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L'étude des antiyènes f i l a r i ens  par l ' u t i l i s a t i o n  de sérum de 

patients ou d'animaux infect& n ' e s t  pas adéquate étant  donné l a  gran- 

de fréquence des rgactions croisées en t re  1 es différentes fi81aires e t  

d 'autres nématodes. Dans ce contexte,l 'out i l  monoclonal s1av6rai t  extrê- l 
l 

mement uti 1 e. Pour c e t t e  raison, des anticorps monocl onaux ayant une 1 

réac t iv i té  anti-Brunia malayi ont é t é  produits. L'un d 'en t re  eux s ' e s t  

révélé capable de tuer 1 es microfilaires de B.  mal ayi in v i t ro  en pré- 

sence de cel lules  adhérentes e t  de complément e t  de conférer par trans- 

f e r t  passif une résistance contre la  microfilaire de B. malayi chez l a  

souris. Cet anticorps monoclonal de type IgM désigné AA3-44 a également 

permis selon 1 a technique d l  immunopréci pi tation suivie d'une analyse en ~ 
?el de polyacryl amide-SDS, 1 ' ident i f icat ion d'une mol écu1 e de 110 Kd, pré- 1 
sente sur l a  surface de la  microfilaire de B. malavi. Ceci nous a l a i s s é  

penser que c e t  antigène pourrait avoir u n  rapport avec l'immunité contre 

l a  microfilaire.  L'étude de l a  reconnaissance de cet  antigène par l e s  an- 1 
i 

t icorps présents dans 1 ' infection naturel l e  chez 1 ' homme, par 1 ' uti 1 isa-  1 
tion de sérum d'individus infectés par 6.  nalayi, e t  par d 'autres  f i l a i r e s  1 

1 

l 
t e l l e s  que Onchocerca volvulus e t  Loa loa a é t é  entreprise. L'antigène 

1 
de 110 Kd e s t  reconnu par les anticorps de patients microfilai-érriques e t  1 
anicrofilarémiques indiquant ainsi 1 ' immunogéni ci t é  de ce t t e  mol écu1 e ,  i 

mais ne nontrant pas par l a  même occasion,qu'elle puisse avoir u n  rapport 

avec 1 'immunité contre l a  microfilaire.  Ceci él imine donc l a  possi bi 1 i t é  l 

d 'u t i l  i s e r  c e t  antigène comme u n  marqueur de 1 ' infection pour distinguer 

l a  phase patente (microfilarémie) de 1 a phase la tente  (amicrofi larémie). 

D'autre part c e t  antiaène ne s e r a i t  pas spécifique d'espèce puisqu'il I 
1 

e s t  précipité aussi par les  anticorps présents dans l e  serum d'individus 



onchocerquiens e t  loasiques. En conséquence nous avons cherché à 

savoir s i  ce t  antigène e s t  commun seulement au groupe des f i l a i r e s  

ou s ' i l  peut ê t r e  reconnu aussi par l e s  anticorps présents dans l e  sé- 

rum d'individus infectés par d 'autres  helminthes en l 'occurrence - Asca- 

r i s  1 umbricoides , Dracuncul us medinensis e t  Schistosoma mansoni , 

L'antigène 110 Kd e s t  précipité par l e  sérum d'individus infectés 

par A. lumbricoides e t  D. nedinensis; par contre l e  sérum d ' indi -  

vidus infectes par S. rnansoni ne ~reconnaîb pas ce t t e  mol écu1 e. 

Ainsi cet  antigène se ra i t  spécifique de l a  classe des nématodes. 

Dans l a  deuxième partie de notre étude, nous avons analysé l a  

spéc i f ic i té  de 1 'antigène de 110 Kd vis-à-vis des différents stades 

évolutifs de B .  malayi e t  Di petal onema 'vijieae . Vous avons uti  1 i s é  

pour ce t te  étude les sérums des souris d ' infection avec différents  s ta-  

des évolutifs de 0 .  v i t e ~ e  e t  B.  malayi e t  1 'anticorps monoclonal 4A3-44. 

Les divers sérums d1infection.des souris contiennent tous des an t i -  

corps qui reconnaissent l a  molécule 110 Kd. L 'u t i l i sa t ion  de 1 ' an t i -  

corps monoclonal a permis de montrer: - 1 'absence d'antigènes cibles  

au niveau de la surface de 1 'adulte de D .  viteae, - l a  présence de 

plusieurs molécules sur la surface de 1 'adulte de B. malayi e t  des 

microfilaires de D. v i  teae ident i f iées  par ce t  anticorps monoclonal, 

- 1 'existence d'une parenté antigénique au niveau de l a  110 Kd entre 

l a  microfilaire de D.  viteae e t  ce l le  de B. malayi 



Dans l a  d e r n i è r e  p a r t i e  de n o t r e  étude, 1  ' u t i l i s a t i o n  de s o u r i s  

Bal  b/C "nude", nous ai permis d ' ana l yse r  1  ' impor tance des ce11 u l e s  

T dans 1  a  réponse immune v i s - à - v i s  de 1  ' an t i gène  11 0 Kd. Nous avons 

cons ta té  que l a  réponse immune d i r i g é e  c o n t r e  c e t  an t igène  e s t  dépen- 

dante des ce1 l u l e s  T. 



INTRODUCTION 

Les f i  lar ioses  sont des maladies t rès  répandues dans les  ré- 

gions tropicales.  On estime à 300 millions l e  nombre de personnes 

a t te in tes .  Ce chiffre  explique à lui  seul l ' i n t é r ê t  porté à l ' é t u -  

de de ces affections. Ces parasites provoquent toute une sér ie  de 

manifestations cliniques dues à l a  réponse immune de l 'hô te .  Il s 'avè- 

re dcnc nécessaire de caractér iser  e t  d ' i so ler  l e s  antigènes impli- 

qués dans ces manifestations af in  de 1 es  u t i l i s e r  pour  

détecter 1 ' infection. 

11 a é t é  bien é tab l i  que la  surface des nématodes e s t  l a  c ible  

d'une variété de réponses immunes de 1 'hôte, qui peuvent provoquer 

la mort des larves in v i t ro  (Butterworth e t  al ., 1977; Mackenzie e t  - 
al . , 1977; Tanner e t  Weiss, 1978; Haque e t  a l . ,  1980). Pour cet te  rai-  - 
son, nous nous sommes intéress2s à 1 ' ident i f icat ion des antigènes de 

surface de l a  microfilaire de 8. malayi qui pourraient ê t r e  impliqués 

dans 1 'immunité contre l e  parasite o u  u t i l i s é s  dans l e  diagnostic de 

1 ' infection. L'analyse des antigènes parasitaires par l e s  sérums de 

mal ades ou les sérums d '  infection expérimentale e s t  rendue d i f f i c i l e  à 

cause des réactions croisées fréquentes entre di fférentes espèces f i l  a- 

riennes e t  d 'autres  nématodes. Nous avons u t i l i s é  pour ce t te  

analyse des anticorps iiionoclonaux anti-B. malayi . 
L ' immunopréci pi tation suivie d' une séparation en gel de polyacry- 

1 amide e s t  l a  méthode de choix pour 1 'analyse des antigènes nrotéiques 

qui peuvent ê t r e  radiomarqués en surface. 

Avant d'aborder 1 es résul ta ts  de notre étude sur ces antigènes, 



nous présenterons l e  cycle des f i  l a i r e s  humaines e t  résumerons les  

données acquises relat ives  au développement d ' u n  é t a t  d'immunité chez 

1 'hôte. 



GENERALITES 



1.1. Cycle évolutif  général des f i l a i r e s  e t  biologie 

du  parasi t e .  

Les f i la r ioses  sont un groupe de maladies causées par des 

nématodes de l a  famille des Filaroidea. Les f i l a i r e s  adultes vivent 

dans l e s  t issus ou les  cavités d ' u n  hôte vertébré. Les femelles 

matures produisent des embryons ou mi crofi  1 aires  ( L I  ) qui se trouvent 

dans 1 a circulation sanguine ou au niveau de la  peau. La transmission 

se  f a i t  par 1 ' in termédi ai re d '  un vecteur arthropode hématophaçe qui 

ingère l a  microfilaire lors  de son repas sanguin. Les microfilaires 

passent dans l a  cavité générale de ce vecteur o ù  e l l e s  subissent deux 

mues pour devenir des larves infestantes (Lq). Lorsque l e  vecteur se 

nourrit  du sang d '  un hôte vertébre ces 1 arves matures, s i  tuées dans 

les pièces buccales,lui sont transmises. Dans l 'hôte  approprié l e s  

larves infestantes se développent en f i l a i r e s  adultes dont l e  cycle 

évolutif  general e s t  montré dans l a  figure 1 .  

Dans cinq des -fi l a i res  humaines qui sont Wuchereria bancrofti , 

Brugia malayi , Brugia timori, Loa loa,  Dipetalonema perstans, 

Di petal onema strentocerca e t  l.1ansonella ozzardi , les  mi crofi l a i  res 

( l e r  stade larvaire  ( L I )  apparaissent dans la circulation. La 

microfi l a i r e  d' une sixièce f i l a i r e  h u ~ a i n e ,  Onchocerca vol v u  l u s ,  

ne nasse pas dans l a  circulation, mais migre dans les t issus 

sol:s-cutanés e t  dans l e  derme. 

Les vers adultes vivent dans les vaisseaux e t  les  ganglions 

lymphatiques. Les adultes d 'O.  volvulus e t  de L.  loa envahissent les  

t issus sous-cutanés . 
Quelques caractéristiques particul ières  dans l e  cycle e t  l a  

bioloqie des f i l a i r e s  doivent ê t r e  considerées. Il exis te  peu 
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d'informationssur la  voie de migration de la  larve infestante (L3) 

e t  du 4ème stade larvai re chez 1 ' homme. Probabl ement pl usieurs 

stades du cycle sont présents en même temps chez des individus qui 

habitent dans des zones endémiques. 

La présence d'une gaine autour des microfilaires de quelques ~ 
1 

l 

espèces fi lariennes e t  ses propriétés physiologiques e t  biochimiques ~ 
ont  suscité des questions jusqu'alors sans réponse. La gaine de l a  l 
microfilaire de Brugia pahangi réagi t  avec la  concanavaline A e t  

la "wheat germ agglutinin",  ce qui indique la  présence de N-acétyl-gluco- 

samine e t  de glucose ou de mannose à l a  surface du parasite.  

Le même hôte vecteur peut avoir simultanément des larves in- 

festantes de plusieurs espèces fi lariennes (Voel ker e t  Garms, 1972). 

D '  autre part  1 e nombre de mi crofi  1 ai res présentes dans 1 a ci rcul a t i  on 

sanguine ne correspond pas nécessairement au nombre de femelles adultes 

chez 1 ' hôte (Worms, 1972 ; Pacheco, 1974) e t  ne représente pas 1 e nombre 

total  de microfilaires produites par les  femelles (Beaver e t  a l . ,  1974 ; 

Denharn e t  a l . ,  1972b).I1 se peut que quelques rnicrofilaires soient 

présentes dans d 'au t res  organes (par exemple, l e  poumon, l e  fo i e ,  

l a  r a t e  ou l e  r e in ) ,  surtout dans l e  cas des infections sévères 

'(Grove e t  a l . ,  1979; Van Marck - e t  a l . ,  1983). Chez quelques espèces 

f i lar iennes,  on observe une fluctuation dans l e  nombre des microfi- 

la i res  présentes dans l a  circulation selon un rythme prévisible sur  

une période de 24 heures. Ce phénomène e s t  connu sur l e  nom de pério- 

dici t é  c i  rcadienne (Manson, 1888; Hawki n g ,  19675 Anderson e t  al . , 1975). 

Les facteurs responsables de ce t t e  périodicité sont probablement phy- 

siologiques; l e  relâchement de l  'hôte pendant l e  sommeil s e r a i t  res- 

ponsable de la  migration microfilarienne à la périphérie pendant la  

nui>t, nais cet te  explication ne s e r a i t  pas applicable dans l e  cas 

des f i l a i r e s  qui ne présentent pas de périodicité.  11 a é t é  avancé 



comme explication l a  possibi l i t é  d'une réponse des microfilaires 

à 1'0, ou au CO2. Manson (1888). a suggéré qu'une adaptation de l a  

mi crofi 1 a i r e  a 1 ieu suivant 1 es heures auxquel 1 es 1 e vecteur prend 

son repas sanguin. 

11 e s t  c l a i r  qu'une bonne connaissance de ces mécanismes 

biologiques parasi t a i r e s  e s t  indispensable pour mieux combattre les 

maladies causées par 1 es f i  1 ai res . 
Les f i la r ioses  sont des maladies chroniques qui ne 

m t t e n t  que rarement l a  vie du malade en danger., E n  cela,  e l l e s  se 

di s t i n y e n t  de certaines affections tropicales comme par exemple l e  

paludisme ou l a  maladie du  sommeil qui entraînent un taux de 

mortal i t é  élevé. 

De toutes l e s  .fi l a i res  , O .  volvul us e t  'Tes f i  l a i  res 

lymphatiques W .  bancrofti e t  Brugia sont les plus redoutables. 

O .  volvulus peut entrainer des lésions oculaires conduisant à l a  

cécité,  e t  les f i  lar ioses  lymphatiques peuvent présenter dans certains cas 

des manifestations cl iniques extrêmes d'él6phantiasis.  

Les f i la r ioses  répresentent un grave problème d u  f a i t  que 

1 a majorité des individus habitent, dans des conditions t rès  pauvres, 

dans Tes villages ruraux des pays en voie de développement où l e s  

conditions de santé sont reliées à une survie économique. 11 exis te  

donc des motivations humaines e t  économiques pour contrôler ces 

maladies. Cependant, peu de travaux o n t  é t é  effectués dans l'immu- 

nologie des f i la r ioses  car  e l l e s  ont une spéc i f ic i té  e t ro i t e  pour 

1 'espsce humaine e t  leurs cycles ëvolutifs ne peuvent ê t r e  maintenus 

sur des a n i ~ a u x  de laboratoire ; ceci e s t  l e  cas d 'O .  volvulus e t  de 

W .  bancrofti,  agents responsables des deux f i l a r ioses  humaines majeures. 

Les études doivent donc ê t r e  effectuées obl igatoi rement sur l e s  malades. 



Néanmoins, quelques t r avaux  o n t  é t é  r é a l i s é s  : Cross e t  a l .  

(1979) o n t  obtenu l a  ma tu ra t i on  e t  l a  p r o d u c t i o n  de m i c r o f i l a i r e s  de 
1 

W. b a n c r o f t i  chez des singes; Duke, (1959) a  u t i l i s é  auss i  des s inges pour  
i 

é t u d i e r  l a  Loase; Schacher, (1973, 1974) a  d é c r i t  85 cyc les  f i l a r i e n s ,  

n a t u r e l s  ou expér imentaux e t  sou1 i g n é  l e s  avantages présentés p a r  

l e s  cyc les  é t a b l i s  chez l e s  rongeurs,  l e s  chats ,  l e s  ch iens  e t  l e s  p e t i t s  

pr imates,  c e c i  b i e n  que l e  maniement de ces cyc les  s o i t  d é l i c a t  e t  

qu ' à  quelques excep t ions  près, aucun de ces modèles ne se rappro-  

che suff isamment de l a  f i l a r i o s e  humaine pou r  permet t re  une e x t r a p o l a -  

t i o n  d i r e c t e .  

Dans l e s  de rn iè res  années, p l u s i e u r s  t r avaux  o n t  é t é  e f f e c t u é s  

dans l e  domaine de l a  f i l a r i o s e  expér imenta le  des rongeurs. 

La découver te  d 'une remarquable s u s c e p t i b i l i t é  des Mérions à l ' i n -  

f e c t i o n  p a r  B. malay i  (Ash e t  R i l e y ,  1970 e t  Ash, 1973), a  permis 1 'ob-  

t e n t i o n  de f i l  a i r e s  humaines v i van tes  dans 1 e l a b o r a t o i r e .  

Les modèles expér imentaux qu i  o n t  é t é  é t u d i é s  dans ce t r a v a i l  

son t  ceux de l a  f i l a i r e  humaine B. ma lay i  e t  de l a  f i l a i r e  expér imenta le  

D i  petalonema v i t e a e  ( v o i r  c h a p i t r e  I I I , ,  paragraphes 3.2 e t  3.31. 

La grande s p é c i f i c i t é  de 1 ' h ô t e  v i s - à - v i s  des f i  l a i r e s  s ' ex -  

prime, p a r t i c u l i è r e m e n t  con t re  l a  l a r v e  i n f e s t a n t e  (L3)  (Townson e t  a l . ,  

1981; Ahmed, 1967; Haque e t  a1 ., 1981). Des hô tes  ver tébrés  qu i  mon- 
l 

t r e n t  une r é s i s t a n c e  v i s - à - v i s  des l a r v e s  (L j )  peuvent p a r  con t re  sup- 
! 

p o r t e r ,  au moins pendant quelques semaines, l e  t r a n s f e r t  de vers  



adultes et de microfilaires (Grove et al., 1979 ; Thompson et al., 

1979 ; Haque et al., 1980b). Nous avons établi ce type d'infestation 

chez le rat et la souris par D. vi teae et B. malayi pour 1 'étude de 

la réponse immunitaire vis-à-vis de la microfilaire et de 1 'adulte. 



L '  IMMUNITE AUX ANTIGENES FILARIENS 

2.1 , Réponse immune de 1 'hôte 

2.1 . l .  Larve infestante (L3) 

Dans 1 es f i  1 arioses , des études épi démiol ogiques en zones 

endémiques indiquent que tous les  individus sont exposés de l a  même 

façon à des infections par des f i l a i r e s ,  Bien que cer tains  individus 

présentent des symptomes aigus dus à l ' i n fec t ion ,  d 'autres ne montrent 

aucun signe clinique ou parasitologique. Les travaux de Denham e t  a l . ,  

(1972b) montrent que parmi une.popul<ation de chats ayant reçu des in- 

fections répétées de 50 larves infestantes de Brugia pahangi tous  les  

10 jours,  certains animaux sont capables à un moment donné d'éliminer 

la  microfi 1 a i r e  présente dans la  circulation. Ces résu l ta t s  suggèrent 

que des réinfections successives par des larves infestantes ( L 3 )  peu- 

vent conférer une immunité qui se t radui t  par l 'él imination de l a  mi- 

c rof i la i re  d u  torrent  c i rculatoire  e t  par une prévention à des infec- 

t ions ultérieures.  Néanmoins, i l  ex is te  peu d'évidence directe con- 

cernant 1 'immunité dirigée contre l a  larve infestante chez des hôtes 

susceptibles. En conséquence des hôtes naturellement résis tants  aux 

infections par différentes f i l a i r e s  ont é t é  u t i l  isés pour analyser 

la  réponse immune vis-à-vis de larves L3 (Vincent e t  a l . ,  1980 ; 

Suswillo e t  a l . ,  1980 ; Haque e t  a l . ,  1981). 

Les r a t s  peuvent ê t r e  infestés  par B .  pahangi mais l e  para- 

s i t e  se développe difficilement, e t  l a  microfilarémie ne s'observe 

pas dans toutes les  souches de rats  infectés (Weller, 1978; Sucharit 

e t  Mc Donald, 1973). Ceci suggère l ' in tervent ion de facteurs géné- 

tiques dans l e  développement de l ' i n fe s t a t ion  (Fox e t  Schacher, 1976). 



D ' a u t r e  p a r t ,  des r a t s  e t  des s o u r i s  dépourvus de thymus 

( "nude")  son t  s u s c e p t i b l e s  aux i n f e c t i o n s  p a r  des f i l a i r e s ,  ce q u i  

sou1 i gne 1  ' impor tance des ce1 1  u l e s  T dans 1  ' immunité c o n t r e  l e s  1  a rves  

L3. Les r a t s  dépourvus de thymus pe rme t t en t  l e  développement de l ' i n f e c -  

t i o n  p a r  D. v i  teae  (Haque e t  a l . ,  1981), e t  l a  r é s i  stance des s o u r i s  à 

l ' i n f e c t i o n  de B. pahangi e s t  p a r t i e l l e m e n t  dépendante du thymus 

( V i n c e n t  e t  a l . ,  1982 ; S u s w i l l o  e t  a l . ,  1980). L ' i n f e c t i o n  pa r  

B. pahangi e s t  p l u s  longue chez l e s  r a t s  "nude" que chez l e s  r a t s  nor -  

maux de l a  souche PVG chez l e s q u e l s  on observe une absence de m ic ro -  

f i l a r é m i e  ou de ve rs  a d u l t e s  assoc iée à l a  présence d ' I g E  ; c e c i  suggère 

l a  p o s s i b i l i t é  d ' u n  r ô l e  p r o t e c t e u r  des I gE  e t  1 ' i n t e r v e r k i o n  des lympho- 

c y t e s  T. 

Le r ô l e  des a n t i c o r p s  peut  ê t r e  é t u d i é  i n  v i v o  pa r  l e  t r a n s f e r t  

p a s s i f  d ' u n  immunsérum ou p a r  blocage de l a  synthèse d ' a n t i c o r p s  à 1  ' a i d e  

d ' u n  sérum an t i - p .  A i n s i ,  dans l e s  i n f e c t i o n s  pa r  Schistosoma mansoni, l e  

t r a n s f e r t  p a s s i f  d ' u n  immunsérum à des r a t s  de d i f f é r e n t e s  souches 

(Perez,  1974 ; Ph i1  l i p s  e t  a l . ,  1977) ou des i n j e c t i o n s  de sérum a n t i - -  

à des r a t s  nouveau-nés (Baz in  e t  a l . ,  1980) o n t  montré  que l e s  a n t i c o r p s  

j o u e n t  un r ô l e  fondamental dans l ' i m m u n i t é  c o n t r e  S. mansoni. De t e l l e s  

é tudes i n  v i v o  n ' o n t  pas é t é  e f f e c t u é e s  dans l e s  i n f e c t i o n s  f i l a r i e n n e s ,  

mais i n  v i t r o  des c u l t u r e s  de pa ras i  t e s  en présence d ' a n t i c o r p s  s e u l s  

ou d ' a n t i c o r p s  assoc iés  à d i f f é r e n t e s  popu la t i ons  c e l l u l a i r e s  o n t  m is  

en év idence  l e  r ô l e  des a n t i c o r p s  dans l ' i m m u n i t é  c o n t r e  l a  l a r v e  i n f e s -  

t a n t e  L3. Dans l e s  t r avaux  de Tanner e t  Weiss (1981b),  l e s  l a r v e s  L3 

de D. v i t e a e  son t  maintenues chez des mér ions sa ins  pendant 5 j o u r s ,  



avant  d ' ê t r e  incubées i n  v i t r o  en présence du sérum normal ou d ' u n  

immunsérum. Toutes l e s  l a r v e s  c u l t i v é e s  en présence de 1  ' immunsérum 

meurent sans changer de stade. Par  con t re ,  50 % des l a r v e s  c u l t i v é e s  

en présence d ' u n  sérum normal sub issen t  une mue e t  seulement 16 % 

d ' e n t r e  e l l e s  meurent. L'immunsérum d e v i e n t  i n e f f i c a c e  après chauf fage 

à 56°C pendant une demi-heure, i n d i q u a n t  que l e s  a n t i c o r p s  imp l i qués  

d i r i g é s  con t re  l a  su r f ace  de l a  l a r v e  i n f e s t a n t e  s e r a i e n t  de type  IgM 

ou IgE ; il n ' e s t  pas p o s s i b l e  d ' e x c l u r e  l e  r ô l e  du complément dans l a  

r é a c t i o n .  Haque e t  a l .  (1982) observent  que l a  d e s t r u c t i o n  des l a r v e s  

L3 de D. v i  teae p a r  des ce1 l u l e s  (p r i nc i pa lemen t  des éos inoph i l es ,  mais 

auss i  des macrophages) e s t  dépendante du complément. Johnson e t  a l .  

(1981) montrent  que des g ranu locy tes  de f é l i n  peuvent adhérer  à l a  

1  a rve  i n f e s t a n t e  de B. pahangi en présence d ' a n t i c o r p s  d i  r i  gés c o n t r e  

l a  l a r v e  L3 ; c e t t e  adhérence n ' e s t  pas a l t é r é e  p a r  une i n a c t i v a t i o n  

p r é a l a b l e  du sérum. H igash i  e t  Choudhury ' ( l970)  o n t  observé une adhésion 

s é l e c t i v e  des éos inoph i l es  v i s - à - v i s  des l a r v e s  i n f e s t a n t e s  de W. ban- 

c r o f t i , e n  présence d ' a n t i c o r p s  a n t i - l a r v e  L3, contenus dans l e  sérum de 

p a t i e n t s  i n f e s t é s  avec W. b a n c r o f t i .  D ' au t res  t r avaux  mont ren t  l a  des- 

t r u c t i o n  des l a r v e s  L3 de B. malay i ,  i n  v i t r o ,  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  des 

ce1 1  u l e s  e t  des a n t i c o r p s  (Sim e t  a l  . , 1982). Les a n t i c o r p s  imp l iqués  

dans c e t t e  l y s e  i n  v i t r o  e t  présents  dans l e  sérum de p a t i e n t s  ayant  



u n  éléphantiasis e t  une éosinophi 1 i e  pulmonaire tropicale,  ainsi que 

dans l e  sérum de patients ayant u n  éléphantiasis e t  une éosinophilie 

pul~onai re  tropicale,  ainsi  que dans l e  sérum de patients amicrofi- 

larémiques, seraient de type IgG. Des anticorps dirigés contre l a  

larve infestante d'O. volvulus sont présents dans les  sérums d ' indi-  

vidus vivant en zones endémiques (Mackenzie, 1980). 

2.1.2. Microfilaire 

La réponse immunitaire dirigée contre l a  microfi 1 a i r e ,  

cible principale contre 1 aquel 1 e 1 ' hôte vertébré peut di r i  ger 1 a 

réponse immunologique, e s t  probablement l ' aspec t  l e  plus étudié des 

f i la r ioses .  

Dans l e  domaine de la  f i  lar iose expérimentale, plusieurs 

travaux montrent l e  développement d'une immunité acquise contre l a  

microfi l a i  re présente dans 1 a circulation sanguine. Duke (1960) u t i -  

l i s an t  des singes pour étudier l a  loase, Ramakrishnan e t  a l .  (1962) 

avec des ra t s  albinos infectés par L.  car ini i  , Haque e t  a l .  (1978a) 

avec des hamsters infectés par D. vi teae e t  Worms ( 1  972) avec des 

chiens infectés par différentes especes de Di rofi  1 aria, ont observé que 

les vers adultes, trouvés à 1 'autopsie quand l a  microfilarémie avai t  

disparu de l a  circulation (infection latente ou occul t e ) ,  é ta ient  ca- 

pables de produire à nouveau des microfil a i res  quand i l s  é taient  trans- 

férés chez des hôtes sains. 



Différents auteurs o n t  observé une corrélation entre la  dis- 

pari t i  on de 1 a microfi 1 arémie e t  1 ' apparition d'anti corps, aussi 

bien dans l e  cas des f i l a r ioses  humai nes qu' expérimental es (Ponnudurai 

e t  a l . ,  1974; Weiss, 1978; Wong e t  Guest, 1969; Grove e t  Davis, 

1978). C'est ainsi  que l e  t ransfer t  répété d ' u n  sérum contenant des 

anti  corps anti -mi crofi  1 ai res, réduit considérablement 1 e nombre de mi - 
c ro f i l a i r e s  chez des chiens infectés avec D. immitis ou B. pahangi 

(Wong, 1964 ) . De même, 1 e t ransfer t  du sérum de hamsters ayant une 

infection la tente  e t  un stade précoce de l a  microfilarémie, supprime 

les parasi tes  en circulation chez 1 es hamsters receveurs (Haque e t  a l . ,  

1978a). Par contre, l e  t ransfer t  du sérum de hamsters au moment du pic 

de la  microfilarémie é t a i t  moins éfficace.  Le t ransfer t  passif de sé- 

rums de souri s i mmuni sées avec des extrai  t s  sol ubl es de mi crofi 1 ai res 

de B. nalayi, a conféré une résistance (entre  77 e t  100 %) aux rece- 

veurs sains vi s-à-vi s des mi crofi l a i  res (Kazura e t  Davis , 1982). 

Les anticorps peuvent ag i r  en coopération avec des cel lules  

dans 1 'adhérence e t  l a  destruction des microfilaires in vivo. Les 

microfil a i res  de D .  vi teae ,implantées chez des hamsters dans des 

chambres "mi cropore" sont tuées après 24 h chez ?es animaux ami cro- 

f i  larémiques mais restent vivantes chez les hamsters sains. Par 

contre,chez les  hamsters microfilarémiques on observe une nortal i -  

t é  pa r t i e l l e  (Weiss e t  Tanner, 1 9 7 9 ) .  Les cellules impliquées dans 

1 ' adhérence sont principalement des neutrophi les e t  quelques éosi-  

nophi les  (Rudin, 1980). Une adhérence de ces ce11 ules e t  la destruc- 

tion des microfilai res chez les  animaux sains en présence s o i t  de 

sérum de hamsters amicrofilarémiques, s o i t  de la fraction 19s de ce 

sérum ,ont é t é  cons ta tées .  Ceci suggère la participation des anticorps 

de type IgM chez des hamsters infectés par D. viteae. Des hamsters dé- 
1 

i pourvus de thymus, sont capables de contrôler la  microfilarémie e t  de pro- , 



duire des IgM. La production de ces immunoglobulines e s t  généralement 

indépendante des cel lules  T (Weiss, 1978). Le contrôle e t  la  sunpression 

de la  microfilarémie dans les  infections par D .  viteae ne sont pas tou- 

jours indépendants des cel lules  T. Chez des souris consanguines 

Balb/c "nude " infectées,  l e  contrôle de la  microfilarémie e s t  dé- 

pendant des cel lules  T ; par contre, la  destruction de la  micro- 

f i  1 ai re chez 1 es souri s  non consanguines "nude "es t  indépendante des 

ce l lu les  T (Haque e t  a l .  ,1980b). Thomson e t  a l .  (1979) ont étudié 

l 'él imination de la  microfilarémie de D .  viteae chez des souris 

ayant reçu des vers femelles par voie sous-cutanée. L'évolution de 

l a  microfilarémie chez des souris C B A / H  normales e t  CBA/N consan- 

guines e s t  différente ; les  animaux de la  souche CBA/N ne répondent 

pas à certains antigènes indépendants d u  thymus e t  on peut noter 

une diminution du taux des IgM e t  des IgG3. D'autre part ,  l ' i nca -  

pacité de ces animaux à éliminer l e s  larves L I  e s t  en corrélation 

avec l'absence d'anticorps IgM e t  suggère l a  participation de ces 

immunoglobul ines dans 1 a disparit ion de 1 a microfi larémie. 

La réponse immune de 1 ' hôte vis-à-vis de l a  microfi 1 ai re dans les  

infections par D .  viteae chez des r a t s  e s t  différente de ce l le  des. sou- 

r i s .  La destruction de la  microfilaire se f a i t  principalement par les  IgE 

d o n t  l a  production e s t  dépendante des cellules T (Haque e t  a l . ,  1981). 

Des études d'imrnunoadsorption o n t  ident i f ié  des IgE dans du sérum 

de r a t s  amicrofilarémiques après une deuxième transplantation. E n  

présence de ce sérum, l e s  auteurs constataient l'adhérence des 

macrophages de r a t s  sains aux microfilai res in vi t ro e t  la  mort 

de 90 % des parasites après 16 à 24 heures de culture. Cette destruc- 

tion de la  microfilaire semble ê t r e  spécifique d u  stade évolutif  

parasi ta ire .  Une réponse simi 1 ai r e ,  fa isant  interveni r  des IgE e t  



des macrophages,a é t é  observée dans les  infections par L. ca r in i i  

chez des rats  (Mehta e t  a l . ,  1980). Dans l e s  infections par 

D. vi teae chez des r a t s ,  des neutrophiles en présence des IgE,  des 

IgG e t  du  ~omplément~peuvent tuer la  microfilaire in vi t ro,  mais 

l 'absence d'un de ces facteurs sériques permet la survie du parasite 

(Noël e t  a l . ,  1984). 

De nombreux auteurs ont montré que les  microfilaires de 

plusieurs espèces sont tuées in vi t ro par des réactions faisant 

intervenir des anticorps e t  des cellules,mais les cel lules  e t  l e s  

anticorps impliqués sont de types différents .  Ainsi, Johnson e t  a l . ,  

(1981) observent 1 ' adhérence e t  1 a destruction de 1 a mi crofi 1 ai re 

de B. pahangi par des éosinophiles de f é l i n ,  en présence des IgG. 

Les travaux de El Sadu e t  a l .  (1983) montrent la destruction de l a  

microfilaire de D .  immitis par des neutrophiles en présence des IgM. 

Pour B. malayi, Aiyar e t  a l .  (1982) observent principalement des neu- 

trophiles mais aussi des éosinophiles qui adhèrent e t  détruisent l e s  

microfilaires en présence des IgG. Mehta e t  a l .  (1981) obtiennent 

1 'adhérence e t  l a  destruction de la larve L i  de W .  bancrofti par des 

neutrophiles, en présence des IgG dirigées contre l a  gaine de l a  

microfilaire.  Enfin, Greene e t  a l .  (1981) montrent la  destruction de 

la  microfilaire d'O. volvulus par des éosinophiles mais aussi des 

neutrophiles, en présence des IgG. 

2.2. Immunisation par différentes sources d '  antiqènes 

Des in3ections avec des antigènes somatiques provoquent 

une réponse humorale mais ce t te  réponse n ' e s t  pas toujours suivie 

d'une augmentation de la  résistance à 1 ' infection (S to l l ,  1961 ; 

Si 1 verman, 1970). Une sér ie  d '  injections d '  homogénat de vers 



a d u l t e s  de D i r o f i l a r i a  immi t i s  à des ch iens  ne r e d u i t  pas l e  nombre 

de vers  adu l t es  (Feng, 1937). D ' a u t r e s  essa i s  d ' i r m u n i s a t i o n  p a r  des 

e x t r a i t s  de vers  adu l t es  ne con fè ren t  pas une p r o t e c t i o n  app réc iab le  

(Murata, 1939 ; Krishnaswami e t  Pattanayak, 1959). Par con t re ,  des 

t r avaux  i n d i q u e n t  l a  p o s s i b i l i t é  de c o n f é r e r  une immunité pa r  des 

i n j e c t i o n s  d'homogénat de vers adu l tes .  Des hamsters recevan t  des ex- 

t r a i t s  de vers  feme l les  g rav ides  de D. v i t e a e  s o n t  capables de r é d u i r e  

s i g n i f i c a t i v e m e n t  l e  nombre de vers  a d u l t e s  e t  de m i c r o f i  l a i  r e s  

é t a b l i e s  l o r s  d '  une r é i n f e c t i o n  (Haque e t  a l . ,  1978a). Dans 

une a u t r e  étude (Mehta e t  a l . ,  1981), 1  ' immuni s a t i o n  de r a t s  a l b i n o s  en 

présence d ' a d j u v a n t  complet de Freund, avec des m i c r o f i l a i r e s  ou des 

1  arves i n f e s t a n t e s  de L. c a r i n i  i , soumi ses aux u l t r asons ,  r é d u i t  1  a  

s u r v i e  des vers  adu l t es  de 12 % à 1 %, e t  l e s  m i c r o f i l a i  r e s  ne son t  pas 

dé tec tab les .  L'homogénat provenant de vers  a d u l t e s  e t  q u i  ne c o n t i e n t  

pas de m i c r o f i l a i r e s  n ' e s t  pas e f f i c a c e .  Ces r é s u l t a t s  e t  d ' a u t r e s  

t r avaux  mont ren t  que l e s  e f f e t s  de l ' i n j e c t i o n  d ' an t i gènes  somatiques 

dependent de l a  q u a l i t é  de l a  p r é p a r a t i o n  mais auss i  du mode d'immu- 

n i s a t i o n .  Par exenplel, chez des hamsters qu i  r e ç o i v e n t  deux i n j e c t i o n s  

d ' u n  homogénat de 25000 rn i c ro , f i l a i  r e s  f r a î ches ,  aux j o u r s  40 e t  45 après 

une i n j e c t i o n  de l a r v e s  i n f e s t a n t e s ,  on observe une réduc t i on  du nombre 

de m i c r o f i l a i r e s  pa r  r a p p o r t  aux témoins. Par con t re ,  des hamsters 

recevan t  s i x  i n j e c t i o n s  d'homogénat de 500 m i c r o f i l a r i e s  tous  l e s  4 

j o u r s ,  p résen ten t  dès l e  25ème j o u r  après l a  d e r n i è r e  i n j e c t i o n  une 

augmentation de l a  m i c r o f i l a r é m i e .  La m i c r o f i l a r é m i e  a  p e r s i s t é  p l u s  

longtemps chez ces animaux que chez l e s  témoins e t  l e  t r a i t e m e n t  n ' a  pas 

eu d ' e f f e t  su r  l e  nombre de vers a d u l t e s  (Haque e t  a l . ,  1978a). 



Des vaccins produits à par t i r  de larves L3 i rradiées  stimulent 

faiblement la  réponse immune de l ' h ô t e  contre les  infections par des 
l 

f i l a i r e s  e t  i l s  ne confèrent pas une protection immune appréciable. 

Des injections par des larves L3 i rradiées  de Brugia mal ayi à des 
l 

singes rhésus e t  à des chats n 'ont pas donné une réponse immune 

protectrice e t  l e s  femelles ne sont pas devenues s t é r i l e s  
l 
l 

I 
(Ramachandran, 1970 ; 1975). Par contre, s i  1 es 1 arves reçoivent 

une dose élevée d ' i r rad ia t ion ,  e l l e s  peuvent conférer une certaine 

immunité lors  d'une réinfectibn. L'injection de larves infestantes 

i r radiées  de L. carini i  à des r a t s  albinos a des e f f e t s  marqués sur 

les  adultes e t  sur l a  microfilarémie. La dose d ' i r rad ia t ion  é t a i t  I 

importante e t  une résistance efficace e s t  observée à une dose de 40 

Krad (Rao, 1977). Des résu l ta t s  semblables ont é t é  observés lo r s  des 

injections de larves L3 de B. malayi chez des singes, des chats e t  

des chiens avec Brugia ~ a h a n q i  e t  des chiens avec Dirofilaria immitis 

(Denham, 1980). 

2.3. Mécanismes d'évasion du parasi te  à la réponse immune de l ' h ô t e  

Malgré l a  diversi té  des mécanismes de défense mis en oeuvre 

par l e  système immunologique de l ' hô te ,  les f i l a i r e s  ont la capacité 

de survivre t r è s  longtemps chez leurs hôtes vertébrés. Nous pouvons 

supposer que les  f i l a i r e s  ont,  so i t  l a  possibi l i té  d'esquiver l e s  

mécanismes de défense mis en jeu par leurs hôtes, so i t  qu 'e l les  

s'adaptent à ce t t e  réponse immunitaire. Ces mécanismes d'évasion 

pourraient expliquer la  survie d u  parasi te ,  l a  pérennité de l ' i n fec -  

tion e t  donc de sa transmission. 



Le phénomène de variation ant igéniq~e~observé  chez certains 

protozoaires,ne se présenterait pas dans l e  cas des helminthes. 

Néanmoins, par l ' u t i l i s a t i o n  d'un marqueur enzymatique, l a  

phosphatase acide, des différences antigéniques ont é t é  observées entre 

des vers adultes d'onchocerca volvulus provenant de souches fores- 

t i è r e s  e t  ce1 l e s  provenant de savane au Cameroun. Les f i  l a i  res adultes 

provenant de souches de savane possèdent un antigène qui e s t  absent 

sur l e s  vers adultes des souches forest ières  (Bryceson e t  a l . ,  1976). 

E n  uti  1 isant la  même technique, Brun-blunzinger e t  Southgate (1977), 

Yarzabal e t  a l .  (1983) o n t  observé des souches différentes de micro- 

f i l a i r e s  d'O. volvulus ; 5 types de réparti t ion de 1 ' a c t iv i t é  enzy- 

matique ont p u  ainsi  ê t r e  répertoriés. D'autres auteurs o n t  indiqué 

des différences au niveau des microfilaires d'O. volvulus : formes 

"large" e t  "pet i te"  , l es  deux formes pouvant ê t r e  présentes en 

même temps chez u n  même patient (Watson, 1960 ; De Buen, 1971). 

L 'ac t iv i té  thérapeutique de la diéthyl carbamazine ( D E C )  dans les  

infections f i lar iennes s ' e f fec tue ,  en part ie ,  par l ' intermédiaire 

des anticorps an t i - f i la r iens  ; l 'exis tence d'un nombre réduit de 

mi crofi 1 ai res après t r a i  tement par 1 e D E C ,  suggère 1 a présence 

d ' une popul a t i  on mi crof i 1 arémi que hétérogène du  poi n t  de vue ant i - 
génique chez l e  même hôte (Kobajaski e t  a l . ,  1969 ; Piessens e t  

Beldekas, 1979). 

Un des mécanismes possibles d'évasion d u  parasite à la réponse 

immune pourrait s ' e f fec tuer  par 1 'adsorption non spécifique d'antigènes 

de groupes sanguins ou d 'autres  antigènes de l ' hô te ,  mais aucune preuve 

di recte ne vient argumenter cet te  hypothèse. L' uti 1 i  sation de techniques 

de fluorescence a permis d'observer que des antigènes spécifiques des 



groupes sanguins A e t  B pouvaient s'adsorber sur la gaine de la micro- 

f i l a i r e  de L. loa e t  W .  bancrofti ; ce t te  adsorption e s t  réversible par 

incubation in vi t ro avec l e  sérum d ' u n  groupe sanguin différent  

(Ridley e t  Hedge, 1977). 

Des facteurs sériques de 1 ' hôte ont é t é  observés à 1 a sur- 

face de la  microfilaire de L. ca r in i i  (Court e t  Storey, 1981). De 

l'albumine sérique de l ' hô te  e s t  adsorbée par la  microfilaire 

d'O. gibsoni (Mitchell e t  a l . ,  1982 ; Forsyth e t  a l . ,  1982), de 

W .  bancrofti (Maizels e t  a l . ,  138411 e t  de L. car ini i  (Philipp e t  a l . ,  

1984). Malgré ces observations, i l  n 'y  a pas d'évidence sur l e  f a i t  

que ces molécules adsorbées à l a  surface du parasite vont a l té rer  la  

réponse immune de l 'hô te .  

Le parasite pourrait l ibérer  des substances qui auraient u n  

e f f e t  régulateur sur la  réponse immune. Le surnageant de culture des 

vers mâles provoque une augmentation de l a  microfilarémie chez l e s  

hamsters lorsqu ' i l  e s t  administré avant une infection par des larves 

L3 (Haque e t  a l . ,  1978). La fraction dialysable de l ' incubat  de vers mâles 

adultes de D. viteae a un e f f e t  inhibiteur sur l a  dégranulation des 

mastocytes (Haque e t  a l . ,  1983); démontré par u n  t e s t  de PCA 

(Anaphyl axie Cutanée Passive) . 
Di fférents travaux montrent une al tération de l a  réponse immu- 

nologique dans les  f i la r ioses .  Une immunodépression généralisée a é t é  

observée chez des hamsters e t  des gerbi l les  infectés par D .  vi teae 

(D'Alesandro e t  Klei, 1976) .  Chez des malades infectés chroniquement 

par W. bancrofti, i l  se  produit également une immunodépression avec une : 



diminution de l a  réponse immuni t a i r e  humorale e t  ce l lu la i re ,  vis-à-vis 

d'antigènes n o n  f i l a r i ens  (Grove e t  Forbes, 1979). Par contre, l e s  

résu l ta t s  obtenus par différents auteurs dans les  infections humaines 

e t  dans l e  domaine de la  f i l a r iose  expérimentale suggerent un é t a t  

d '  immunodépression spécifique dans les  infections par des f i l a i r e s .  

Ainsi, 1 es travaux de Ottesen e t  a l . ,  (1 977) sur des mal ades infectés 

par des f i  l a i  res lymphatiques, ceux de Bart le t t  e t  a l .  (1978) sur des mal ades 

infectés par 0. vol vu1 us, ceux de Portaro e t  a l .  (1976) chez des 

gerbi 1 l es  infectées avec B. pahangi , ceux de Weiss (1978) chez des 

hamsters infectés avec D. viteae e t  enfin ceux de Haque e t  a l .  (1981) 

chez des souris infectées par D. viteae,  montrent que les  individus 

ou les  animaux infectés ,  présentant une microfilarémie, répondent 

faiblement ou pas du t o u t  vis-à-vis des antigènes f i l a r i ens  ; par 

contre, l a  réponse à d'autres  antigènes ou à des mitogènes e s t  normale. , 

2 .4 .  Antiqènesparasitaires 1 
1 

En ce qui concerne l ' in te rac t ion  hôte-parasite, plusieurs ar-  

t i c l e s  o n t  indiqué 1 ' e f f i cac i t é  du  système immunitaire de 1 ' hôte 

vis-à-vis des nématodes parasites (Ogilvie e t  Love, 1974 ; Wakeline, 

1978 ; Ogilvie, 1979 ; Maizels e t  a l . ,  1982), mais l e  ou les  méca- 

ni sme(s) d 'action impl iqué(s)  restai  ( e n ) t  à 61 ucider. A u  cours des 

dernières années, e t  à par t i r  d'une observation f a i t e  par Butterworth 

e t  a l .  (1975) sur la  destruction des schistosomes, i l  a également é té  

possible d 'obtenir  l a  destruction des larves nouvellement pondues de 

Tri chine1 1 a spi ral  i  s  in vi t r o ,  en présence d '  anticorps, de compl ément 

e t  de leucocytes (Kazura e t  Grove, 1978 ; Mackenzie e t  a l . ,  1978). 



C'est a insi  que, pour l a  première f o i s ,  é t a i t  démontrée l 'exis tence 

de mécanismes effecteurs ce l lu la i res  dépendant d'anticorps a c t i f s  

in vitro sur des nématodes. Les anticorps responsables de l'adhé- 

rence des cel lules  au parasite ont pu ê t r e  éliminés en les  incubant 

avec des parasites vivants, confirmant ainsi indirectement que des 

anticorps spécifiques dirigés contre des antigènes de surface jouent 

u n  rôle fondamental dans la  destruction de nématodes parasites 

in vitro. D'autre par t ,  ces études ont montré qu'en surface se 

trouvent des antigènes t r è s  importants, responsables de l ' ac t iva t ion  

des mécanismes effecteurs q u i  provoquent la mort d u  parasi te .  

Les parasites f i l a r i ens  sont aussi susceptibles d ' ê t r e  dé t ru i t s  

in vitro par des ce l lu les  faisant  intervenir des anticorps, au moins 

en ce qui concerne l a  microfilaire ; ces mécanismes pourraient cons- 

t i t u e r  u n  modèle général dans l 'él imination des nématodes parasites 

(Ogil vie e t  a l . ,  1980 ; Haque e t  Capron, 1984). 

Ces études ont permis de mettre en valeur l'importance de la  

surface des nématodes dans l 'él imination de ces parasites par l ' hô te ,  

e t  c ' e s t  ainsi  que les premiers travaux concernant l ' i den t i f i ca t ion  des 

antigènes impliqués dans l a  reconnaissance de ces parasites ont é t é  

effectués. Les travaux réal isés  par Parkhouse e t  a l . ,  (1981 ) sur  

des larves de Trichine11 a spiral  i s  après iodination de 'sa surface par 

l a  méthode de la c h l o r a ~ i n e  T (Hunter e t  Greenwood, 1962) , e t  par l e  

réact i f  de Bolton-Hunter, ont montré que la  surface de nématodes vi- 

vants peut ê t r e  marquée sans avoir d 'e f fe t  sur la v iab i l i té  des pa- 

ras i tes  e t  que les  molécules radioactives peuvent ê t r e  



s o l  u b i  1  i sées e t  immunopréci p i  t é e s  pa r  des a n t i  corps. Ces études, a i n s i  

que c e l l e s  r é a l i s é e s  pa r  Ma ize ls  e t  a l .  (1983a) avec N ippos t rongy lus  

b r a s i  1  i ens i  s, mont ren t  qu ' un r é p e r t o i  r e  an t i gén ique  1  i m i  t é  e s t  e x p r i  - 
mé à l a  su r f ace  de ces nématodes p a r a s i t e s .  Un cas extrême de ce r é -  

p e r t o i  r e  a n t i  géni  que 1  i m i  t é  e s t  i 1 1  u s t r é  p a r  1  a  f i  1  a i  r e  L i  tomosoi des 

c a r i n i i .  L ' immunop réc ip i t a t i on  des an t igènes  de sur face,  après marquage 

à 1  '1z51 s u i v i e  d 'une  analyse en ge l  de polyacrylamide-SDS, a  permis  

d ' i d e n t i f i e r  un an t igène  majeur de 55000 d a l t o n s  à l a  su r f ace  des 

a d u l t e s  e t  de l a  l a r v e  L3 (Phi1 i p p  e t  a l . ,  1984). Des r é a c t i o n s  c ro i sées  

o n t  é t é  observées e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  s tades de L. c a r i n i i .  B ien  que des 

an t igènes  s p é c i f i q u e s  de stade a i e n t  é t é  m is  en évidence p a r  immunofluo- 

rescence dans l e s  t r o i s  stades de D. v i  teae  (Weiss e t  Tanner, 1981 ; 

Gaschong e t  a l . ,  1982), d ' a u t r e s  études i n d i q u e n t  une grande f réquence de 

r é a c t i o n s  c ro i sées  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  stades e t  espèces de p a r a s i t e s  f i -  

l a r i e n s .  A i n s i ,  l e s  t r avaux  de Ma ize ls  e t  a l .  (1983) o n t  montré des réac- 

t i o n s  c ro i sées  e n t r e  l e s  t r o i s  s tades é v o l u t i f s  des membres du genre 

Brugia.  Les sérums d ' i n f e c t i o n  de s o u r i s  c o n t r e  un s tade é v o l u t i f  ou une 

espèce o n t  des a n t i c o r p s  qu i  reconna issen t  l e s  ant igènes de s u r f a c e  des 

au t res  s tades e t  espèces. Les an t igènes  de sur face  d ' a d u l t e s  de B. malay i  , 

B. t i m o r i  e t  B. pahangi son t  t r è s  homologues, a i n s i  que l e s  an t igènes  de 

sur face  de l a  l a r v e  i n f e s t a n t e  L3 des t r o i s  espèces e t  l a  m i c r o f i  l a i r e  de 

B. ma lay i  e t  B. pahangi. Ces ant igènes de sur face,  p résen tan t  des r é a c t i o n s  

c ro isées ,  d e v r a i e n t  rendre  d i f f i c i l e  l a  mise au p o i n t  d ' u n  t e s t  d'immuno- 

d i a g n o s t i c  spéc i f i que .  Fo rsy th  e t  a l .  (1981) o n t  u t i l i s é  l a  f i l a i r e  bo- 

v i ne  O. g i bson i  pour  développer un t e s t  d ' immunodiagnost ic.  Ces au teu rs  

o n t  pensé que s i  c e r t a i n s  des an t igènes  de sur face  de l a  m i c r o f i l a i r e  



de ce p a r a s i t e  é t a i e n t  spéc i f iques  d e - s t a d e  e n t r e  l e s  membres du 

genre Onchocerca, ce t e s t  p o u r r a i t  ê t r e  u t i l i s é  pour  d é t e c t e r  des 

i n f e c t i o n s  récentes ou chroniques. I l s  o n t  observé que 8 des an t igènes  

majeurs marqués à l a  sur face  de l a  l a r v e  L 1  é t a i e n t  p r é c i  p i  t é s  p a r  l e s  

a n t i c o r p s  p résen ts  dans l e  sérum de p a t i e n t s  i n f e c t é s  avec O. v o l v u l u s  

e t  W .  b a n c r o f t i .  L ' ana l yse  p l u s  d é t a i l l é e  des ant igènes de su r f ace  de 

l a  m i c r o f i  l a i  r e  d'O. g i  bsoni  p a r  é lec t rophorèse  b id imensionnel  l e  a  

t o u j o u r s  montré des r é a c t i o n s  c ro i sées  au n iveau des ant igènes de 

sur face.  

De nouve l les  p o s s i b i l i t é s  dans l a  d é t e c t i o n  des an t igènes  

s p é c i f i q u e s  sont  o f f e r t e s  pa r  l ' u t i l i s a t i o n  d ' a n t i c o r p s  monoclonaux. 

A i n s i ,  Canlas e t  Piessens (1984) on pu m e t t r e  en évidence des an t igènes  

s p é c i f i q u e s  de stade de B. malay i  p a r  1  ' u t i l i s a t i o n  d ' a n t i c o r p s  monoclo- 

naux, quelques uns de ces a n t i c o r p s  monoclonaux reconnaissent  des an- 

t i gènes  spéc i f i ques  de chacun des t r o i s  s tades de B. ma lay i .  Par  

con t re ,  c e r t a i n s  a n t i c o r p s  monoclonaux reconna issen t  des an t igènes  

communs à l a  f i l a i r e  D. immi t i s ,  au nématode T. s p i r a l i s  e t  au trématode 

S. mansoni. 

Le d i a g n o s t i c  des i n f e c t i o n s  f i  1  a r iennes  dépend encore en 

grande p a r t i e  de l a  d é t e c t i o n  des p a r a s i t e s ,  p r i nc i pa lemen t  de l a  

m i c r o f i l a i r e  au n iveau  de l a  peau (malades onchocerquiens) ou dans l a  

c i r c u l a t i o n  sanguine ( i n f e c t i o n s  p a r  B. ma lay i  e t  W. b a n c r o f t i ) .  Un 

d i a g n o s t i c  p a r a s i t o l o g i q u e  n ' e s t  pas t o u j o u r s  adéquat é t a n t  donné l e s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  des i n f e c t i o n s  f i l a r i e n n e s .  Par exemple, l e s  i n f e c t i o n s  

p répa ten tes  ou c e l l e s  ne p résen tan t  pas de signes c l i n i q u e s  ne se ron t  pas 

détectées.  D 'au t re  p a r t ,  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  e n t r e  l e s  m a n i f e s t a t i o n s  



cliniques des malades en zones endémiques e s t  importante pour l e  1 
1 

traitement de la maladie, d'où l ' i n t é r ê t  de disposer de t e s t s  de 

diagnostic spécifiques. I l  faudra donc aussi avoir recours à des 

antigènes spécifiques d'espèce ou de stade. 

Les tes t s  de diagnostic sont basés sur la  détection des ant i -  1 

l 

corps dans l e  sérum des malades par 1 ' u t i l i s a t ion  de différentes sour- I 

ces d'antigènes. Ces antigènes sont généralement obtenus à par t i r  de cou- ~ 
pes à congélation de vers adultes (Ambroise-Thomas e t  al ., 1974) pour 

des tests d '  immunofluorescence indi recte, ou . à  parti  r  des ex t r a i t s  de f i  - 
1 a i res  animales (Capron e t  al . , 1968; Kagan e t  Norman, 1974; Ambroise- 

Thomas, 1980) pour des. t e s t s  d l  hémaggl utination (Rose e t  al . , 1966) ou 

de fixation de complément (Hedge e t  Ridley, 1977). 11 faut  souligner 

que l e  t e s t  d'immunoélectrophorèse offre  plus d'exactitude dans l e  
1 

diagncstic de 1 ' infect ion,  même s i  des ex t ra i t s  de vers adultes de 
I 

D.  viteae sont u t i l i s é s  ; l a  position de 1 ' a rc  majeur de précipitation 

varie en fonction du type de f i l a r iose  concernée (Capron e t  a l . ,  1968). 

1 

Les méthodes u t i l i s ées  pour la  préparation des ex t r a i t s  an t i -  : 
géniques sont souvent drastiques, pouvant provoquer une dénaturation ou l 

l 

u n  réarrangement au ni veau des mol écu1 es réactives spéci f i  ques. La I 
1 

présence de molécules de l 'hô te  associées aux parasites représente l 

aussi une d i f f i cu l t é  dans la  purification du matériel antigénique ; 

e l l e s  ont é té  observées dans des ex t ra i t s  antigéniques de vers i 

adultes d'O. vol v u 1  us (Capron e t  a l .  , 1968 ; Marcoull i  s  e t  Grasbeck, 

1976). D'autre part ,  se pose l e  problème de la spéc i f ic i té  des t e s t s ,  

é tant  donné qu' i  1 exis te  une parenté antigénique, d '  une part entre les  

f i l a i r e s ,  e t  d 'autre  part entre l e s  f i l a i r e s  e t  d 'autres  nématodes. 



Il a  é t é  observé que l e s  p r o d u i t s  d ' e x c r é t i o n  e t  de s é c r é t i o n  

(ES) de paras i  t e s  peuvent o f f r i r  des p o s s i b i l i t é s  pour l a  d é t e c t i o n  des 

i n f e c t i o n s  f i  1  ar iennes.  A i n s i ,  ces ant igènes (ES) se son t  r évé lés  t r è s  

s p é c i f i q u e s  dans l e  d i a g n o s t i c  des i n f e c t i o n s  p a r  Toxocara can is  

(De Savigny e t  T izzard ,  1977). Par con t re ,  l e s  p r o d u i t s  d ' e x c r é t i o n  

e t  de s é c r é t i o n  de l a  m i c r o f i l a i r e  d'O. v o l v u l u s  montrent  des r é a c t i o n s  

c ro i sées  v i s - à - v i s  des a n t i c o r p s  p résen ts  dans l e  sérum de p a t i e n t s  

i n f e c t é s  avec L. 1  oa (Schi  11 e r  e t  a l . ,  1980). Les t r avaux  de Daveau 

e t  Ambroise-Thomas (1982) o n t  permis d 'amél i o r e r  l a  s e n s i b i l i t é  e t  l a  

s p é c i f i c i t é  du t e s t  d'ELISA pour  l e  d i a g n o s t i c  des i n f e c t i o n s  dues à 

O. v o l v u l u s  grâce à l ' u t i l i s a t i o n  des p r o d u i t s  d ' e x c r é t i o n  e t  s é c r é t i o n  

de vers  adu l tes  de ce p a r a s i t e .  Des r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s  o n t  é t é  obtenus 

dans l e  d i a g n o s t i c  des i n f e c t i o n s  par  L. l o a  avec des p r o d u i t s  d ' exc ré -  

t i o n  e t  s é c r é t i o n  dans l e  t e s t  d'ELISA. 

D 'au t re  p a r t ,  l a  d é t e c t i o n  des an t igènes  c i r c u l a n t s  o f f r e  une 

a l t e r n a t i v e  pour l e  d i a g n o s t i c  des i n f e c t i o n s  f i l a r i e n n e s .  Les an t igènes  

c i r c u l a n t s  sont  d é f i n i s  comme des substances so lub les  d ' o r i g i n e  p a r a s i -  

t a i r e  dans l a  c i r c u l a t i o n  sanguine. Leur présence p o u r r a i t  c o n s t i t u e r  

un marqueur de l ' i n f e c t i o n  pendant l a  pé r i ode  prépatente.  A i n s i ,  des 

an t igènes  c i r c u l a n t s  o n t  é t é  dé tec tés  dans l e  sérum de p a t i e n t s  oncho- 

cerqu iens  pa r  l ' u t i l i s a t i o n  d ' u n  immunsérum an t i - 0 .  v o l v u l u s  obtenu chez 

l e  l a p i n  (Ouaiss i  e t  a l . ,  1981); mais ce sérum a  montré aussi  des r é a c t i o n s  

c ro i sées  avec l e s  ant igènes c i r c u l a n t s  d ' a u t r e s  i n f e c t i o n s  f i l a r i e n n e s  

( W .  b a n c r o f t i ,  L. l oa ,  B. ma lay i ) .  Dans ce contexte,  l ' u t i l i s a t i o n  des 

a n t i c o r p s  monoclonaux o f f r e  de nouve l l es  p o s s i b i l i t é s .  Un a n t i c o r p s  

monoclonal de t ype  IgM d i r i g é  con t re  O. vo l  vu lus  a  permis  1  ' i d e n t i f i c a t i o n  



des ant igènes c i  r c u l a n t s  par  un t e s t  de radioimmunopréci p i  t a t i o n  par  

l e  po l yé thy lène -g l yco l  (RIPEGA) dans l e  sérum de malades i n f e c t é s  par  

ce p a r a s i t e  (Des Mout i s  e t  a l . ,  1983). L ' u t i l i s a t i o n  de 1 ' a n t i c o r p s  

monoclonal dans ce t e s t  a  permis  d'augmenter l e  degré de s p é c i f i c i t 4  

p a r  r a p p o r t  à 1  ' immunsérum a n t i  -0. v o l  vu1 us dans 1 e même t e s t .  De 

même, un a n t i c o r p s  monoclonal de t ype  IgM an t i -B .  malay i  peut  d é t e c t e r  

des ant igènes c i r c u l a n t s  dans l e  sérum de p a t i e n t s  e t  d 'animaux i n -  

f e c t é s  avec B. ma lay i  pa r  un t e s t  de RIPEGA (Haque e t  a l . ,  1984). 

L '  a n t i c o r p s  monocl onal  dé tec te  des mol écu les  d ' o r i g i n e  p a r a s i t a i  r e  

dans l e  sérum des animaux i n f e c t é s  depu is  15 j ou rs ,  donc ce t e s t  

p o u r r a i t  d é t e c t e r  l ' i n f e c t i o n  à une phase précoce avant  q u ' e l l e  ne 

devienne patente.  

Dans l ' é t u d e  des i n f e c t i o n s  f i l a r i e n n e s ,  un aspec t  impo r tan t  

concerne l e s  m a n i f e s t a t i o n s  pa tho log iques  e t  c l i n i q u e s  causées p a r  l e s  

f i l a i r e s  lymphat iques e t  c e l l e s  observées chez l e s  malades onchocerquiens. 

Des études su r  l a  pa tho log ie  des i n d i v i d u s  e t  des animaux d 'expér ience  

i n f e c t é s  p a r  des f i l a i r e s  suggèrent que l e s  man i f es ta t i ons  c l i n i q u e s  

des f i l a r i o s e s  s o n t  l e  r é s u l t a t  de l a  réponse immune de l ' h ô t e  aux 

ant igènes p a r a s i t a i r e s .  Néanmoins, peu d 'é tudes o n t  é t é  r é a l i s é e s  pour 

1  ' i d e n t i f i c a t i o n  des molécules d ' o r i g i n e  p a r a s i t a i r e ,  présentes à l a  

sur face  ou dans l e s  e x t r a i t s  somatiques des pa ras i t es ,  responsables 

de ces m a n i f e s t a t i o n s  pa tho log iques  e t  c l i n i q u e s .  Les l é s i o n s  lympha- 

t iques ,  observées l o r s  d 'une i n f e c t i o n  f i l a r i e n n e ,  son t  probablement 

une conséquence de l a  réponse immune de l ' h ô t e  con t re  l e s  ant igènes 

f i l a r i e n s .  A i n s i ,  l a  p résens ib i  1  i s a t i o n  des mérions avec des m ic ro -  

f i l a i r e s  e t  des e x t r a i t s  an t igén iques  de vers a d u l t e s  de B. pahangi 

augmente l ' i n t e n s i t é  des l é s i o n s  lymphat iques chez ces animaux, 



après une infection mi lei e t  a l . ,  1982). La microfilarémie des mérions 

présensibil i sés par des microfil a i r e s  e s t  moins élevée que ce1 l e  des 

animaux recevant des ex t r a i t s  antigéniques de vers adultes. 

Dans l 'éosinophil ie  pulmonaire tropicale lors des infections 

par l e s  f i l  a i r e s  lymphatiques, ces manifestations seraient l e  résu l ta t  

de 1 a réponse immune vis-à-vis de 1 a microfilai re. En  général, l e s  

microfi la i  res ne sont presque jamais observées dans la  circulation 

mais e l l e s  sont éliminées au niveau du poumon e t  dans les  ganglions 

lymphatiques (Webb e t  a l . ,  1960 ; Joshi e t  a l . ,  1969). La transfusion 

de microfilaires,  suivie d'une infection par des larves L3 de 

D .  immi t i s ,  induit  l e  même syndrome (éosinophil i e  pulmonaire t ropicale)  

chez des chiens (Wong, 1974) ; malgré l e  développement de la  larve 

infestante en vers adultes, ces animaux ne présentent pas de micro- 

filarémie. 

Il a é t é  postulé qu'un contact prénatal avec des antigènes 

parasitai res pourrait inf l  uencer 1 a réponse immune des enfants 1 ors 

d'une infection f i lar ienne.  Weil e t  a l .  (1983) ont rapporté l a  possi- 

bil i t é  d'une sensi bil isation allergique prénatale aux antigènes f i l a r i ens  

chez les  descendants de mères infectées par W .  bancrofti. Dans un  

modèle expérimental , l es  travaux d '  Haque e t  Capron (1982) montrent 

que l e  passage transplacentaire de l a  microfilaire de D .  viteae chez 

des ra t s  induit  une tolérance antigénique spécifique. Des études 

récentes suggèrent que 1 es mol écu1 es tolérogéniaues sont présentes à 

la surface e t  dans les  ex t r a i t s  somatiques de la  microfilaire de 

D .  vi teae (Haque e t  a l .  , 1984). 



M4TERI EL ET METHODES 



3.1 Animaux d'expérience 

Les animaux u t i l i s é s  sont des souris consanguines Balb/C 

(CNRS, Or1 éans) , mâles e t  femell e s ,  âgés de 8 à 12 semaines. 

3.2, Entretien du  cycle expérimental de Dipetalonema viteae 

Le maintien au laboratoire de l a  f i l a i r e  D. viteae a é t é  

mis au point par Bal tazard e t  a l . ,  (1953) e t  par Worms e t  a l . ,  (1961). - 

L'hôte naturel e s t  l e  mérion, Meciones 1 i bycus, u n  rongeur des déserts 

d'Afrique du Nord e t  d'Asie Mineure. Le vecteur e s t  u n  Argasidae; 

Orni thodorus tartakovsky . Au laboratoire , l e  cycle e s t  

aussi maintenu chez l e  hamster doré, Mesocricetus auratus 

(Worms e t  a l . ,  1961). Chez l e  hamster e t  l e  mérion, les  adultes vivent 

dans l e s  t issus sous-cutanés e t  dans les  couches musculaires superfi- 

c iel les .  Les mâles o n t  une t a i l l e  plus pe t i te  que les femelles e t  

la par t ie  postérieure e s t  en spirale .  Les femel les matures produisent 

d e s  embryons larvaires ,  appelés microfilaires ou L l  (premier stade 

la rva i re) .  Les microfilaires sont observées dans 1 a circulation environ 

7 à 8 semaines après 1 ' infestat ion e t  1 eur nombre e s t  maximum~verr l a  

10ème ou 13ème semaine ; e l les  disparaissent vers la 17ème ou 19ème 

semaine. Les microfilaires sont ingérées lors  du  repas sanguin des 

argas. Elles migrent dans la cavité générale de la tique où  e l l e s  

subissent deux mues pour devenir L3 (3ème stade la rva i re) .  Après 3 à 

4 semaines de développement, les L3 matures sont transmises à l ' hô te  

vertébré lorsque l e  vecteur se nourrit .  



Au cours du cycle expérimental , l e s  hamsters (Mesocricetus 

auratus) bbtenus d'une source locale commerciale, à l ' â g e  de 6 semaines, 

sont infestés par 200 larves L3 obtenues à par t i r  de t iques (Ornitho- 

dorus tartakovsky) infesti2s depuis 4 semaines. Les tiques sont infestées 

sur des hamsters qui présentent une mi crof i l  arémi e de 60-70 m i  crof i 1 ai res/ 

10 p l  de sang. 

Les larves L3 proviennent de tiques infestées qui sont lavées 

brièvement dans 1 'alcool à 70°C, rincées .dans une solution sal ine sté- 

r i l e  puis disséquées avec de fines a igui l les  dans une solution de 

Ringer contenant 100 UI de pénicil l ine e t  1 0 0 p g  de streptomycine/ml. 

Les larves t 3  l ibérées sont débarrassées desnorceauxde t i ssus  prove- 

nant des tiques, comptées sous loupe binoculaire e t  injectées par voie 

sous-cutanée à des hamsters (200 L3/hamster). 

Environ 40 % de larves L3 produisent des vers adultes en pro- 

portion sensiblement égale de mâles e t  de femelles persistant au moins 

200 jours. La microfi 1 arémie apparai t 55 jours environ après 1 ' i  nfes- 

tation par L3, a t t e i n t  un  taux maximal à 75-85 jours puis décline e t  

s'annule à 120-130 jours. 

3.3, Cycle expérimental de Brugia malavi 

Le maintien au laboratoire de l a  f i l a i r e  B. nalajfi a é t é  mis 

au point par Ash ,(1973)., 

L'hôte intermédiaire e s t  l e  moustique Aedes tosoi e t  l ' hô te  

dé f in i t i f  e s t  l e  rongeur Mastomys natalensis remplaçant 1 'homme, hôte 

dé f in i t i f  naturel (voir para~raphe 1.1. ) .  Au laboratoire, l e  cycle a é té  



adapté aussi chez l e  rongeur Meriones unguiculatus, mais é tant  donné 

que chez ces animaux, les adultes ainsi que les  microfilaires se  

logent dans l a  cavité péritonéale, i 1s sont u t i l i s é s  principalement 

pour 1 'obtention de matériel parasi t a i r e .  Chez 1 'hôte défini t i f  

(Mastomys natalensis) ,  les  adultes se logent dans les  voies lymphatiques. 

L ' é l  evage des moustiques se f a i t  dans une pi èce où 1 ' humidité 

e s t  maintenue constante. Les moustiques sont infestés  en piquant l e  

dos rasé des mastomys présentant une microfilarémie de 60 - 70 micro- 

f i l a i r e s /  10 ~1 de sang. La microfilarémie reste  élevée pendant t rès  

longtemps chez ces animaux (environ 400 jours).  E.nviron. 3 jours 

après l e  repas sanguin des moustiques, les femelles pondent des oeufs 

qui donneront de nouveaux vecteurs. Les mi crofi  1 a i res  ingérées par 

les  moustiques lors  de 1 ' infestat ion,  se  transforment en larves ,infeç. 

tantes ou L3 10 jours pl us tard.  A ce moment, les mous,tiques infestés  

sont placés dans une chambre froide à 4 O C  afin de l e s  endormir, lavés 

dans de 1 'al cool à 70 % puis dans d u  Hanks Wallace PS, ensuite écrasés 

e t  f i l t r é s  dans ce même milieu. Les larves L3 sont ainsi  récupérées. 

Les parasites sont comptés sous loupe binoculaire, 90 à 100 1 ar-  

ves Lg sont injectées par voie sous-cutanée à des Mastomys ou par voie 

intrapéri  tonéale à des mérions. Environ 90 à 100 jours après 1 ' in fes ta -  

t ion ,  l es femell es deviennent natures e t  1 a microfi 1 arénie e s t  observée 

dans 1 a circulation sanguine chez l e  mastomys, chez l e s  mérions l a  l a r -  

ve L I  res te  dans la  cavité péri toneale. 



3.4. Préparation des microfilaires ( L i )  de D. viteae in vi t ro 

Des hamsters infestés depuis 90 à 95 jours par 200 larves L 3 ,  

sont sacr i f iés  e t  les vers femelles sont recuei l l i s  stérilement à par t i r  

des t i ssus  sous-cutanés; nous obtenons ainsi 60 à 80 femelles ( e t  

autant de mâle$)que nous lavons dans une solution de Ringer à 37OC. 

Les vers femelles sont ensui t e  transférés dans des flacons (Fa1 con) 

de cul ture contenant 5 ml de mi 1 ieu s t é r i  1 e (RPMI PS) , à rai son de 

5 vers femelles par flacon. Cette culture e s t  ainsi entretenue à 

37°C en atmosphère de C02,avec changement quotidien du mi 1 ieu. Dans 

ces conditions, les  microfilaires sont produites in v i t ro  par l e s  

vers femelles à par t i r  du 2ème jour de culture. 

Les mi crofi  1 a i res  sont recuei 11 ies  par f-i 1 t r a t i  on du mi 1 i  eu de 

culture sur f i l t r e  mil l ipore 5 f .  

L'obtention de microfilaires à par t i r  de vers femelles de 

B. malayi en cul ture  n 'a  pas é t é  possible étant donné l e  nombre 1 imité 

d'adultes femelles obtenus chez les  mérions. 

3.5. Obtention des microfilaires in vivo de B.  malayi 

Les microfilaires sont obtenues chez des mérions ayant reçu 

6 mois auparavant une infestation de 90 - 100 larves L3 de B.  malayi 

par voi e intrapéri  tonéal e. 

La f i l t r a t i o n  du liquide de lavage sur f i l t r e  millipore 5 P 
permet d 'obtenir les  microfilai res. 



3 -60 Protocol e d '  infection 

10 vers femell es adul tes sont transplantés dans chaque 

souris Balb/C. I l s  sont introduits dans une poche sous-cutanée pratiquée 

sur l a  par t ie  dorsale de l'animal qui a é t é  préalablement rasée, Les 

animaux sont anesthésiés à l ' é the r  e t  1 'intervention e s t  effectuée 

s t é r i  1 ement (Haque e t  al.. , 19130b, 1981 ) . - 
Dans l e  cas d ' infections par des microfilaires,  les  parasites 

produits s o i t  in vivo s o i t  in vi t ro sont récupérés dans du milieu 

Hanks Wallace e t  injectés par voie intraveineuse à raison de 100 000 

mi crofi 1 aires  pour chaque souri S. 

L'infection avec des larves infestantes L 3  se f a i t  par voie 

sous-cutanée e t  70 L3 sont introduites par souris. 

3 .7 .  Les sérums 

3.7:l.. Sérums de malades 

Les sérums de patients infectés par B .  malayi sont préleves 

sur des sujets  originaires d'Indonésie e t  Malaisie en zones de hau- 

t e  endémie, du sexe mascul in e t  féminin, âgés entre  25 e t  40 ans. La 

maladie de. ces sujets  e s t  confirmée, par 1 'observation de l a  microfi- 

larénie e t  par u n  t e s t  d'ELISA (Enzyme Linked Immunsorbent Assay ) .  

Afin d'anal vser la  spéc i f ic i té  des antigènes par les sérums 

de malades e t  les  sérums d' infection expérimentale, nous avons u t i l i s é  

des sérums de patients infectés par d 'autres f i l a i r e s  humaines,en 



1 'occurrence: Loa 1 oa e t  Onchocerca vol vu1 us, ou par d '  autres 

helminthes t e l s  que Schistosoma mansoni, Ascaris lumbricoides e t  

Dracuncul us medinensi S.  

Les sérums des sujets  normaux ont é té  prélevés chez des européens 

e t  chez des su je ts  originaires des zones endémiques pour lesquels les  

examens parasi tologiques pour 1 a .recherchs! d '  helminthiase ont é t é  

négatifs. 

3.7.2, Sérums d' infection 

Les sérums sont récoltés par ponction au niveau du sinus veineux 1 I 

rétroorbital  à 1 'aide d'une micropipette en verre, sur des animaux 

infestés s o i t  par des larves infestantes ( L 3 ) ,  s o i t  par des vers adultes 

femell es ou des mi crofi 1 aires.  

3.8. Identification des hybrides producteurs d'anticorps anti-B. malayi 

l Une hybridation ce l lu la i re  a é t é  réal isée en u t i l i s a n t  comme mo- l 

1 

dèle expérimental l a  souris ( voir page 47 ). ' I 

1 Cette étude a é t é  réal isée sur les surnageants de culture tes tés  , 
1 

simultanément par une technique radioimmunologique en phase solide (SRIA) 

e t  par 1 a technique d '  immunofl uorescence indirecte ( I F I )  . 1 



3.8.1. . Technique radioimmunol ogique en phase sol ide (SRIA) 

Le principe de ce t te  technique consiste à détecter les anticorps 

qui se fixent aux antigènes adsorbés sur un support solide.  La réaction 

e s t  révélée par un antisérum anti-imunoglobulines de souris marqué à 

100 p l  d'une sol ution de 1 'antigène total  sol ubl e de vers adultes 

de B. malayi (5 r l / m l )  sont incubés 3 heures à température ambi ante 

dans chacune des cupules d'une plaque de chlorure de polyvinyle (Micro- 

t i  t e r ,  Dinatech) ; ce t te  incubation permet 1 ' adsorption des protéines 

parasi t a i r e s  sur les  parois des cupules. Les cupules sont lavées 2 

heures à température ambiante avec 200 pl de tampon PBS 

(0,Ol M pH 7,4) additionné d 'a l  bumine sérique bovine à 2 % ( p / v ) ,  af in  

de saturer les s i t e s  ac t i f s  restants sur les parois des cupules. Les 

cupules sont lavées une dernière fo is  en PBS. 

-Réaction de SRIA 

100)il de chaque surnapeant de culture à t e s t e r  sont incubés 3 

heures à 37°C dans des cupules t ra i tées  avec 1 'antioene. Les cupules sont 

ensuite lavées deux fo is  avec du tampon PBS additionné de 0 , l  % de BSA 

e t  0,05 % d e  Tween 20 (PBS-RIA) , chaque cupule reçoit  100 pl d'une 

solution d'anti-immuno<i1ob~lines de souris marquée à 1 '125! (100 000 cpm 

par cupule). 



Après 1 heure de contact à température ambiante, l a  radioacti- 

v i t é  restant sur chaque cupule e s t  mesurée dans u n  compteur gamma 

(Beckman) ; les résul ta ts  sont exprimés en coups par minutes (cpm) e t  

correspondent à l a  moyenne arithmstique de 5 expériences. 

Dans tous 1 es essais  1 e surnageant de culture de ce1 lules rnyélo- 

mateuses e t  l e  sérum de souris saine ont é t é  inclus comme témoins néga- 

t i f s ,  l e  témoin posit if  .étant l e  sérum de souris infectées par des l a r -  

ves infestantes L3. 

3.8.2. Immunofl uorescence indirecte f IF1  1 

Cette technique a pour principe l a  détection des anticorps qui 

se  fixent au parasite;  la  révélation de la  réaction es t  f a i t e  à 1 'aide 

d ' u n  sérum anti-immunogl obul ines de souris,  marqué à 1 a f l  uoresceine. 

- Réaction d '  immunofl uorescence 

50 )il de surnageant de culture (concentre 3 fois  par lyophilisa- 

t i on )  sont déposés sur des lames contenant des coupes à congélation de 

vers adultes. Après 30 min d'incubation à température ambiante, 1 'excès 

d'anticorps e s t  éliminé par 3 lavanes dans du tampon PBS. 
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La révélation de l a  reaction s 'effectue avec 50p1 d ' u n  anti-  

sérum spécifique d'immunoglobul ines de souris prepare chez l e  lapin 

(Cappel Lab. U.S.A.) marqué à la fluorescéine dilué au 1/30ème. Après 

3 lavages dans du tampon PBS, afin d'el  iminer 1 'excès d'antisérum fluo- 

rescent, l e s  coupes sont colorées par une solution de Bleu d'Evans au 

1/10 000ème. Après 30 min d'incubation à l 'obscur i té ,  les  coupes sont 

lavées dans du tampon PBS ( 3  x 10 min). Les préparations sont recouvertes 

avec une goutte de glycérol 50 % (v/v)en PBS e t  observées au microscope 

doté d'une source de lumière U . V .  

L'expression des résul ta ts  s 'effectue de O à 5 + , selon 

l ' i n t e n s i t é  de la fluorescence observée. Les témoins u t i l i s é s  sont 

t r a i t é s  dans les mêmes conditions. Dans chaque lecture,  nous avons inclu 

u n  sérum de souris saine, un  surna~eant  de cul ture  de ce1 1 ules myelo- 

mateuses concentré 3 fo is  après lyophilisation e t  comme témoin posi t i f  u n  

sérum de souris infectée. 

3.9. Caractérisation des anticorps monocl onaux 

La technique de doubl e-di ffusion en gel décri t e  par Ouchterlony, 

(-1958) a permis 1 ' identification de 1 ' isotype des anticorps monoclonaux 

montrant une réactivi t e  contre B .  mal ayi . 
Le principe de cet te  technique consiste à f a i r e  réagir l e s  an t i -  

corps, présents dans les surnageants de culture,  avec des sérums ant i -  

immunoglobul ines de souris. La réaction es t  révél ëe par une col oration 

à l'amidoschwarz. 



3.1 0. Caractérisation des antigènes cibles 

L'isolement e t  l a  caractérisation de(s)  molécul e ( s )  portant les  

déterminants antigéniques reconnus par 1 'anticorps monocl onal e t  par des 

sérums d' infection ont é t é  envisagés par l a  technique d'immunoprécipi- 

ta t ion.  L'analyse des produits antigéniques purifiés selon ce t t e  techni- 

que a é t é  réal isée en gel de polyacrylamide-SDS. 

- Matériel antigénique 

Nous avons u t i l i s é  des antigènes de surface pour la  formation d'immun- 

comp:exes, Cet antigène provient de microfi l a i r e s  produites s o i t  in vitro 

dans l e  cas de D. vi teae,  s o i t  in vivo dans l e  cas de B. malayi . 
Les vers adultes sont obtenus à p a r t i r  des hamsters, dans l e  cas de 

D. vi teae,  e t  au niveau de la cavité péritonéale des mérions dans l e  cas 

de B. malayi. 

i 
3.10.1. Marquage des protéines de surface 

Les protéines de surface de microfilaires e t  d'adultes sont I 

marquées par l e  réac t i f  de Bol ton-Hunter lZ51 (Bol t o n  e t  Hunter, 1973). 

Dans ce marquage, 50 pl (0,250 mCi lz51)  de la solution de réact i f  sont 

déposés dans u n  tube conique en verre e t  l e  solvant (benzène) e s t  éva- l 

4 poré par u n  f a ib l e  flux de N p  à la surface. 40 x 10 microfilaires ou 

10 vers adultes (mâles e t  femelles) repris dans 100 pl de tampon EBSS 

(Earle 's  balanced s a l t  solut ion) ,  sont aditionnés immédiatement au réac- 
l 

t i f ;  l e  marquage e s t  réal isé  à 4°C pendant 10 min. La réaction e s t  arr&- I ~ 
tée par 1 'addition de 20 )il d'une solution molaire de glycine dans 

l 

l 
1 

l e  tampon EBSS . Les parasites ainsi  t r a i t é s  , sont lavés 3 
r 

1 
fois  par 1 m l  de tampon EBSS e t  centrifugés à 400 g pendant - ~ 



15 m i n  . Après lavage , l e  dernier  cu lo t  e s t  r ep r i s  dans 

500 p l  de tampon Tr i s  (0,01 M pH 8) contenant du L-l-Tosylamide-2- 

Phenyl-Ethyl ch1 oromethyl Ketone (TPCK) e t  du N-Ap-Tosyl-1 -Lysine 

Ch1 oromethyl Ketone (TLCK) comme inh ib i t eurs  enzymatiques. Les parasi t e s  

sont  ensui te  soumis aux ultrasons 4 f o i s  de s u i t e  pendant 30 secondes 

à l ' a i d e  d 'une sonotrode type TC4C à une puissance de 25 N dans u n  appa- 

r e i l  à ul traçons Type 20-200 S ( A .  Pons, France). 

La so lub i l i sa t ion  e s t  complétée par l ' add i t i on  de 1 2 0 b l  de 

tampon Tris 0,01 M pH 8 contenant 10% de désoxycholate ( D O C ) .  Après 

une incubation de 20 min à 4°C sous ag i ta t ion ,  l a  suspension e s t  cen t r i -  

fugée à 10.000 - g pendant 15 m i n .  Le surnageant cont ient  l e s  antigènes 

de surface marqués qui vont ê t r e  u t i l i s é s  dans l e  t e s t  d'immunoprécipi- 

t a t i  on. 

3.1 0.2. Immunopréci p i  t a t i on  

- Formation d '  immuncompl exes. 

Les immuncomplexes sont obtenus après incubation d'une n u i t  à 

4'C, de 20 p l  d ' e x t r a i t  de parasi t e s  marqués (environ 100 000 cpm) aux- 

quels sont  additionnés s o i t  20 p l  de 1 iquide d ' a s c i t e  s o i t  20 p l  d'un 

sérum d ' infect ion.  

Le mélange e s t  d i lué  dans 1 ml de tampon Tr is  0,01 M y  NaCl 0,15 

Un l iquide  d ' a s c i t e  sans a c t i v i t é  vis-à-vis de B. malayi e t  des 

sérums de sour i s  saines sont  u t i l i s é s  comme contrôles.  



- Isolement des immuncom~lexes 

Le principe de ce t t e  réaction e s t  basé sur l a  propriété de l a  

protéine A de s e  l i e r  d'une façon spécif ique e t  révers ib le  à l a  pa r t i e  

constante des immunoglobul ines (Kronvall e t  al  . , 1970) . - 
Les immuncomplexes sont  mélangés avec 10 mg (poids sec) de 

protéine A sépharose ( C L  - H B ,  Pharmacia, Uppsala - Suede), incubée 

préalablement avec 10 /ul d'antisérum spécif ique des immunoglobulines de 

sour i s  ou humaines (Nordic). Après 3 heures de contact  à 4OC sous ag i ta t ion  

ro t a t i ve ,  l a  suspension e s t  centrifugée 5 m i n  à 1000 - g. Le culot  e s t  

lavé à plusieurs repr ises  avec du tampon Tr i s  - HC1 0,01 M pH 8 contenant 

2% de désoxycholate ( D O C )  , Tris - HC1 0,01 M pH 8 e t  Tr i s  - HC1 0,005 M 

pH 8 jusqu'à ce que l e  surnageant s o i t  dépourvu de rad ioac t iv i t é .  

L'él ution des immuncomplexes e s t  ef fectuée  par trai tement avec 

40 /il de tampon d 'échanti l lon (Tr i s  - H C I  62,5 mM pH 6 ,8 ,  3% SDS, 10% 

Sucrose, 0,005% Bleu de bromophénol) e t  par chauffage pendant 3 m i n  à 

100°C. Une centrifugation de 5 m i n  à 100 .0~~ - permet de récupérer l e  

surnageant qui e s t  ensui t e  analysé par électrophorèse en gel de 

polyacrylami de-SDS. 

3.10.3. Electrophorèse des protéines en gel de polyacrylami de-SDS 

Cette technique permet l a  ca rac té r i sa t ion  du poids moleculaire 

des f rac t ions  antigéniques étudiées;  c e t t e  technique e s t  basée s u r  l a  

propr ié té  du sodium dodécyl s u l f a t e  (SDS) de dénaturer l e s  protéines de 

façon à ce que l a  distance parcourue par l e s  protéines s o i t  fonction 

de l eu r  poids moléculaire (Laemmli, 1970). 



La séparation e s t  ef fectuée  dans un gel homogène de polyacryla- 

mide 10% ou 13%, contenant 0,1% de SDS dans du tampon Tris - HC1 0,375 M 

pli 8,8. Les dimensions du gel sont  de 14 x 16 cm e t  0,75 mm d 'épaisseur.  

Le gel de concentration à 5 % de polyacrylamide e s t  r e a l i s é  dans du 

tampon Tris  - HC1 0,125 M pH 6,8 contenant 0,1 % SDS. 

La migration dure 18 h à 6 mA dans l e  tampon Tris-glycine pE 8,3 

contenant du SDS à 0,1 %. 

Le gel e s t  ensui t e  coloré pendant 2 h sous ag i t a t ion  dans une sol u- 

t i on  de Bleu de Coomassie R-250 (Merck) (0,850 g Bleu de Coomassie, 250 ml 

méthanol, 50 ml acide acétique,  250 ml eau). La décoloration e s t  f a i t e  

dans une sol ution d 'ac ide  acetique 8 %, méthanol 20 "!, l e  gel e s t  

déposé sur  papier  Whatman N o l  (Whatman Ltd, U K )  puis séché par evapora- 

t ion sous vide dans u n  appareil de séchage LKB ( n o  2003). 

- Autoradionranhie 

Le gel séché e s t  exposé sur  u n  f i lm X-OMAT RP KODAK (Eastman Kodak 

Co., Rochester N Y )  en t re  deux ecrans renforçateurs Lightning Plus 

(Dupont de Nemours, France) ; l e  temps d'exposition var ie  de 1 à 8 jours 

à - 70°C. 



RESULTATS ET DISCUSSION 



4.1 . Obtention e t  caractérisation de 1 'anticorps monocl onal 

A%-44 an t i  -B .  mal ayi 

4.1 . l .  Sélection des anticorps monoclonaux 

Le schéma, présenté dans la  figure 2 ,  résume les  différentes 

étapes de l a  fusion ce l lu la i re  e t  du clonage des cel lules  hybrides 

qui o n t  permis de sélectionner l e  clone AA3-44. 

Des cellules spléniques prélevées chez des sou- 

r i s  Balb/C ayant subi des infections par des larves infestantes L3 

sont ajoutées à des cellules myélomateuses SP 2/0 qui ne syntheti- 

sent pas d'immunoglobt~lines; la fusion ce11 ulaire a 1 ieu en présen- 

ce de polyéthyl èneglycol ( P E G )  e t  de diméthyl sulfoxide (DMSO) , e t  

l a  sélection s 'opère en mi 1 ieu HAT (hypoxanthine , aminoptérine, 

thymidine). Le clonaqc ce l lu la i re  a é t é  réal isé  en répartissant une 

cel lule  par alvéole (technique de l a  dilution l imi t e ) ;  les premiers 

cl ones apparaissent 8 à 15 jours pl us tard e t  l a  sélection des cl O- 

nes s'opère sur l e  surnageant des alvéoles présentant un  clone uni- 

que. Le clonage e s t  f a i t  deux fois  pour assurer l a  pureté d u  clo- 

ne e t  afin d'éliminer les  éventuels mutants pouvant survenir au 

cours de la  multiplication cel lulaire .  

La production massive des anticorps monoclonaux e s t  obtenue par 

l e  développement d 'asci tes  chez 1 es souris Bal b/C. 

Enfin,l 'application de la technique de fusion ce11 ulaire a per- 

mis de sélectionner au laboratoire,  di vers anticorps monocl onaux 

dirigés contre B .  malayi , parmi lesquels une immunoglobuline de 

type IgM, appelée AA3-44, a é t é  plus spécialement étudiée pour ses 

propriétés biolo~iqucs part icul ières .  Les résul ta ts  sont montrés 

dans l e  tableau 1 ("Résistance against Brugia malayi mi crofi la -  

r iae  induced by a monoclonal antibody tha t  promotes ki l l  ing by 



Cellules spléniques Cellules de myélome 

1.   us ion (-1 

& 
Populations hybrides 

productrices d'anticorps , \ congélation 

Clonage 

Clones 
producteurs d'anticorps , congélation 

Nouveau clonage 

Culture 5 v z o  Induction de tumeurs 

Surnageant deculture Liquide d'ascite 

FIGURE 2 : Production des anticorps monoclonaux. 



- I F I ~  Immunodi ffus i  on 
a - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Anti corpsi monocl onaux coupes de vers Ig classe 
l 1 

SZIAI adultes' ~ i c r o f i  l a i  re ~ 

N.D. ~ 
N.D. 1 

l 
l 

N.D. 1 

SRIA = Technique radioimmunologique en phase solide 

IF1 = Immunofl uorescence indirecte 

TABLEAU 1 

Réactivité des différents anticorps monocl onaux anti-B. malayi vis-à-vis 

des adultes e t  des microfilaires de B.  malayi 



macrophages and recognizes surface ant igen(s) .  A .  Aggarwal, W. Cuna, l 

l 

A. llaque, C. Dissous e t  A. Capron, 1984 -Immunology, soumis à publication), 

4.1.2. Rcti vi t é  biologique in v i t ro  des anticorps monocl onaux 

Nous avons étudié 1 ' ac t iv i t é  biologique des anticorps monoclonaux 1 

vis-à-vis de la  microfilaire de B. malayi par u n  t e s t  de cytotoxi- 

c i t é  en présence de cellules adhérentes e t  de complément. 

Les cellules péri toneales de souris saines,  adhérant au p las t i -  

que, ont é t é  incubées pendant 5 - 7 heures en présence de l 'ant icorps 

monoclonal de type IgM, designé AA3-44. Des microfilai res de B .  ma- 

layi , obtenues à par t i r  du sang de !.lastonys natal ensis infectés ,  - 
sont ajoutées à l a  culture. Après 24 h d'incubation, environ 40 % 

des mi crofi l a i  res sont mortes e t  recouvertes de ce11 ules. Le pour- 

centage de mortalité a é té  augmenté à 80 % quand du séruin f r a i s  de souris 

a é t é  ajouté dans l e  syst6riie de culture. Par contre, seulement 12 % 
1 

de mortalité sont observés quand les microfilaires sont incubées en 

présence de cellules e t  de milieu de culture e t  environ 22 % de mi- 

crofi l  ai res sont mortes quand i l  e s t  additionné d u  sérum f ra i s  de 

souris saine. De plus, aucune mortalité si  jnif icat ive n ' e s t  observée 

en présence de surnageant de culture de cel lules  SP 2/0 ou de sé- 

rum de souris saine inactivé (Aggarwal e t  a l . ,  1984). 

4.1.3, Protection passive in vivo des anticorps monoclonaux 

La persistance de la  microfi l a i r e  de B .  malayi dans la circula- 

tion sanguine de souris,  ayant subi une injection intraveineuse 



de larves L I ,  e s t  apparu comme u n  bon modèle pour t e s t e r  1 ' e f f ica-  

c i  t é  des anticorps monoclonaux vis-à-vis de l a  microfi la i re .  Environ 

100.000 microfilaires de B. malayi ont é t é  injectées par voie in t ra -  

veineuse chez chaque souris. Bien que l e  nombre de microfilaires dans 

l a  circulation sanguine des souris s o i t  variable, 1 'évolution de la 

microfilarémie e s t  bien déterminée. 

Les résul ta ts  obtenus de t ro i s  expériences montrent qu'environ 

70 % des animaux sont résis tants  à l a  microfilaire de B. nalayi 

quand ces animaux o n t  é té  immunisés par voie passive avec 1 'anticorps 

monoclonal de type IgM. Dans les  autres animaux, bien que la  micro- 

f i  larémie ne s o i t  pas disparue complétenent, une réduction importante 

du  nombre de microfilaires e s t  observée. Par contre chez les  souris 

non t r a i t ées ,  injectées s o i t  avec un surnageant n'ayant pas une ac- 

t i v i t é  anti-B. malayi,soit avec du liquide d ' a sc i t e  induite par des 

clones cel lulaires  produisant des IgM contre des tachyzoi tes de - To- 

xoplasma gondi i , aucune réduction s ignif icat ive de l a  microfilarémie 

n ' e s t  observée. 

4.1,4, Identification des antigènes de surface reconnus par l 'anticorps 

monoclonal AA,-44 de type IgM 
u 

l 

Les antigènes reconnus par les  anticorps monoclonaux ont é té  iden- , 

t i f i é s  par immunopréci pi tation des antigènes de surface de 1 a micro- 

f i l a i r e  de B. malayi, suivie d'une analyse en gel de polyacrylamide. 

Nous avons u t i l i s é  des microfilaires marquées en surface par l e  1 
1 
I 

r éact i f  de Bol ton-Hunter (voir paragraphe 3.10.1. ) . Cette méthode de con- I 

I 
jugaison e s t  relativement douce e t  a é t é  spécialement développee pour ! 



év i t e r  l e s  problèmes de dénaturation des molécules lo r s  de l 'ex-  

position à des agents réducteurs ou oxydants, comme l a  chloramine T 

par exemple (Langone, 1980). L'iodation se f a i t  au niveau des grou- 

pements N H 2  terminaux e t  préferentiell  ement sur les groupements N H 2  

des résidus lysine. 

Le profi 1 autoradiographique des antigènes de surface des mi cro- 

f i  1 ai res ,iodés par l e  réact i f  de Bol ton-Hunter, puis sol ubi 1 i sés  par 

u n  détergent ionique comme l e  désoxycholate de sodium, montre après 

analyse en gel de polyacryl amide-SDS (10 %), 4 molécules majeures 

avec un poids moléculaire apparent de 11 0 Kd, 66 Kd, 35 Kd e t  20 Kd, 

ainsi  q u ' u n  nombre important de bandes moins intenses (Figure 3 , 

piste su r f ) .  

Nous pouvons observer sur l a  figure 3 ,  que les anticorps mono- 

clonaux AA3-44 ( p i s t e  4 ) ainsi  q u ' u n  sérum de souris injectëe de- 

puis 21 jours par des microfilaires de B. malayi ( p i s t e  2 ) e t  

un sérum de souris ayant reçu de larves infestantes L3 de B.  malayi 

depuis 19 jours en sous-cutané .(piste 3 ) , .reconnaissent l a  molécu- 

l e  de 110 Kd, une des 4 protéines majeures marquées a l a  surface des 

mi crofi 1 a i  res. Des autres antigènes de poids moléculaires apparents 

de 36 e t  67 Kd sont aussi reconnus par l e  sérum de souris injectee 

par des microfilai res de B. malayi (p i s t e  2 ). La mol écule 110 Kd 

n 'es t  pas precipi t ée  par u n  sérum de souris saine ( p i s t e  l ) ,  les  

anticorps monoclonaux anti-S. mansoni (p i s t e  6 )  ou anti-T. gondii 

(p is te  5 ) .  



FIGURE 3 

5 6 surf 



4.1.5, Discussion 

Dans ce t t e  étude, les  résul ta ts  du t e s t  de cytotoxicité in vi t ro 

montrent que l 'anticorps monoclonal de type IgM, provoque l'adhéren- 

ce des macrophages de souris saines e t  l a  destruction de l a  micro- 

f i l a i r e  de B.  malayi . Le pourcentage d'adhérence e t  de 

destruction de la microfilaire e s t  augmenté quand un sérum f r a i s  de 

souris saine e s t  ajouté au systeme de culture. Ceci suggëre 1 ' in- 

tervention du complément dans ce t t e  réaction. 

Les anticorps monoclonaux n'ont pas provoqué d'adhérence ou de 

mortalité s ignif icat ive vis-à-vis de la  larve infestante L3 de B .  ma- 

layi ou de l a  microfilaire de D.  vi teae,  ce qui indiquerait l e  carac- 

tè re  de spéc i f ic i té  de stade e t  d'espèce de la cytotoxicité induite 

par 1 'anticorps monocl onal . 
Les résul ta ts  de cet te  étude, montrent clairement que ces an t i -  

corps monoclonaux peuvent aussi conférer une résistance chez l a  

souris infectée,  par t ransfer t  passif .  

Les larves infestantes L3 de B. malayi ne se  développent pas en 

vers adultes chez l a  souris;  environ 10 % des larves infestantes se 

transforment seulement en larve L 4 .  Le f a i t  d 'obtenir des anticorps 

monoclonaux reconnaissant l a  surface de l a  microfilaire,  alors que 

les  souri's ayant servi à l 'hybridation ce l lu la i re  o n t  é t é  immunisées 

avec des larves infestantes L3 e t  non des microfilaires suggère:-soit 

que l a  surface de la  larve infestante L3 posséde des composants an t i -  

géniques ayant des épitopes communs avec la  microfi la i re ,  - so i t  que 

les  produits de lyse de la  larve L3 démasquent des antigènes ayant 

des é p i t o ~ e s  communs avec l a  microfilaire.  Néanmoins, ces deux der- 



nières possibi l i tés  restent des hypothèses. La spéc i f ic i té  de stade 

de 1 'antigène reconnu par 1 'anti'corps nonoclonal (1 10 Kd) , n'a pas 

pu e t r e  ver if iée  à l a  surface de la larve infestante L3 en raison 

de 1 ' impossibilité actuel le  d 'obtenir ce matériel en quantité su7 

ffi 'sante. 

En conclusion ,ces expériences suggèrent que 1 'antigène de 110 Kd 

pourrait représenter au niveau de la  surface de la  microfilaire de 

B .  malayi l a  cible des mécanismes effecteurs spécifiques chez l a  sou- 

r i s .  D'autre part s i  nous considérons l e  pouvoir protecteur des an- 

ticorps msnoclonaux AA3-44 i l  faut  admettre l e  rôle potentiel de l ' an-  

tigène de 110 Kd dans l e  développement de l'immunité vis-à-vis de 

la microfilaire de B .  malayi. 

4,2. Analyses sur l a  spéc i f ic i té  d'espèce de 1 'antigène 110 Kd 

4.2.1. Reconnaissance de l 'antigène de 110 Kd par des sérums des malades 

infectés par differentes f i  l a i  res 

La présence d'anticorps dirigés contre la  molécule de 110 Kd 

a é t é  recherchée dans l e  sérum des individus vivants en zones endé- 

miques pour B.  malayi. Parallèlement à ce t t e  étude, nous avons u t i -  

l i s é  l e  sérum des individus infectés par d 'autres f i l a i r e s  

( 9 .  volvulus- L. 1 0 ~ ) .  

- Ori aine des sérums étudiés 

Le Tableau I I  résume les différentes caractéristiques parasi- 





tologiques e t  imrnunologiques des divers sérums humains ut i l  isés 

dans cet te  étude, 

Les sérums de patients infectés par B. malayi proviennent d'une 

zone endémique pour ce parasite en Indonésie e t  Malaisie. Pour un pre- 

mier groupe de pat ients ,  l a  preuve parasitologique a é t é  apportée 

par 1 a mi se en évidence de microfi l a i  res sangui col es caractérisées 

comme B. mal ayi . Pour u n  autre groupe de patients la  preuve para- l 

sitologique a é t é  apportée par une étude sérologique avec l e  t e s t  

d '  ELISA (Enzyme Linked Immunsorbent Assay) . I 
l 

Les sérums de patients infectés par 0. volvulus e t  par L .  loa 

proviennent de zones endemiques d '  Afri que. 

Résultats 
l 

La figure 4 montre les résul ta ts  de l 'analyse en gel de po- 1 

lyacryl amide homogène de 13 %, des antigènes de surface des mi-- ~ 
crof i la i res  de B. malayi reconnus par les  sérums de malades 

mentionnés auparavant. Parmi les antigènes de surface préci- 

pi tés  par les sérums de patients,  nous observons l a  présence 1 
du composant de 110 Kd. Cet antigène e s t  reconnu par les anticorps 

présents dans l e  sérum de malades infectés par B. malayi , microfila- 

rémiques (pis tes  2 ,  3) e t  ami crofi 1 arémiques (pi s t e s  4, 5 ) ,  des ma- 

lades infectés par 0. vol vulus (p i s t e  6 )  ainsi que des malades in- 

fectés par L .  1 oa, mi crofi 1 arémiques ( p i s t e  7 )  e t  amicrofil arémiques 

(pis  t e  8 ) .  

Un nombre important de bandes (entre  6 - 7 )  e s t  reconnu par les i 

différents  sérums de malades dans la zone comprise entre 14 e t  50 Kd. ~ 





Discussion 

Tous les  sérums d'humains infectés que nous avons tes tés ,  con- 

tiennent des anticorps capables de reconnaître l 'antigène de 110 Kd, 

ceci suggère donc 1 'existence d'antigènes communs entre l a  mi crofi  - 

l a i r e  de B. malayi e t  l e s  f i l a i r e s  O. volvulus e t  L. loa ou au moins 

des épi topes simil a i res  entre ces f i l a i r e s .  

Plusieurs auteurs ont observé par des études d '  immunofl uorescen- 

ce, dans les infections humaines e t  dans l a  f i l a r iose  animale, 1 'exis- 

tence d'une association entre 1 'apparition des anticorps contre l a  

microfilaire e t  l a  disparition de la microfilarémie (Wong e t  Guest, 

1969; Ponnudurai e t  al ,, 1974; Weiss , 1978; Grove e t  Davis, 1978; Wong - 
e t  Suter, 1979; Piessens e t  al . , 1980; Mc Greevy e t  a l . ,  1980). Par 

contre nos résu l ta t s  montrent que les sérums des individus microfila- 

rémiques contiennent des anticorps di r i  gés contre des ant i  gènes de sur- 

face de la  microfilaire de B. malayi (110 Kd). Des résul ta ts  semblables 

ont é t é  observés par Maizels e t  al ., (1983) sur des patients infectés 

par Brugia timori en uti 1 i  sant aussi 1 a technique d '  immunopréci p i  t a -  

tion. Ces auteurs on constaté que des anticorps dirigés contre l a  sur- 

face de la  microfilaire de B. timori sont présents dans l e  sérum d ' in-  

dividus microfi1arémiques. 

En conclusion 1 'antigène de 110 Kd ne se ra i t  pas spécifique d'es- 

pèce. Néanmoins, pour conclure défini t i  vement,i 1 serai t nécessaire d 'u t i  - 
l i s e r  un plus grand nombre de sérums de malades f i l a r i ens  parfaite- 

ment caractGrisés e t  provenant de zones endémiques. D'autre part , la 

détection de 1 'antigène de 110 Kd par des anticorps ne pourrait pas 

e t r e  u t i l i s é e  comme un marqueur de l ' in fec t ion  permettant de f a i r e  la 



dist inct ion entre phase patente (avec microfilarémie) e t  phase la- 

tente (disparit ion de la  mi crof i l  arémie). 

4.2.Z0 Reconnaissance de 1 '  anti ~ è n e  11 0 Kd par les sérums des mal ades 

infectés par différents he iminthes 

Etant donné que cet antigène e s t  commun à différentes espèces 

f i  1 ariennes nous avons cherché à savoi r s i  1 'anti  gène de 11 0 Kd pou- 

r r a i t  Otre reconnu aussi par les  anticorps présents dans les  sé- 

rums de malades infectés par d 'autres helminthes, en lloccurrence 

Dracuncul us medinensis , Ascaris 1 umbri coi des e t  Schi stosoma mansoni 

(Tableau I I ) .  

Résultats 

Les résul ta ts  obtenus (f igure 5 ) après analyse en gel de po- 

lyacrylanide homogene de 13 % montrent que les anticorps présents 

dans l e  sérum des malades infectés par A. lumbricoides (p i s t e  2 )  e t  

D. medinensis (p i s t e  3) précipi t en t  1 'antigène de 110 Kd présent à 

l a  surface de la microfilaire de B .  malayi. Par contre les anticorps 

contenus dans l e  sérum des malades infectés par S.  mansoni ne recon- 

naissent pas cet antigène ( p i s t e  4 ) .  Le sérum des malades infectés 

par D. medinensis, reconnaissent aussi un antigène ayant un poids 

moléculaire apparent de 33 Kd ( p i s t e  3).  c 

Discussion 

Ces résul ta ts  indiquent une parenté antigénique entre  l a  sur- 

face de la  microfilaire de B o  malayi e t  les nématodes A.  lumbricoides 

e t  '5. vedinensis. Cette parenté peut porter sur l a  molécule ent ière  de 

11 0 Kd ou au moins sur u n  épi tope de ce t te  mol écule reconnu par 1 ' ant i -  



FIGURE 5 



corps nonocl onal AA3-44. 

En conclusion, ces résul ta ts  suggSrent que cet antigène n ' e s t  

pas spécifique d'espèce mais s e r a i t  plutôt spécifique de la classe 

des nématodes . 

4.3. Analyses sur l a  s ~ é c i f i c i t S  de stade évolutif de 

4.3-1. Immunoprécipitation des antigènes de surface de la  microfi - 

l a i r e  de B. malayi par les  sérums de souris d'infection expé- 

rimentale 

Les sérums de souris infectées par des larves L3 e t  des micro- 

f i l a i r e s  de D. viteae ainsi que les sérums de souris,  ayant reçu .des 

vers adultes de D. viteae ou  B .  malayi en sous-cutané, o n t  é t é  uti-  

1 i sés  afin d ' ident i f ie r  les  antigènes de surface de la micro- 

f i l a i r e  de B. malayi reconnus par ces sérums . Nous avons 

incl u dans notre expérience 1 'anticorps monoclonal AA3-44 qui re- 

connait 1 'antigène de 110 Kd e t  u n  1 iquide d ' a sc i t e  sans réac t iv i té  

anti-B. malayi. 

Résultats 

Les résul ta ts  présentés dans la  figure 6 montrent que les  sé- 

rums de souris infectées par des larves L 3  e t  des microfilaires de 

D. vi teae (p is tes  2 ,  3)  ainsi  que ceux des souris ayant reçu des vers 

adultes de D. viteae (p i s t e  4) ou de B .  malayi (p i s t e  5 )  reconnaissent 

l a  molécule de 110 Kd. La pis te  G correspond à l 'anticorps monoclonal 

AA 44; les  pis tes  1 e t  7 représentent respectivement u n  sérum de 3 - 
souris saine e t  un liquide d 'asc i te  sans ac t iv i t é  anti-B.malayi 

I l  faut noter l a  présence de bandes dans l a  zone de 35 e t  67 Kd 





e t  de 14 e t  20 Kd qui apparaissent avec une intensi té  plus au 

moins fa ib le  selon les différents sérums. La spéc i f ic i té  de re- 

connaissance de ces antigènes peut ê t r e  mise en doute puisqu'elles 

sont également précipitées par l e  sérum de souris saine (p is te  1 )  

e t  l e  liquide d ' a sc i t e  sans ac t iv i t é  anti-B. nalayi (p i s t e  7 ) .  

Discussion 

Etant donné que la souris élimine les larves Lg de D. viteae 

e t  B.  malayi avant qu 'e l les  ne deviennent des vers adultes, que les  

mi crofil  ai res injectées en intraveineuse ainsi que les vers adultes 

transférés en sous-cutané sont aussi él i  ni nés , 

nous avons donc essayé d 'é tudier  la spéc i f ic i té  de stade de la  molé- 

cule de 110 Kd par ces modèles d ' infection. 

Nous avons vu  auparavant (figure 3 ) que les  sérums de souris 

injectées par des larves L3 e t  des microfilaires de B .  malayi, recon- 

naissent l a  molécule de 110 Kd. Les résu l ta t s  présents montrent 

que tous les  sérums des souris u t i l  isés reconnaissent l a  molécule 

de 110 Kd e t  semblent donc indiquer que cet  antigène ne se ra i t  pas 

spécifique de stade. D'autre part ,  les  sérums de souris infectées 

par différents  stades évolutifs de D. vi teae reconnaissent 1 ' ant i -  

gène de 110 Kd de B .  nalayi; ceci confirme les résul ta ts  précedents 

( f igure 4) montrant la non spécif ic i té  d'espèce de cet antigène de 

surface. 

Ces données, obtenues indirectement à l ' a i d e  de sérums de souris 

ayant reçu différents  stades évolutifs s o i t  de D. viteae so i t  de B. mala- 

y i ,  méritent d ' ê t r e  confirmées par l ' u t i l i s a t i o n  de l 'ant icorps monoclonal - 



reconnaissant l a  molécule 110 Kd. E n  e f f e t  1 ' inject ion à des souris 

de larves L3 ou de microfi la i res  de D .  viteae e t  B. malayi entrainent 

leur  destruction ce qui pourrait, lo rs  de la  lyse parasi t a i r e ,  dé- 

masquer des antigènes somatiques, reputés ê t r e  responsables des réac- 

t ions croisées fréquemment observées. D'autre part  lors du t ransfer t  

de vers adultes de D. viteae, an observe rapidement 1 'apparition de 

mi crofi 1 ai res , donc 1 'analyse des anticorps produits par ces souris 

ne r e f l é t e  pas uniquement un seul stade évolut i f .  

4.3.2. Util isation de 1 'anticorps monoclonal AA3-44 

En raison de l'argumentation précédente nous avons alors étudié 

par immunopréci pi tation à 1 'a ide de 1 'anticorps monoclonal AA3-44, la 

spéc i f ic i té  de stade de l a  molécule de 110 Kd directement au niveau 

des antigènes de surface de l a  microfilaire e t  de l ' adu l t e  de D. vi teae 

ainsi  que sur l a  surface de 1 'adulte de B.  malayi. L'analyse des compo- i 
1 

sants de surface des larves L 3  de D. viteae e t  B. malayi n 'a  pas é t é  possi- ~ 
1 

ble en raison de l a  quantité limitée de ce matériel parasitaire re- 1 
col tée  actuel 1 ement. 

Les résul t a t s  obtenus montrent que 1 'anticorps monoclonal AA3-44 

reconnai t des antiqënes de surface sur  l a  microfilaire de O. viteae 

(f igure 7 pis te  5 ) e t  sur l ' adu l t e  de B.  malayi (figure 8 piste  5 ) .  

Par contre ce t  anticorps monoclonal ne préci pi t e  pas de molécule de 

surface au niveau de l ' adul te  de D.  viteae ( f igure  9 pis te  5 ) ,  Bien que 

l i an t i co r?s  monoclonal reconnaisse de bandes de poids moléculaires 

comprises entre 22 e t  113 Kd, l e  f a i t  qu 'e l les  soient visualisées 

aussi au niveau d u  sérum normal ( p i s t e  1 )  e t  d u  liquide d 'asc i te  

sans ac t iv i t é  anti-B. malayi (p i s t e  6 )  demontre leur non spécif i -  

c i  t é .  ! 

S u r  l a  surface de 1 'adulte de B .  rnalayi ( f igure & )  nous obser- 
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vons différentes bandes comprises dans 1 a gamme de 26 e t  113 Kd 

( p i s t e  5)  e t  sur  la  surface de la microfilaire de D. viteae. Ainsi, 

plusieurs molécules sont ident i f iées  par 1 'anticorps monoclonal 

( p i s t e  5) ,  une d'entre el les  ayant un poids mol éculai re apparent 

de 110 Kd. 

Dans ces mêmes figures ( 7 ,  8, 9 ,  ),nous pouvons observer que 

les sérums de souris ayant reçu des vers adultes (ois tes  4 )  re- 

connaissent pl usieurs molécules de surface sur les  différents para- 

s i  t es  (D. viteae e t  B. malayi). De même, les pis tes  2 montrent l e s  an- 

ti gènes i denti f i é s  à 1 ' ai de de sérums de souri s injectée avec des 

m i  crofi 1 aires  . Certains de ces anti gènes sont aussi reconnus par 1 'an- 

t i  corps monocl onal. Par contre, les  serums de souris injectées avec 

des larves L3 (p is tes  3 ), ne semblent pas reconnaître de structures 

de surface. 

En concl usion, les résul ta ts  de ces études suggérent que l a  

molécule de 110 Kd pourrait ê t r e  commune aux stades microfilaires.  Néan- 

moins, ceci devrait  e t r e  ver i f ié  par l 'analyse des composants de sur- 

face de microfilaires d'espèces différentes,  à 1 'aide de 1 'anticorps 

4.4, Immunopréci pi tation des antigènes de surface de la  mi crof i l  a i re  

de B. malayi, par les  sérums des souris Balb/C "nude " e t  "nu'" 

L '  u t i l i sa t ion  de souris "nude " (dépourvues de thymus) permet 

1 'étude du rôle des lymphocytes T dans l a  réponse immune contre des 

parasites.  Ainsi les  travaux de Suswillo e t  a l .  ,(1980)et ceux de Vin- 

c e n t  e t  a l . ,  (1 982) en u t i l i s an t  des souri s "nude ", suggërent que l a  

réponse immune, qui confêre une résistance à l ' in fec t ion  par B. pahan- 

$-, e s t  dépendante d u  thymus. 



Des larves infestantes de B. malayi, injectées en sous-cutané à 

des souris Balb/C "nu+",  ne se développent pas; par contre les souris 

"nude !' permettent l e  développement de ce parasite en vers adultes,  

lesquels produisent des m i  crofil  ai res pouvant ê t r e  observées dans 1 a 

circulation (Haque, resul t a t s  non pub1 i é s )  . 
Nous avons analysé vis-à-vis des antigènes de surface de l a  

microfilaire de B.  malayi, les  sérums des souris Balb/C "nude " e t  

I I ,  ,+ II  , ayant reçu des larves Lg de B. malayi à différentes dates 

après 1 ' infection. 

Résultats 

Les résul ta ts  de notre étude sont présentés dans l a  figure 10 , 

on observe que les  sérums des souris 'nu" aux jours 1 5 ,  32 e t  120 

(respectivement pistes 5 ,  6 ,  7)  reconnaissent 1 'antigène de 110 Kd 

présent à la surface de la  microfilaire de B. malayi. Par contre les 

sérums de souris "nude " aux mêmes jours d ' infection (pis tes  2 ,  3, 

4) ne reconnaissent pas cet antigène. Nous avons choisi ces différen- 

tes  dates après l ' in fec t ion  pour les raisons suivantes: l e  15ème 

jour correspond approximativement à 1 'apparition des larves L 4 ,  au 

jour 32 les  larves L4 se sont déjà transformées en larves L5 e t  au 

120ème jour sn observe l a  présence à l a  fois d'adultes matures e t  

de microfi l a i  res sanguicol es. Ainsi, en suivant ce t te  cinétique de 

l ' in fec t ion ,  ceci nous a permis d'analyser des éventuels anticorps 

dirigés contre les  différents stades d u  parasite dans l e  sérum de 

souris "nude ". 
Nous observons aussi des bandes dans la zone de 50 Kd dans l e  

sérum de souris 'nude ' e t  'nuf ' ,  a insi  que deux bandes entre 14 

e t  20 Kd dans les sérums de souris "nu'". 





Discussion 

I l  e s t  maintenant reconnu que certains lymphocytes T sont né- 

cessaires à l a  production d'une grande partie des anticorps dans la 

réponse immune. Ainsi dans l e  domaine de 1 'immunologie 

certaines études in v i t ro  (Kina e t  a l . ,  1982; Rosenkoetter e t  al ., 
1984; Cahtleen e t  Waldmann, 1984) e t  d'autres travaux,util i s an t  des 

souris dépourvues de thymus (Davie e t  Paul, 1974, Braun e t  a l . ,  1972), 

ont demontre 1 a participation d'une certaine population des lympho- 

cytes T (hel per) dans 1 a production d'immunoglobul ines. Egalement, 

dans notre t r ava i l ,  nous pouvons observer que les sérums des souris 

"nude " ne contiennent pas d'anticorps dirigés contre 1 'antigène de I 

110 Kd. D'autre part  nos résul ta ts  sont en corrélation avec l e s  t ra-  

vaux de Suswillo e t  a l . ,  (1980, 1981) qui montrent que les souris  de- l 
i 
l 

viennent susceptibles aux larves L3 de B .  pahangi quand e l les  sont 

dS~ourvues de thymus. 

En conclusion nos résul ta ts  montrent que l a  production d ' an t i -  1 
corps dirigés contre 1 'antigène de 110- Kd chez les souris Balb/C I 

e s t  dépendante des ce1 1 ules T. 



DISCUSSION GENERALE ET COFJCLUSION 



L'importance de la surface des nématodes dans la  réponse immu- 

ne de 1 'hôte a é t é  mise en évidence par plusieurs auteurs (Kazura e t  

Grove, 1973; Mackenzie e t  al . , 1973; Subrahmanyam e t  a l . ,  1978; Ha- 

que e t  a l . ,  1980). Les techniques actuelles de marquage à l ' iode per- 

mettent 1 'analyse des antigènes de surface impl iqués dans 1 ' in te -  

raction hôte-parasite. Ainsi ce-tte analyse sélective des composants 

de surface a permis d'observer que seulement un nombre l imité d'an- 

t i  gènes sont marqués à 1 a. shrface des nématodes (Maizels , 1982; Phi - 
1 i pp  e t  al . , 1981 a ) .  Un exemple extrême a é t é  observé dans l e  cas de 

l a  f i l a i r e  Litomosoides car ini i  où seulement un  composant majeur de 

55 Kd e s t  présent à l a  surface de 1 'adulte e t  de l a  larve L 3  de ce 

parasi t e  ( P h i 1  ipp e t  a l . ,  1984). Ce rëpertoire antigénique 1 imité 

implique que ces antigènes peuvent ê t r e  caracterisés e t  analysés pour 1 
leur  immunogëni ci t é .  

Les sérums de patients e t  d'animaux infectés présentent f ré -  

quamient des réactions croisées avec différentes espèces f i lar iennes 

ou d'autres nématodes. Donc, l ' u t i l i s a t i o n  d'anticorps monoclonaux 

nous a semblé 1 'approche 1 a pl us appropriée pour 1 ' étude des anti  gè- 

nes de surface. L 'u t i l i sa t ion  de 1 'anticorps monoclonal AA3-44 de 

type IgM, nous a permis d ' i den t i f i e r  à l a  surface de la  microfilaire 

de B,  malayi une molécule de 110 Kd, u n  des antigènes majeurs 

présents à l a  surface de l a  microfilaire. Les propriëtés bio- 

logiques de cet anticorps monoclonal , l a i ssera ien t  supposer que 

1 'antigène de 110 Kd pourrait ê t r e  impliqué dans 1 ' immuni t é  con- 

t r e  la  microfilaire chez 1 'homme . Les résu l ta t s  obtenus 

montrent son pouvoir immunogène puisqu'il e s t  reconnu par les  



anticorps présents dans l ' in fec t ion  naturelle par B .  malayi. Ce- 

pendant, ces anticorps n ' o n t  pas mis en évidence un é t a t  d'immuni- 

t é  contre l a  microfilaire,  en e f f e t  i l s  sont présents dans l e  sé- 

rum d'individus mi crofi  larémiques. Nos résu l ta t s  sont en corréla- 

tion avec les  travaux de Grove e t  Davis, (1978) chez des patients 

infectés par W .  bancrofti e t  ceux de Maizels e t  al ., (1983) chez 

des malades infectés par B.  t imori, qui observent l a  présence d '  an- 

ticorps dirigés contre l a  microfi l a i  re dans 1 e sérum d'individus 

mi crofi larémiques. 

Dans l e  domaine de la f i l a r iose ,  plusieurs travaux montrent 

une simili  tude antigénique entre  1 es différentes espèces f i  larien- 

.nes e t  d 'autres nématodes. Ainsi Forsyth e t  a l . ,  (1981) ob- - 
servent que les antigènes iodés à l a  surface de la microfilaire 

d'O. gibsoni, sont reconnus aussi par les anticorps du sérum de 

patients infectés par 0. volvulus, W. bancrofti e t  S.  japonicum. 

Canlas e t  Piessens, (1984),observent par 1 ' u t i l i s a t ion  de différents  

anticorps monocl onaux, des antigènes communs à B.  mal ayi , 

D. immi t i s ,  T. sp i r a l i s  e t  S .  mansoni. D'une manière comparable, 

les  analyses effectuées sur l a  surface de l a  microfilaire de B .  ma- 

lay i ,  à l 'aide du sérum d'infection humaine e t  les  sérums de sou- - 
r i s  infectées par D. vi teae, montrent que 1 'antigène de 110 Kd n ' e s t  

pas spécifique d'espèce mais qu ' i l  s e ra i t  spécifique de la  classe des 

nématodes. Par contre 1 ' ident i f icat ion par 1 'anticorps monoclonal 

AA3-44 d '  une molécule ayant un poids moléculaire apparent de 110 Kd 
l 

à l a  surface de l a  microfilaire de D. vi teae,  suggere la  possibi l i té  i 



que ce t te  mol écule s o i t  spécifique du stade microfilaire.  Cette 

hypothèse doit  ê t r e  vér if iée  par 1 'analyse des composants de sur- 

face des mi crofi l a i  res d' espèces di fférentes . 
D'autre par t ,  comme d'autres auteurs (Maizel s e t  al . , 1982), nous 

avons remarqué 1 'existence de réactions croisées entre  des antigènes de 

surface ayant des poids moléculaires différents.  En e f f e t ,  1 'ant i -  

corps monoclonal reconnai t sur l a  surface de la  microfilaire de 

D. viteae e t  1 'adul te  de B .  malayi des antigènes de poids molécu- 

1 a i res  différents ,  montrant en consequence 1 'existence d' u n  

même épitope sur  ces antigènes. 

Malgré ces réactions croisées, ceci n'excl ue pas l a  poss ib i l i té  

de trouver des antigènes spécifiques d'espèce e t  de stade. D'ai 11 eurs 

différents  travaux indiquent 1 a présence d'antigènes :spécifi ques de 

stade : Ponnudurai e t  a l . ,  '(1974) par des études enfluorescence ont 

observé des antigènes spécifiques de stade microfilaire oli ddul t e  de 

B.  pahangi ; de même Weiss e t  Tanner (1981) par 1 a même technique ob- 

servent des antigènes spécifiques de chacun des t ro i s  stades de D .  vi- 

teae. Canlas e t  Piessens (1984) par l ' u t i l i s a t ion  des anticorps mo- - 
nocl onaux ident i f ien t  des antigènes spécifiques de stade de B .  malayi . 
Donc ces arguments la issent  penser que l 'analyse sélective des an- 

tigènes de surface à 1 ' a i  de des anticorps monoclonaux doi t  permettre 

1 ' ident i f icat ion des mol écules spécifiques des différentes espèces 

fi lariennes.  D'autre par t ,  i l  faut considérer que l a  technique de 

marquage u t i l i s i e  pour notre étude a é t é  orientée vers la  mise en évi- 1 
dence des structures protéiques e t  ?référ?ntiel  lement ce1 les  possé- 

dant des résidus lysine. Ainsi, des autres composants antigéniques tel  

que des polysaccharides ou des glycolipides e t  même des protéines 



dépourvues de residus N H 2  l ibres ,  ne seront pas mis en évidence. 

Enfin , nous nous sommes interessés au rôle  des lym- 

phocytes T dans la  réponse immune chez l a  souris vis-à-vis de 1 'an- 

tigène de 110 Kd. Ainsi l a  possibi l i té  d ' u t i l i s e r  des souris Balb/C 

"nude " off re  un bon modèle expérimental pour ces études. Le sé- 

rum de ces animaux après infection par des larves L3 de B. malayi, 

ne préci pi t e  pas 1 a molécule de 11 0 Kd: ce qui indique que l a  réponse 

immune vis-à-vis de cet  antigène chez des souris Balb/C e s t  dépen- 

dante des ce1 1 ules T. Notre travai 1 apporte donc, une nouvel l e  évi den- 

ce du rôle des lymphocytes T dans 1 'élaboration de l a  réponse 

immune vis-à-vis des antigènes f i l a r i ens .  En e f f e t ,  les travaux de 

Suswi 110 e t  a l . ,  (1 980, 1981 ) chez des souris consangu3nes ("nude") 

infectées par B .  pahangi ainsi que ceux de Haque e t  a l . ,  (1981) chez 

des r a t s  a thyni ques infectés par D. vi teae,  montrent que 

l 'absence des lymphocytes T chez ces animaux permet l e  développement 

de 1 ' infect ion.  



CONCLUSION 

Les résu l ta t s  obtenus dans notre étude montrent que 1 ' u t i l i s a t ion  

d'anticorps nonoclonaux permet d '  ident i f ie r  des déterminants anti-  

géniques sur la  surface de la  microfilaire de B r u ~ i a  malayi. L'an- 

tigène reconnu semble ê t r e  u n  inmunogène important étant donné qu ' i l  

e s t  ident i f ié  par l e s  anticorps présents dans les infections natu- 

re l les  humaines par différentes espèces de f i l a i r e s .  Néanmoins,cet 

antigène ne semble pas ê t r e  spécifique d'espèce dans l e  groupe des 

f i l a i r e s ,  excluant l a  possibi l i té  d ' u t i l i s e r  ce t  antigè- 

ne dans un b u t  de diagnostic de 1 ' infection par des espèces fi lariennes.  

D'autre par t ,  ceci pourrait répresenter u n  avantage; en effet,comme 

par exemple dans l e s  études sur les  sporozoïtes du paludisme, l 'ob- 

tention d'un antigène qui n 'es t  pas spécifique d'espèce mais spé-, 

c i  fique de stade, pourrait ê t r e  u n  candidat pour 1 'élaboration 

d ' u n  vaccin. Les résu l ta t s  de nos études indiquent la possibi l i té  

que ce t  antigène s o i t  sqécifique de stade,n1étant détecté qu'au ni- 

veau de 1 a  surface de 1 a  m i  crofi 1  a i r e  ( L I  ). Evi demment, c e t t e  hypothè- 

se doit  ê t r e  confirmée par des études complémentaires. 
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