.p.m.) est ajouté dans chaque tube, 

l'incubation dure 1 nuit et de nouveaux lavages sont 

effectués. 'la radioactivité est alors mesurée dans cha- 

que tube. 

D'autre part, 1 ml des sérums dilués au 1/5 

est incubé dans les tubes traités par les immtnoglobu- 

lines de lapin normal pour éliminer un éventuel facteur 

rhumatoïde. De plus, diverses concentrations de l'ex- 

trait antigénique d' O. volvulus et d'autres helmin- 

thes dissous dans du s é r ~ m  humain normal dilué au 1/5 

sont traités de la même façon. Ceci nous permet de tes- 

ter la sensibilité et la spécificité de la technique. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de 



vante : 1 ml d'une solution contenant les anticorps de 

lapin anti- 0. volvulus non marqués sont adsorbés sur 

la paroi des tubes de polystyrène et ceci par une incu- 

bation 3 h à 37°C et une nuit à 4OC suivie de trois la- 

vages dans du tampon PBS-0,02 X Tween 20. Parallèlement , 

une autre série de tubes sont traités par des immuno- 

globulines de lapin normal. Les différents sérums à 

tester sont dilués au 1/5 dans du tampon PBS, pH 7,2 ; 

1 ml de cette dilution est incubé dans les tubes trai- 

tés par les anticorps anti- 0. volvulus , 4 heures à la 

température du laboratoire ; après 3 lavages 1 ml des 

mêmes anticorps de lapin marqué àlZ51 dilué au 

1/400e (100 000 c.p.m.) est ajouté dans chaque tube, 

l'incubation dure 1 nuit et de nouveaux lavages sont 

effectués.'~a radioactivité est alors mesurée dans cha- 

que tube. 

D'autre part, 1 ml des sérums dilués au 115 

est incubé dans les tubes traités par les immunoglobu- 

lines de lapin normal pour éliminer un éventuel facteur 

rhumatoSde. De plus, diverses concentrations de l'ex- 

trait antigénique d' O. volvulus et d'autres helmin- 

thes dissous dans du sérum humain normal dilué au 1/5 

sont traités de la même façon. Ceci nous permet de tes- 

ter la sensibilité et la spécificité de la technique. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de 

radioactivité : 



B, Bo et B10 représentent la radioactivité (cpm) 

obtenue respectivement pour le sérum à tester, les sé- 

rums de sujets normaux et 10 ug d'extrait antigénique 

d' O. V O ~ V U ~ U S  . 
Les tests sont faits en triple. 

TEST DE LIAISON AU C1 m[125~] 
I 

Ce test consiste dans un premier temps à mé- 

langer 50 ul de sérum natif à 100 ul d'une solution 

dlEDTA 0,2 M et incuber ce mélange au bain-marie à 37OC 

pendant 30 minutes. Après cette incubation, les tubes 

sont placés dans un bac a glace. Dans un second temps, 

50 uï de clq-1251 (10 000 cpm) sont ajoutés, puis 

enfin 1 ml de polyéthylène glycol (PEG) 3 3 X .  Après 

une légère agitation, les tubes sont mis dans la glace 

pendant 2 heures. Tous les tests sont faits en triple. 

Trois tubes "contrôle" sont préparés en mélangeant 

50 pl de clq-12'1 (10 *O00 cpm) , 150 pl d'un sérum 

normal et 1 ml d'acide trichloroacétique (TCA) B 20 X .  

Après le contact, tous les tubes sont centrifugés B 

1500 g pendant 20 minutes a 4OC. Le surnageant est re- . 
jeté et la radioactivité du culot est comptée. Les ré- 

sultats sont exprimés en pourcentage de C -12'1 
lq 



précipité dans les sérums natifs comparés au témoin de 

radioactivité totale obtenue avec le TCA à 20 X .  

RADIOIMMUNOSORBENT TEST (RIST) 

La méthode est fondée sur la compétition en- 

tre les IgE du sérum à tester et une quantité détermi- 

née dt IgE marquée a 1'125~ pour les IgG anti-IgE en 

quantité insuffisante. 

Rgactif s 

- Tampon phosphate - S M 1  (sérumalbumine humaine), 

tampon phosphate 0,l M, pH 7,4, SAH 1 X 

- AS : anti-IgE humaines (IgG de lapin, MILES) 
- DASP (double anticorps en phase solide) : anti- 

corps de mouton; anti-Ig de lapin (MILES). 

Protocole : Les dosages sont réalisés dans des 

tubes en polystyrène. Chaque dosage est réalisé en tri- 

ple - 
a) Tubes "radioactivité totale", 

100 pl IgE 

b) Tube "zéro" 

100 pl tampon Phosphate - SAH 
100 pl I~E-''~x ( IgE humaines purif fées) 

100 pl AS 

c) Tubes "radioactivité liée non spécifiquement" 

200 pl Tampon phosphate - SAH 



100 pi I ~ E *  

d) Tubes "courbe-étalon" 

100 pl d'une dilution donnée du sérum étalon 

100 pi I ~ E *  

100 pl AS 

e) Tubes "dosage" 

100 pl de sérum à tester dilué au 1/20 

100 pl I ~ E *  

Les tubes légèrement agités sont laissés une 

nuit à température ambiante. Le lendemain, 1 ml de DASP 

est ajouté dans chaque tube sauf les tubes "zéro", 

après une agitation de 2 heures suivie d'une centrifu- 

gation 2500 t/mn pendant 2 minutes, le surnageant est 

aspiré et le culot de centrifugation est lavé 2 fois 

avec 2 ml d'eau physiologique (chaque lavage dure 10 

mn). La radioactivité du culot est mesurée dans un 

compteur gamma. 

Les résultats exprimés en unités internatio- 

nales par millilitre (UI/ml) sont déterminés à partir 

de la. courbe-étalon. 

RADIOALLERGOSORBENT TEST (RASm 

L'allergène, préalablement couplé plar une 

liaison (Bromure de cyanogène) à un disque de papier 



Whatman N o l ,  r é a g i t  avec 1'IgE spéc i f ique  contenu dans 

l e  sérum du malade. 

' - I n t r o d u i r e  un des  d isques  d ' a l l e rgènes  au fond 

d e  chaque tube  

- P i p e t e r  50 p l  des  é c h a n t i l l o n s  de sérum s u r  les 

disques  

- L a i s s e r  incuber  3 ' h e u r e s  à température ambiante 

- Ajouter  2,5 m l  de  s o l u t i o n  de lavage (NaCl 9 X ) 

e t  laisser repose r  10 mn. El iminer  l e  l i q u i d e  de 

chaque tube en  u t i l i s a n t  une p i p e t t e  Pas teur  

couplée à une trompe à eau 

Répéter  deux f o i s  c e t t e  opéra t ion  de r inçage.  

Il est impor tant  que l a  s o l u t i o n  de r inçage s o i t  élimi- 

née  complètement avant  l a  prochaine étape.. 

- p i p e t e r  50 )il d ' a n t i - 1 ~ ~ - ~ ~ ~ 1  a u  fond de t o u s  

les tubes ( p r é v o i r  2 tubes  pour l a  mesure de l ' a c t i v i t é  

t o t a l e ,  l e s  boucher e t  les mettre de  c ô t é )  

- L a i s s e r  incuber  une n u i t  à température ambiante 

- Rincer 3 f o i s  avec une s o l u t i o n  de  N a C l  9 X - 
Tween 20, 1 X ( l e  Tween 20 é l imine  l a  f i x a t i o n  non 

spéc i f ique)  

- Boucher les tubes  et  déterminer l a  r a d i o a c t i v i -  

t é  l iée  dans tous  les  tubes  dans un compteur ganmia. 

PREPARATION DE L'IMMUNOADSORBANT 

Les  e x t r a i t s  so lub les  de  O. volvulus e t  de 



D. viteae sont fixés séparément à du Séphadex 4B ac- 

tivé au bromure de cyanogène (Pharmacia, Uppsala, 

Sweden) selon le protocole initialement décrit par 

AXEN, PORATH et ERNBACK (1967). 

Protocole 

1 g de Sépharose 4B est mis à gonfler dans 

30 ml d'HC1 ~ O - ~ M .  Après 15 minutes, le gel est lave 

plusieurs fois sur filtre de verre fritté N03, la so- 

lution d'HC1 est soutirée sous aspiration. On lave en- 

suite le gel plusieurs fois avec le tampon bicarbonate- 

Immédiatement après le dernier lavage, le cou 

plage est réalisé : on ajoute au gel la solution de 

l'extrait antigénique d' 0. volvulus ou de D. viteae . 
Le mélange est agité'doucement sur plateau rotatif, 

pendant 2 heures à température ambiante ou une nuit à 

4'C. Le couplage peut être suivi par l'observation de 

la diminution de I'absorbance du surnageant ii 280 pi. 

Le matériel non fixé est éliminé après lavage 

par du tampon bicarbonate (100 ml en plusieurs fois>. 

Les groupes actifs du Sépharose (restés libres) sont 

bloqués par la mise en contact du gel avec environ 

20 ml de tampon bicarbonate-acide 4 aminobutyri que pen- 

dant 2 heures sous légère agitation. Le gel, couplé et 

bloqué, est alors lavé par 3 cycles de deux traitements 



- tampon acétate-NaC1 pH 4,O (100 ml) 
- tampon borate-NaC1 pH 8,5 (100 ml) 

Chaque traitement dure environ 10 minutes. 

Enfin, le gel est lavé avec du NaCl 0,5 M. 

~ ' i ~ n o a d s o r ~ t i o n  peut être alors réalisée 

1 ml de sérum est mis en contact avec 3 ml dfimmuno- 

adsorbant pendant 1 heure à la température ambiante, 

l'éluat est recueilli. Les anticorps adsorbés sont 

élués par environ 30 ml de tampon glycine pH 2,8 con- 

tenant 0,l X d'albumine sérique bovine (BSA). L'éluat 

est immédiatement neutralisé par dialyse contre du PBS, 

puds contre de l'eau distillée. 
\ .  

Après l'emploi, l'immunoadsorbant est succes- 

sivement lavé par du tampon glycine pH 2,2 et une solu- 

tion de NaCl 0,5 M. 11 peut être à nouveau utilisé une 

fois. 

L'éluat est testé en RAST pour vérifier la 

déplétion en anticorps IgE anti- 0. volvulus et anti- 

D. viteae . 
Réactifs 

- Tampon "bicarbonate - NaClw 
Bicarbonate de sodium 894 g (0,1 M) 

Chlorure de sodium 29,22 g (0,5 M) 

=20 qsp 1000 ml 

- Tampon "carbonate-acide 4 aminobutyrique" 
Carbonate de sodium 14,3 g (0,05 M) 



Acide 4 aminobutyrique 5,56 g (0,s  M) 

Hzo qsp 1000 m l  

- Tampon "acé ta te  - NaCl pH 4,O" 

Acétate de sodium 7 g (0 ,1  M) 

Chlorure de sodium 58,44 g (M) 

H2O qsp 1000 m l  

pH a j u s t é  à 4,O avec R C 1  concentrg 

- Tampon "borate - NaCl pH 8,5" 

Tétraborate de sodium 38,14 g ( 0 , l  M) 

Chlorure de sodium 58,44 g (M) 

Hzo 900 m l  

pH a j u s t é  à 8,5 avec H C 1  N 

H2° qsp 1000 m l  

- Solution ~ ' H C I  10'~ M 

- Solution de NaCl 0,5 M 

- Sépharose 4B activéau CNBr : Phamacia 

- Extrai t  antigénique soluble de O. volvulus 

- Extrai t  antigénique soluble de D. vi teae  

- Solution de glycine 2 M 

- Tampon glycine HC1 0,2 M pH 2,8 NaCl 0,5 M 

HCI: N : 200 mi 

Ajuster l e  pH à 2,8 avec une solut ion de glycine 

H20 qsp 1000 m l  



- Tampon glycine HC1 0 , 2  M ,  pH 2 ,2 ,  NaCl 0 , s  M 

Préparer comme précédemment e t  ajuster l e  pH 
. . 

à 2 , 2  avec une solut ion de glycine 2 M. 

- Solution NaCl 0 , 5  M 

- Tampon phosphate physiologique (PBS) pH 7 ,4  

. Tampon phosphate d e  sodium M pR 7 , 4  : 10 m l  

. NaCl à 9 % qsp 1000 m l .  
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Les dtudes que nous avons conduites nous ont permis de montrer que les antigene@ cir. 
ilants d'hchocerca volvulus peuven: être détectis- chez un grand nombre de patienta. La 

I 
technique d'ipaunodiffusion indique que 31 1: de malades pr6eentent des antigènes circulan$ci! 
Les tests rulioiaraunologiques qui sont plus sensibles en d4tectent chez plus de 75 X de su- 
jets. . L ' a ~ ~ ~ l p s e  -iaatuaoélec trophoretique des divers sirunis indique la prQsence d'un spst- 
precipitaat kieur localisC dans la région cathodique et 4 esf spdcifique de l'onchoegr~ 

Des b d e s  préliminaires indiquent ausbi pue cat  antifDane majeur peut cirkuler 
ment rioua M e  libre, siais aussi complexée aux anticorps I'~G et IgH. D'autres aaticofp'.>l 
>4cifiques tela que 1 E ont et& dt?teftCes ches la ujoritd. des onchocerquiens gr le i  6 
bats radSobwlogiques (BXST et WST) . Les tests d'inhibition et la radioiaiPunodlect$uPhr 

&L&I ont peg#.j d 'observer que ees anticorps reconnaissent les allergànee présents dans * 

!&trait t- ooluble de Dipetalonenin viteae et-de 0. volvulus. Cette derniare oboervkig 
tid'un isttdvit capital pour la mise au point d'un test ioaaiaunodiagnoiitic de masse, &rt'&pL: 

''trirett? et les difficJltds rencontrées pQur l'obtention d'antigane d'o. volvulus en- f ~6ffisantcs. cycle de D. viteae, filaire de hameter,est maintenu au laboratoire. 
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