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RESUME

L'&tude des anticénes filariens par 1'utilisation de sérum de
patients ou d'animaux infectés n'est pas adéquate étant donné la gran-
de fréquence des réactions croisées entre les différentes filaires et
d'autres nématodes. Dans ce contexte,1'outil monoclonal s'avérait extré-
mement utile. Pour cette raison,des anticorps monoclonaux ayant une

réactivité anti-Bruaia malayi ont été produits. L'un d'entre eux s'est

révelé capable de tuer les microfilaires de B. malayi in vitro en pré-

sence de cellules adhérentes et de complément et de conférer par trans-
fert passif une résistance contre la microfilaire de B. malayi chez la
souris. Cet anticorps monoclonal de type IgM désigné AA3—44 a également
permis selon la technique d'immunoprécipitation suivie d'une analyse en
cel de polyacrylamide-SDS,1'identification d'une molécule de 110 Kd, pré-
sente sur la surface de la wicrofilaire de B. malayi. Ceci nous a laissé
penser que cet antigéne pourrait avoir un rapport avec 1'immunité contre
la microfilaire. L'étude de 1a reconnaissance de cet antigéne par les an-
ticorps présents dans 1'infection naturelle chez 1'homme, par 1'utilisa-
tion de sérum d'individus infectés par B. malayi, et par d'autres filaires

telles que Onchocerca volvulus et Loa loa a été entreprise. L'antigéne

de 110 Kd est reconnu par les anticorps de patients microfilarémiques et
amicrofilarémiques indiquant ainsi 1'immunogénicité de cette molécule,
mais ne montrant pas par la méme occasion,qu'elle puisse avoir un rapport
avec 1'immunité contre la microfilaire. Ceci &limine donc la possibilité
d'utiliser cet antigéne comme un marqueur de 1'infection pour distinguer
1a phase patente (microfilarémie) de la phase latente (amicrofilarémie).
D'autre part cet antigéne ne serait pas spécifique d'espéce puisqu'il

est précipité aussi par les anticorps présents dans le sérum d'individus




onchocerquiens et loasiques. En conséguence nous avons cherché &

savoir si cet antigéne est commun seulement au groupe des filaires

ou s'il peut &tre reconnu aussi par les anticorps présents dans le sé-

rum d'individus infectés par d'autres helminthes en 1'occurrence Asca-

ris lTumbricoides, Dracunculus medinensis et Schistosoma mansoni.

L'antigéne 110 Kd est précipité par le sérum d'indivfdus infectés

par A, lumbricoides et D. medinensis; par contre le sérum d'indi-

vidus infectés par S. mansoni ne reconnait pas cette molécule.

Ainsi cet antigéne serait spécifique de la classe des nématodes.

Dans la deuxiéme partie de notre étude,nous avons analysé la

spécificité de 1'antigéne de 110 Kd vis-&-vis des différents stades

évolutifs de B. malayi et Dipeta]onema'viteae-. Mous avons utilisé

pour cette &tude les sérums des souris d'infection avec différents sta-

des éyolutifs de D. viteae et B. malayi et 1'anticorps monoclonal AA3-44.

Les divers sérums d'infection des souris contiennent tous des anti-
corps qui reconnaissent la molécule 110 Kd. L'utilisation de 1'anti-
corps monoclonal a permis de montrer: - 1'absence d'antigénes cibles
au niveau de la surface de 1'adulte de D. viteae, - la présence de
plusieurs molécules sur la surface de 1'adulte de B. malayi et des
microfilaires de D. viteae identifiées par cet anticorps monoclonal,
- 1'existence d'une parenté antigénique au niveau de la 110 Kd entre

la microfilaire de D. viteae et celle de B. malayi



Dans Ta derniére partie de notre étude, 1'utilisation de souris
Balb/C "nude", nous al permis d'analyser 1'importance des cellules
T dans la réponse immune vis-a-vis de 1'antigéne 110 Kd. Nous avons
constaté que la réponse immune dirigée contre cet antigéne est dépen-

dante des cellules T.




INTRODUCTION

Les filarioses sont des maladies trés répandues dans les ré-
gions tropicales. On estime d 300 millions le nombre de personnes
atteihtes. Ce chiffre explique a lui seul .1'intérét porté a 1'étu-
de de ces affections. Ces parasites provoquent toute une série de
manifestations cliniques dues & la réponse immune de 1'héte. I1 s'avé-
re denc nécessaire de caractériser et d'isoler les antigénes impli-
qués dans ces manifestations afin de les utiliser pour
~détecter T'infection.

IT a été bien établi que la surface des nématodes est la cible
d'une variété de réponses immunes de 1'h6te, qui peuvent provoquer
la mort des larves in vitro (Butterworth et al., 1977; Mackenzie et
al., 1977; Tanner et Weiss, 1978; Haque et al., 1980). Pour cette rai-
son, nous nous sommesintéressés a 1'identification des antigénes de
surface de la microfilaire de B. malayi qui pourraient &tre impliqués
dans 1'immunité contre le parasite ou utilisés dans le diagnostic de
1'infection. L'analyse des antigénes parasitaires par les sérums de
malades ou les sérums d;infection expérimentale estrendue difficile &
cause des réactions croisées fréquentes entre différentes espéces fila~. .
riennes et d'autres nématodes. Nous avons utilisé pour cette
analyse des anticorps monoclonaux anti-B. malayi.

L'immunoprécipitation suivie d'une séparation en gel de polyacry-
lamide est la méthode de choix pour 1'analyse des antigénes protéiques
qui peuvent étre radiomarqués en surface.

Avant d'aborder les résultats de notre étude surces antigénes,



nous présenterons le cycle des filaires humaines
données acquises relatives au développement d'un

1'héte.

et résumerons les

état d'immunité chez




GENERALITES



1.1. Cycle évolutif général des filaires et biologie

du parasite.

Les filarioses sont un groupe de maladies causées par des
nématodes de la famille des Filaroidea. Les filaires adultes vivent
dans les tissus ou les cavités d'un hite vertébré. Les femelles
matures produisent des embryons ou microfilaires (L]) qui se trouvent
dans la circulation sanguine ou au niveau de la peau. La transmission
se fait par 1'intermédiaire d'un vecteur arthropode hématophage qui
ingédre la microfilaire lors de son repas sanguin. Les microfilaires
passeht dans la cavité générale de ce vecteur ol elles subissent deux
mues pour devenir des larves infestantes (L3). Lorsque le vecteur se
nourrit du sang d'un hdte vertébré ces larves matures,situées dans
les piéces buccales,lui sont transmises. Dans 1'hdte approprié Tes
larves infestantes se développent en filaires adultes dont le cycle
évolutif général est montré dans la figure 1.

Dans cinq des filaires humaines qui sont Wuchereria bancrofti,

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

Dipetalonema streptocerca et Mansonella ozzardi, les microfilaires

(ler stade larvaire (L1). apparaissent dans la circulation. La

microfilaire d'une sixiéme filaire huraine, Onchocerca volvulus,

ne nasse pas dans la circulation, mais migre dans les tissus
sous-cutanés et dans le derme.

Les vers adultes vivent dans les vaisseaux et les ganglions
Tymphatiques. Les adultes d'0O. volvulus et de L. loa envahissent Tles
tissus sous-cutaneés.

Quelques caractéristiques particuliéres dans le cycle et la

biologie des filaires doivent &tre considerées, I1 existe peu
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d'informations sur la voie de migration de 1a larve infestante (L3)
et du 4éme stade larvaire chez 1'homme. Probablement plusieurs
stades du cycle sont présents en méme temps chez des individus qui
habitent dans des zones endémiques.

La présence d'une gaine autour des microfilaires de quelques
espéces filariennes et ses proprietés physiologiques et biochimiques

ont suscité des questions jusqu'alors sans réponse. La gaine de 1la

microfilaire de Brugia pahangi réagit avec la concanavaline A et
la "wheat germ agglutinin“, ce qui indique la présence de N-acétyl-gluco-
samine et de glucose ou de mannose a la surface du parasite.

Le méme hGte vecteur peut avoir simultanément des larves in-
festantes de plusieurs espéces filariennes (Voelker et Garms, 1972).
D'autre part le nombre de microfilaires présentesdans la circulation
sanguine ne correspond pas nécessairement au nombre de femelles adultes

chez 1'hGte (Worms, 1972 ; Pacheco, 1974) et ne représente pas le nombre

total de microfilaires produites par les femelles (Beaver et al., 1974 ;

Denham et al., 1972b).I1 se peut que quelques microfilaires soient
présentes dans d'autres organes (par exemp]e,»]e.poumon, le foie,

la rate ou le rein), surtout dans le cas des infections sévéres
{Grove et al., 1979; Van Marck et al., 1983). Chez quelques espéces
filariennes, on observe une fluctuation dans le nombre des microfi-
laires présentes dans la circulation selon un rythme previsible sur
une période de 24 heures. Ce phénoméne est connu sur le nom de pério-
dicité circadienne (Manson, 1888; Hawking, 19674 Anderson et al., 1975).
Les facteurs responsables de cette périodicité sont probablement phy-
siologiques; le reldchement de 1'hdte pendant le sommeil serait res-
ponsable de la migration microfilarienne 4 la périphérie pendant la
nuit, mais cette explication ne serait pas applicable dans le cas

des filaires qui ne présentent pas de périodicité. I1 a été avancé




comme explication la possibilité d'une réponse des microfilaires

a 1'02 ou au C02. Manson (1888), a suggéré gqu'une adaptation de la

microfilaire a lieu suivant les heures auxquelles le vecteur prend
son repas sanguin.

IT est clair qu'une bonne connaissance de ces mécanismes
biologiques parasitaires est indispensable pour mieux combattre les
maladies causées par les filaires.

Les filarioses sont des maladies chroniques qui ne
mettent que rarement la vie du malade en danger. En cela, elles se
distinguent de certaines affections tropicales comme par exemple le
paludisme ou la maladie du sommeil qui entrafnent un taux de
mortalité éleve.

De toutes les filaires , 0. volvulus et Tes filaires

lymphatiques W. bancrofti et Brugia sont les plus redoutables.

0. volvulus peut entrainer des 1ésions oculaires conduisant a la
cécité, et les filarioses lymphatiques peuvent présenter dans certéins cas
des manifestations cliniques extrémes d'éléphantiasis.

Les filarioses réprésentent un grave probléme du fait que
la majorité des individus habitent, dans des conditions trés pauvres,
dans Tes villages ruraux-des pays en voie de développement ol les
conditions de santé sont reliées & une survie économique. I1 existe
donc des motivations humaines et économiques pour contrdler ces
maladies. Cependant, peu de travaux ont été effectués dans 1'immu-
nologie des filarioses car elles ont une spécificité étroite pour
1'espéce humaine et leurs cycles évolutifs ne peuvent étre maintenus
sur des animaux de laboratoire ; ceci est le cas d'0. volvulus et de

W. bancrofti, agents responsables des deux filarioses humaines majeures.

Les études doivent donc étre effectuées obligatoirement sur les malades.



10

Néanmoins, quelques travaux ont été réalisés : Cross et al.
(1979) ont obtenu la maturation et la production de microfilaires de

W. bancrofti chez des singes; Duke, (1959) a utilisé aussi des singes pour

étudier la Loase; Schacher, (1973, 1974) a décrit 85 cycles filariens,
naturels ou expérimentaux et souligné les avantages présentés par
Tes cycles établis chez les rongeurs, les chats, les chiens et les petits
primates, ceci bien que le maniement de ces cycles soit délicat et
qu'a quelques exceptions prés, aucun de ces modéles ne se rappro-
che suffisamment de la filariose humaine pour permettre une extrapola-
tion directe.

Dans les derniéres années, plusieurs travaux ont été effectués
dans Te domaine de la filariose expérimentale des rongeurs.
La découverte Vd‘une remarquable susceptibilité des Mérions a 1'in-
fection par B. malayi (Ash et Riley, 1970 et Ash, 1973), a permis 1'cb-

tention de filaires humaines vivantes dans le laboratoire.

Les modéles expérimentaux qui ont été étudiés dans ce travail
sont ceux de la filaire humaine B. malayi et de la filaire expérimentale

Dipetalonema viteae (voir chapitre IIL,paragraphes 3.2 et 3.3).

La grande spécificité de 1'hGte vis-d-vis des filaires s'ex-
prime: particuliérement contre la larve infestante (L3) (Townson et al.,
1981; Ahmed, 1967; Haque et al., 1981), Des hdtes vertébrés qui mon-
trent une résistance vis-da-vis des larves (L3) peuvent par contre sup-

porter, au moins pendant quelques semaines, le transfert de vers




11

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. viteae et B. malayi pour 1'étude de

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




L'IMMUNITE AUX ANTIGENES FILARIENS

2.1, Réponse immune de 1'héte

2.1.1. Larve infestante (L3)

Dans les filarioses, des études épidémiologiques en zones
endémiques indiquent que tous les individus sont exposés de la méme

fagon a des infections par des filaires. Bien que certains individus

présentent des symptomes aigus dus & 1'infection, d'autres ne montrent

aucun signe clinique ou parasitologique. Les travaux de Denham et al.,

(1972b) montrént que parmi une population de chats ayant regu des in-

fections répétées de 50 larves infestantes de BrugTa-pahangj tous Tes

10 jours, certains animaux sont capables & un monent donné d'é@liminer
la microfilaire présente dans la circulation. Ces résultats suggérent
que des réinfections successives par des larves infestantes (L3) peu-
vent conférer une immunité qui se traduit par 1'é@limination de la mi-
crofilaire du torrent circulatoire et par une prévention d des infec-
tions ultérieures. Néanmoins, il existe peu d'évidence directe con-
cernant 1'immunité dirigée contre la larve infestante chez des hdtes
susceptibles. En conséquence des hftes naturellement résistants aux
infections par différentes filaires ont &té utilisés pour analyser
la réponse immune vis-a-vis de larves Ly (Vincent et al., 1980 ;
Suswillo et al., 1980 ; Haque et al., 1981).

Les rats peuvent &tre infeetés par B. pahangi mais le para-
site se développe difficilement, et la microfilarémie ne s'observe
pas dans toutes les souches de rats infectés (Weller, 1978; Sucharit

et Mc Donald, 1973). Ceci suggére 1'intervention de facteurs géné-

tiques dans le développement de 1'infestation (Fox et Schacher, 1976).

12




13

D'autre part, des rats et des souris dépourvus de thymus
("nude") sont susceptibles aux infections par des filaires, ce qui
souligne 1'importance des cellules T dans 1'immunité contre les larves
L3. Les rats dépourvus de thymus permettent le développement de 1'infec-
tion par D. viteae (Haque et al., 1981), et la résistance des souris 3
1'infection de B. pahangi est partiellement dépendante du thymus
(Vincent.gg_gl;, 1982 ; Suswillo et al., 1980). L'infection par
B. pahangi est plus longue chez les rats "nude" que chez les rats nor-
maux de la souche PVG chez lesquels on observe une absence de micro-
filarémie ou de vers aduTtes associée a la présence d'IgE ; ceci suggére
la possibilité d'un rbdle protecteur des IgE et 1'intervention des 1ympho-

N\
cytes T.

Le réle des anticorps peut &tre étudié in vivo par le transfert
passif d'un immunsérum ou par blocage de la synthése d'anticorps a 1'aide

d'un sérum ant17u. Ainsi, dans les infections par Schistosoma mansoni, le

transfert passif d'un immunsérum a des rats de différentes souches
(Perez, 1974 ; Phillips et al., 1977) ou'des injections de sérum anti7p
a des rats nouveau-nés (Bazin‘gz_gl;, 1980) ont montré que les anticorps
jouent un rdle fondamental dans 1'immunité contre S. mansoni. De telles
études in vivo n'ont pas été effectudes dans les infections filariennes,
mais in vitro des cultures de parasites en présence d'anticorps seuls

ou d'anticorps associés a différentes populations cellulaires ont mis

en évidence le réle des anticorps dans 1'immunité contre la larve infes-
tante L3. Dans les travaux de Tanner et Weiss (1981b), les larves L3

de D. viteae sont maintenues chez des mérions sains pendant 5 jours,
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avant d'8tre incubées in vitro en présence du sérum normal ou d'un
immunsérum. Toutes les larves cultivées en présence de 1'immunsérum

meurent sans changer de stade. Par contre, 50 % des larves cultivées
en présence d'un sérum normal subissent une mue et seulement 16 %
d'entre elles meurent. L'immunsérum devient inefficace aprés chauffage
a 56°C pendant une demi-heure, indiquant que les anticorps impliqués
dirigés contre la surface de la larve infestante seraient de type IgM
ou IgE ; i1 n'est pas possible d'exclure le role du complément dans la
réaction. Haque et al. (1982) observent que la destruction des larves
L3 de D. viteae par des cellules (principalement des éosinophiles, mais
aussi des macrophages) est dépendante du complément. Johnson et al.
(1981) montrenf que des granulocytes de félin peuvent adhérer a la
larve infestante de B. pahangi en présence d'anticorps dirigés contre

la larve L3 ; cette adhérence n'est pas altérée par une inactivation

préalable du sérum. Higashi et Choudhury (1970) ont observé une adhésion
sélective des éosinophiles vis-a-vis des larves infestantes de W. ban-
crofti,en présence d'anticorps anti-larve L3, contenu$ dans le sérum de

patients jnfestés avec W. bancrofti. D'autres travaux montrent la des-

truction des larves L3 de B. malayi, in vitro, faisant intervenir des

cellules et des anticorps (Sim et al., 1982). Les anticorps impliqués

dans cette lyse in vitro et présents dans le sérum de patients ayant
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un éléphantiasis et une éosinophilie pulmonaire tropicale, ainsi que

dans le sérum de patients ayant un éléphantiasis et une éosinophilie
pulmonaire trOpicale; ainsi que dans le sérum de patients amicrofi-
larémiques, seraient de type IgG. Des anticorps dirigés contre la
larve infestante d'0. volvulus sont présents dans les sérums d'indi-

vidus vivant en zones endémiques (Mackenzie, 1980).

2.1.2. Microfilaire

La réponse immunitaire dirigée contre la microfilaire,
cible principale contre Taquelle 1'hdte vertébré peut diriger la

réponse immunologique, est probablement 1'aspect le plus étudié des

filarioses.

Dans le domaine de la filariose expérimentale, plusieurs
travaux montrent le développement d'une immunité acquise contre la
microfilaire présente dans la circulation sanguine. Duke (1960) uti-
lisant des singes pour étudier la loase, Ramakrishnan et al. (1962)
avec des rats albinos infectés par L. carinii, Haque et al. (1978a)
avec des hamsters infectés par D. viteae et Worms (1972) avec des
chiens infectés par différentes espéces de Dirofilaria, ont observé que
les vers adultes, trouvés d& 1'autopsie quand la microfilarémie avait

disparu de la circulation (infection latente ou occulte), étaient ca-

pables de produire a nouveau des microfilaires quand ils étajent trans-

férés chez des hétes sains.
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Différents auteurs ont observé une corrélation entre la dis-
parition de la microfilarémie et 1'apparition d'anticorps, aussi
bien dans le cas des filarioses humaines qu'expérimentales (Ponnudurai
et al., 1974; inss, 1978; Wong et Guest, 1969; Grove et Davis,
1978). C'est ainsi que le transfert répété d'un sérum contenant des
anticorps anti-microfilaires, réduit considérablement le nombre de mi-

crofilaires chez des chiens infectés avec D. immitis ou B. pahangi

(Wong, 1964 ). De méme, le transfert du sérum de hamsters ayant une
infection latente et un stade précoce de la microfilarémie, supprime
les parasites en circulation chez les hamsters receveurs (Haque et al.,
1978a). Par contre, le transfert du sérum de hamsters au moment du pic
de la microfilarémie &tait moins &éfficace. Le transfert passif de sé-
rums de souris immunisées avec des extraits solubles de microfilaires

de B. malayi, a conféré une résistance (entre 77 et 100 %) aux rece-

veurs sains vis-a-vis des microfilaires (Kazura et Davis, 1982).

Les anticorps peuvent agir en coopération avec des cellules
dans 1'adhérence et 1a destruction des microfilaires in vivo. Les
microfilaires de D. viteae,implantées chez des hamsters dans des
chambres "micropore"”sont tuées aprés 24 h chez des animaux amicro-
filarémiques mais restent vivantes chez les hamsters sains. Par
contre,chez les hamsters microfilarémiques on observe une mortali-
té partielle (Weiss et Tanner, 1979). Les cellules impliquées dans
1'adhérence sont principalement des neutrophiles et quelques éosi-
nophiles (Rudin, 1980). Une adhérence de ces cellules et la destruc-
tion des microfilaires chez les animaux sains en présence soit de
sérum de hamsters amicrofilarémiques,soit de la fraction 195 de ce
sérum,ont été constatées. Ceci suggére la participation des anticorps
de type IgM chez des hamsters infectés par D. viteae. Des hamsters dé-

pourvus de thymus,sont capables de contrdler la microfilarémie et de pro-
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duire des IgM. La production de ces immunoglobulines est‘généralement
indépendante des cellules T (Weiss, 1978). Le contrdle et la suppression

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

jours indépendants des cellules T. Chez des souris consanguines
Balb/c "nude " infectées, le contrdle de la mfcrofi]arémie est dé-
pendant des cellules T ; par contre, la destruction de la micro-
filaire chez les souris non consanguines'nude "est indépendante des
cellules T (Haque et al.,1980b). Thomson et al. (1979) ont étudié
1'élimination de la microfilarémie de D. viteae chez des souris
ayant regu des vers femelles par voie sous-cutanée. L'évolution de
1a microfilarémie chez des souris CBA/H normales et CBA/N consan-
guines est différente ; les animaux de Ta souche CBA/N ne répondent
pas a certains antigénes indépendants du thymus et on peut noter
une diminution du taux des IgM et des IgG3. D'autre part, 1'inca-
~pacité de ces animaux a éliminer les larves Lj est en corrélation
avec 1'absence d'anticorps IgM et suggére la participation de ces

immunoglobulines dans la disparition de la microfilarémie.

La réponse immune de 1'hdte vis-a-vis de la microfilaire dans les
infections par D. viteae chez des rats est différente de celle des. sou-
ris. La destruction de la microfilaire se fait principalement par les IgE

dont la production est dépendante des cellules T (Haque et al., 1981).

Des études d'immunoadsorption ont identifié des IgE dans du sérum

de rats amicrofilarémiques aprés une deuxieme transplantation. En
présence de ce sérum, les auteurs constataient 1'adhérence des
macrophages de rats sains aux microfilaires in vitro et la mort

de 90 % des parasites apreés 16 a3 24 heures de culture. Cette destruc-
tion de la microfilaire semble étre spécifique du stade évolutif

parasitaire. Une réponse similaire, faisant intervenir des IgE et



des macrophages,a été observée dans les infections par L. carinii
chez des rats (Mehta et al., 1980). Dans les infections par

D. viteae chez des rats, des neutrophiles en présence des IgE, des
IgG et du complément, peuvent tuer la microfilaire in vitro, mais
1'absence d'un de ces facteurs sériques permet la survie du parasite

(No&l et al., 1984).

De nombreux auteurs ont montré que les microfilaires de
plusieurs espéces sont tuées in vitro par des réactions faisant
intervenir des anticorps et des cellules,mais les cellules et les.
anticorps impliqués sont de types différents. Ainsi, Johnson et al.,
(1981) observent 1'adhérence et la destruction de la microfilaire
de B. pahangi par des éosinophiles de félin, en présence des IgG.
Les travaux de E1 Sadu et al. (1983) montrent la destruction de la
microfilaire de D. immitis par des neutrophiles en présence des IgM.
Pour B. malayi, Aiyar et al. (1982) observent principalement des neu-
trophiles mais aussi des éosinophiles qui adhéerent et détruisent les
microfilaires en présence des IgG. Mehta et al. (1981) obtiennent

1'adhérence et la destruction de l1a larve L de W. bancrofti par des

neutrophiles, en présence des IgG dirigées contre la gaine de la
microfilaire. Enfin, Greene et al. (1981) montrent la destruction de
la microfilaire d'0. volvulus par des éosinophiles mais aussi des

neutrophiles, en présence des IgG.

2.2. lmmunisation par différentes sources d'antigénes

Des injections avec des antigénes somatiques provoquent
une réponse humorale mais cette réponse n'est pas toujours suivie
d'une augmentation de la résistance a 1'infection (Stoll, 1961 ;

Silverman, 1970). Une série d'injections d'homogénat de vers

18
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adultes de Dirofilaria immitis a des chiens ne réduit pas le nombre

de vers adultes (Feng, 1937). D'autres essais d'immunisatioh par des
extraits de vers adultes ne conférent pas une protection appréciable
(Murata, 1939 ; Krishnaswami et Pattanayak, 1959). Par contre, des
travaux indiquent la possibilité de conférer une immunité par des
injections d'homogénat de vers adultes. Des hamsters recevant des ex-
traits de vers femelles gravides de D. viteae sont capables de réduire
significativement le nombre de vers adultes et de microfilaires
établies lors d'une réinfection (Haque et al., 1978a). Dans

une autre étude (Mehta et al., 1981), 1'immunisation de rats albinos en
présence d'adjuvant complet de Freund, avec des microfilaires ou des
larves infestantes de L. carinii, soumises aux ultrasons, réduit la
survie des vers adultes de 12 % a 1 %, et les microfilaires ne sont pas
détectables. L'homogénat provenant de vers adultes et qui ne contient
pas de microfilaires n'est pas efficace. Ces résultats et d'autres
travaux montrent que les effets de 1'injection d'antigénes somatiques
dépendent de la qualité de la préparation mais aussi du mode d'immu-
nisation. Par exemple, chez des hamsters qui regoivent deux injections
d'un homogénat de 25000 microfilaires fraiches, aux jours 40 et 45 aprés
une injection de larves 1nféstantes, on observe une réduction du nombre
de microfilaires par rapport aux témoins. Par contre, des hamsters
recevant six injections d'homogénat de 500 microfilaries tous les 4
jours, présentent dés le 25éme jour aprés la derniére injection une
augmentation de la microfilarémie. La microfilarémie a persisté plus
longtemps chez ces animaux que chez les témoins et le traitement n'a pas

eu d'effet sur le nombre de vers adultes (Haque et al., 1978a).
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Des vaccins produits a partir de larves L3 irradiées stimulent
faiblement la réponse immune de 1'hdte contre les infections par des
filaires et ils ne conférent pas une protection immune appréciable.

Des injections par des larves L3 irradides de Brugia malayi a des

singes rhésus et a des chats n'ont pas donné une réponse immune
protectrice et les femelles ne sont pas devenues stériles
(Ramachandran, 1970 ; 1975). Par contre, si les larves regoivent
une dose élevée d'irradiation, elles peuvent conférer une certaine
immunité lors d'une réinfection. L'injection de larves infestantes
irradides de L. carinii a des rats albinos a des effets marqués sur
les adultes et sur la microfilarémie. La dose d'irradiation était
importante et une résistance efficace est observée & une dose de 40
Krad (Rao, 1977). Des résultats semblables ont été observés lors des

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

des chiens avec Brugia pahanqgi et des chiens avec Dirofilaria immitis

(Denham, 1980).

2.3. Mécanismes d'évasion du parasite 4 la réponse immune de 1'hdte

Malgré la diversité des mécanismes de défense mis en oeuvre
par le systéme immunologique de 1'hdte, les filaires ont la capacité
de survivre trés longtemps chez leurs hftes vertébrés. Nous pouvons
supposer que les filaires ont, soit la possibilité d'esquiver les
mécanismes de défense mis en jeu par leurs hOtes, soit qu'elles
s'adaptent a cette réponse immunitaire. Ces mécanismes d'évasion
pourraient expliquer la survie du parasite, la pérennité de 1'infec-

tion et donc de sa transmission.




Le phénoméne de variation antigénique,observé chez certains
protozoaires,ne se présenterait pas dans le cas des helminthes.
Néanmoins, par ]'uti]isation d'un marqueur enzymatique, la
phosphatase acide, des différences antigéniques ont été observées entre

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

tigres et celles provenant de savane au Cameroun. Le; filaires adultes
provenant de souches de savane péssédent un antigene qui est absent
sur les vers adultes des souches forestigres (Bryceson et al., 1976).
En utilisant la méme technique, Brun-Munzinger et Southgate (1977),
Yarzabal et al. (1983) ont observé des souches différentes de micro-
filaires d'0. volvulus ; 5 types de répartition de 1'activité enzy-
matique ont pu ainsi &tre répertoriés. D'autres auteurs ont indiqué
des différences au.niveau des microfilaires d'0. volvulus : formes
“large" et "petite" , les deux formes pouvant Etre présentes en

méme temps chez un méme patient (Watson, 1960 ; De Buen, 1971).
L'activité thérapeutique de la di&thylcarbamazine (DEC) dans les
infections filariennes s'effectue, en partie, par 1'intermédiaire
des anticorps anti-filariens ; 1'existence d'un nombre réduit de
microfilaires aprés traitement par le DEC, suggére la présence

d'une population microfilarémique hétérogéne du point de vue anti-
Qénique chez Te méme hdte (Kobajaski et al., 1969 ; Piessens et
Beldekas, 1979).

Un des mécanismes possibles d'évasion du parasite a la réponse
immune pourrait s'effectuer par 1'adsorption non spécifique d'antigénes
de groupes sanguins ou d'autres antigénes de 1'hdte, mais aucune preuve
directe ne vient argumenter cette hypothése. L'utilisation de techniques

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



groupes sanguins A et B pouvaient s'adsorber sur la gaine de la micro-

filaire de L. loa et W. bancrofti ; cette adsorption est réversible par

incubation in vitro avec le sérum d'un groupe sanguin différent

(Ridley et Hedge, 1977).

Des facteurs sériques de 1'hdte ont été observés a la sur-
face de la microfilaire de L. carinii (Court et Storey, 1981). De
1'albumine sérique de 1'h0te est adsorbée par la microfilaire

d'0. gibsoni (Mitchell et al., 1982 ; Forsyth et al., 1982), de

W. bancrofti (Maizels et al., 1384) et de L. carinii (Philipp et al.,

1984). Malgré ces observations, il n'y a pas d'évidence sur le fait

que ces molécules adsorbées a la surface du parasite vont altérer 1la

réponse immune de 1'hGte.

Le parasite pourrait libérer des substances qui auraient un
effet régulateur sur la réponse immune. Le surnageant de culture des
vers mdles provoque une augmentation de la microfilarémie chez les
hamsters lorsqu'il est administré avant une infection par des larves

L3 (Haque et al., 1978). La fraction dialysable de 1'incubat de vers médles

adultes de D. viteae a un effet inhibiteur sur la dégranulation des |
mastocytes (Haque et al., 1983); démontré par un test de PCA
(Anaphylaxie Cutanée Passive).

Différents travaux montrent une altération de la réponse immu-
nologique dans les filarioses. Une immunodépression généralisée a éteé
observée chez des hamsters et des gerbilles infectés par D. viteae
(D'Alesandro et Klei, 1976). Chez des malades infectés chroniquement

par W. bancrofti, i1 se produit également une immunodépression avec une




diminution de la réponse immunitaire humorale et cellulaire, vis-a-vis
d'antigénes non filariens (Grove et Forbes, 1979). Par contre, les
résultats obtenus par différents auteurs dans les infections humaines
et dans le domaine de la filariose expérimentale suggérent un état
d'immunodépression spécifique dans les infections par des filaires.
Ainsi, les travaux de Ottesen et al., (1977) sur des malades infectés

par des filaires lymphatiques, ceux de Bartlett et al.(1978) sur des malades

infectés par 0. volvulus, ceux de Portaro et al. (1976) chez des
gerbilles infectées avec B. Qéhangi, ceux de Weiss (1978) chez des
hamsters infectés avec D. viteae et enfin ceux de Haque et al. (1981)
chez des souris infectées par D. viteae, montrenf que les individus
ou les animaux infectés, présentant une microfilarémie, répondent
faiblement ou pas du tout vis-a-vis des antigénes filariens ; par

contre, la réponse a d'autres antigénes ou a des mitogenes est normale.

2.4. Antigénesparasitaires

En ce qui concerne 1'interaction hGte-parasite, plusieurs ar-

ticles ont indiqué 1'efficacité du systzme immunitaire de 1'hdte
vis-a-vis des nématodes parasites (Ogilvie et Love, 1974 ; Wakeline,
1978 ; Ogilvie, 1979 ; Maizels et al., 1982), mais le ou les méca-
nisme(s) d'action impliqué(s) restai(en)t & élucider. Au cours des
derniéres années, et a partir d'une observation faite par Butterworth
et al. (1975) sur la destruction des schistosomes, il a également été

possible d'obtenir la destruction des larves nouvellement pondues de

Trichinella spiralis in vitro, en présence d'anticorps, de complément

et de leucocytes (Kazura et Grove, 1978 ; Mackenzie et al.., 1978).
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C'est ainsi que, pour la premigre fois, était démontrée 1'existence
de mécénismes effecteurs cellulaires dépendant d'anticorps‘actifs

in vitro sur des nématodes. Les anticorps responsables de 1'adhé-
rence des cellules au parasite ont pu étre éliminés en les incubant
avec des parasites vivants, confirmant ainsi indirectement que des
anticorps spécifiques dirigés contre des antigénes de surface jouent
un rdéle fondamental dans la destruction de nématodes parasites

in vitro. D'autre part, ces études ont montré qu'en surface se
trouvent des antigenes trés importants, responsables de 1'activation

des mécanismes effecteurs qui provoquent la mort du parasite.

Les parasites filariens sont aussi susceptibles d'@tre détruits
in vitro par des cellules faisant intervenir des anticorps, au moins
en ce qui concerne la microfilaire ; ces mécanismes pourraient cons-
tituer un modéle général dans 1'élimination des nématodes parasites

(Ogilvie et al., 1980 ; Haque et Capron, 1984).

Ces études ont permis de mettre en valeur 1'importance de la
surface des nématodes dans 1'élimination de ces parasites par 1'hdte,
et c'est ainsi que les premiers travaux concernant 1'identification des
antigénes impliqués dans'la reconnaissance de ces parasites ont été
effectués. Les travaux réalisés par Parkhouse et al., (1981) sur

des larves de Trichinella spiralis aprés iodination de :sa surface par

la méthode de la chloramine T (Hunter et Greenwood, 1962) , et par le
réactif de Bolton-Hunter, ont montré que la surface de nématodes vi-
vants peut &tre marquée sans avoir d'effet sur la viabilité des pa-

rasites et que les molécules radioactives peuvent &tre.




solubilisées et immunoprécipitées par des anticorps. Ces études, ainsi

que celles réalisées par Maizels et al. (1983a) avec Nippostrongylus

brasiliensis, montrent qu'un répertoire antigénique limité est expri-

mé a la surface de ces nématodes parasites. Un cas extréme de ce ré-

pertoire antigénique 1imité est illustré par la filaire Litomosoides

carinii. L'immunoprécipitation des antigénes de surface, aprés marquage

4 1'1251 sujvie d'une analyse en gel de polyacrylamide-SDS, a permis
d'identifier un antigéne majeur de 55000 daltons a la surface des

adultes et de la larve L3 (Philipp et al., 1984). Des réactions croisées
ont été observées entre les différents stades de L. carinii. Bien que des
antigénes spécifiques de stade aient été mis en évidence par immunofluo-
rescence dans les trois stades de D. viteae (Weiss et Tanner, 1981 ;
Baschong et al., 1982), d'autres études indiquent une grande fréquence de
réactions croisées entre les différents stades et espéces de parasites fi-
lariens. Ainsi, les travaux de Maizels et al. (1983) ont montré des réac-
tions croisées entre les trois stades évolutifs des membres du genre
Brugia. Les sérums d'infection de souris contre un stade évolutif ou une
espéce ont des anticorps qui reconnaissent les antigénes de surface des
autres stades et espeéces. Les antigénes de surface d'adultes de B. malayi,

B. timori et B. pahangi sont trés homologues, ainsi que les antigénes de

surface de la larve infestante L3 des trois espéces et la microfilaire de

B. malayi et B. pahangi. Ces antigénes de surface, présentant des réactions

croisées, devraient rendre difficile la mise au point d'un test d'immuno-
diagnostic spécifique. Forsyth et al. (1981) ont utilisé la filaire bo-
vine 0. gibsoni pour développer un test d'immunodiagnostic. Ces auteurs

ont pensé que si certains des antigénes de surface de la microfilaire
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de ce parasite étaient spécifiques de-stade entre les membres du

genre Onchocerca, ce test pourrait &tre utilisé pour détecter des
infections récentes ou chroniques. I1s ont observé que 8 des antigénes
majeurs marqués a la surface de la larve Lj étaient précipités par les

anticorps présents dans le sérum de patients infectés avec 0. volvulus

et W. bancrofti. L'analyse plus détaillée des antigénes de surface de

la microfilaire d'0. gibsoni par électrophorése bidimensionnelle a
toujours montré des réactions croisées au niveau des antigénes de

surface.

De nouvelles possibilités dans la détection des antigénes
spécifiques sont offertes par 1'utilisation d'anticorps monoclonaux.
Ainsi, Canlas et Piessens (1984) on pu mettre en évidence des antigénes
spécifiques de stade de B. malayi par 1'utilisation d'anticorps monoclo-
naux, quelques uns de ces anticorps monoclonaux reconnaissent des an-
tigenes spécifiques de chacun des trois stades de B. malayi. Par
contre, certains anticorps monoclonaux reconnaissent des antigénes

communs a la filaire D. immitis, au nématode T. spiralis et au trématode

S. mansoni.

Le diagnostic des infections filariennes dépend encore en
grande partie de la détection des parasites, principalement de la
microfilaire au niveau de la peau (malades onchocerquiens) ou dans la

circulation sanguine (infections par B. malayi et W. bancrofti). Un

diagnostic parasitologique n'est pas toujours adéquat étant donné les
caractéristiques des infections filariennes. Par exemple, les infections
prépatentes ou celles ne présentant pas de signes cliniques ne seront pas

détectées. D'autre part, la différenciation entre les manifestations




27

cliniques des malades en zones endémiques est importante pour le
traitement de la maladie, d'ol 1'intérét de disposer de tests de
diagnostic spécifiques. I1 faudra donc aussi avoir recours a des

antigénes spécifiques d'espéce ou de stade.

Les tests de diagnostic sont basés sur la détéction des anti-
corps dans le sérum des malades par 1'utilisation de différentes sour-
ces d'antigénes. Ces antigénes sont généralement obtenus & partir de cou-
pes d congélation de vers adultes (Ambroise-Thomas et al., 1974) pour
des testsd'immunofluorescence indirecte,ou-a partir des extraits de fi-
laires animales (Capron et al., 1968; Kagan et Norman, 1974; Ambroise-
Thomas, 1980) pour des tests d'hémagglutination (Rose et al., 1966) ou
de fixation de complément (Hedge et Ridley, 1977). I1 faut souligner
que le test d'immunoélectrophorése offre plus d'exactitude dans le
diagnostic de 1'infection, méme si des extraits de vers adultes de
D. viteae sont utilisés ; 1a position de 1'arc majeur de précipitation

varie en fonction du type de filariose concernée (Capron et al., 1968).

Les méthodes utilisées pour la préparation des extraits anti-
géniques sont souvent drastiques, pouvant provoquer une dénaturation ou
un réarrangement au niveau des molécules réactives spécifiques. La
présence de molécules de 1'héte associées aux parasites représente
aussi une difficulté dans la purification du matériel antigénique ;

elles ont été observées dans des extraits antigéniques de vers
adultes d'0. volvulus (Capron et al., 1968 ; Marcoullis et Grasbeck,
1976). D'autre part, se pose le probléme de Ta spécificité des tests,
étant donné qu'il existe une parenté antigénique,d'une part entre les

filaires, et d'autre part entre les filaires et d'autres nématodes.
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I1 a été observé que les produits d'excrétion et de sécrétion
(ES) de parasites peuvent offrir des possibilités pour la détection des
infections filariennes. Ainsi, ces antigénes (ES) se sont révélés trés

spécifiques dans le diagnostic des infections par Toxocara canis

(De Savigny et Tizzard, 1977). Par contre, les produits d'excrétion

et de sécrétion de la microfilaire d'0. volvulus montrent des réactions
croisées vis-a-vis des anticorps présents dans le sérum de patients
infectés avec L. loa (Schiller et al., 1980). Les travaux de Daveau

et Ambroise-Thomas (1982) ont permis d'améliorer la sensibilité et la
spécificité du test d'ELISA pour le diagnostic des infections dues a

0. volvulus grdce a 1'utilisation des produits d'excrétion ét sécrétion
de vers adultes de ce parasite. Des résultats similaires ont été obtenus
dans le diagnostic des infections par L. loa avec des produits d'excré-

tion et sécrétion dans le test d'ELISA.

D'autre part, la détection des antigeénes circulants offre une
alternative pour le diagnostic des infections filariennes. Les antigénes
circulants sont définis comme des substances solubles d'origine parasi-
taire dans la circulation sanguine. Leur présence pourrait constituer
un marqueur de 1'infection pendant la période prépatente. Ainsi, des
antigénes circulants ont été détectés dans le sérum de patients oncho-
cerquiens par 1'utilisation d'un immunsérum anti-0. volvulus obtenu chez
le Tapin (Ouaissi et al., 1981); mais ce sérum a montré aussi des réactions
croisées avec les antigénes circulants d'autres infections filariennes

(W. bancrofti, L. loa, B. malayi). Dans ce contexte, 1'utilisation des

anticorps monoclonaux offre de nouvelles possibilités. Un anticorps

monoclonal de type IgM dirigé contre Q. volvulus a permis 1'identification
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des antigenes circulants par un test de radioimmunoprécipitation par
le polyéthyleéne-glycol (RIPEGA) dans le sérum de malades infectés par
ce parasite (Des Moutis et al., 1983). L'utilisation de 1'anticorps
monoclonal dans ce test a permis d'augmenter le degré de spécificité
par rapport & 1'immunsérum anti-0. volvulus dans le méme test. De
méme, un anticorps monoclonal de type IgM anti-B. malayi peut détecter
des antigenes circulants dans le sérum de patients et d'animaux in-
fectés avec B. malayi par un test de RIPEGA (Haque et al., 1984).
L'anticorps monoclional détecte des molécules d'origine parasitaire
dans le sérum des animaux infectés depuis 15 jours, donc ce test -
pourrait détecter 1'infection & une phase précoce avant qu'elle ne

devienne patente.

Dans 1'étude des infections filariennes, un aspect important

concerne les manifestations pathologiques et cliniques causées par les

filaires lymphatiques et celles observées chez Tes malades onchocerquiens.

Des études sur la pathologie des individus et des animaux d'expérience
infectés par des filaires suggérent que les manifestations cliniques
des filarioses sont le résultat de la réponse immune'dell}hﬁte aux

antigénes parasitaires. Néanmoins, peu d'études ont été réalisées pour

1'identification des molécules d'origine parasitaire, présentes a la
surface ou dans les extraits somatiques des parasites, responsables
de ces manifestations pathologiques et cliniques. Les 1ésions 1lympha-
tiques, observées lors d'une infection filarienne, sont probablement
une conséquence de la réponse immune de 1'héte contre les antigénes
filariens. Ainsi, la présensibilisation des mérions avec des micro-
filaires et des extraits antigéniques de vers adultes de B. pahangi

augmente 1'intensité des 1ésions lymphatiques chez ces animaux,
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aprés une infection (Klei et al., 1982). La microfilarémie des mérions
présensibilisés par des microfilaires est moins élevée que celle des

animaux recevant des extraits antigéniques de vers adultes.

Dans 1'éosinophilie pulmonaire tropicale lors des infections
par les filaires lymphatiques, ces manifestations seraient le résultat
de la réponse immune vis-a-vis de la microfilaire. En général, les
microfilaires ne sont presque jamais observées dans la circulation
mais elles sont éliminées au niveau du poumon et dans les ganglions
Tymphatiques (Webb et al., 1960 ; Joshi et al., 1969). La transfusion
de microfilaires, suivie d'une infection par des larves L3 de
D. immitis, induit le méme syndrome (éosinophilie pulmonaire tropicale)
chez des chiens (Wong, 1974) ; malgré le développement de la larve
infestante en vers adultes, ces animaux ne présentent pas de micro-
filarémie.

I1 a été postulé qu'un contact prénatal avec des antigénes
parasitaires pourrait influencer la réponse immune des enfants lors

d'une infection filarienne. Weil et al. (1983) ont rapporté la possi-

bilité d'une sensibilisation allergique prénatale aux antigénes filariens

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

modéle expérimental, les travaux d'Haque et Capron (1982) montrent
que le passage transplacentaire de Ta microfilaire de D. viteae chez
des rats induit une tolérance antigénique spécifique. Des études
récentes suggérent que les molécules tonlérogéniaues. sont présentes a
la surface et dans les extraits somatiques de la microfilaire de

D. viteae (Haque et al., 1984).
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3.1. Animaux d'expérience

Les animaux utilisés sont des souris consanguines Balb/C

(CNRS, Orléans), mdles et femelles, dgés de 8 a 12 semaines.

3.2. Entretien du cycle expérimental de Dipetalonema viteae

e maintien au laboratoire de 1a filaire D. viteae a été
mis "au point par Baltazard et al.,(1953) et par Worms et al.,(1961)..

L'hote naturel est le mérion, Meriones libycus, un rongeur des déserts

d'Afrique du Nord et d'Asie Mineure. Le vecteur est un Argasidae;

Ornithodorus tartakovsky . Au laboratoire , le cycle est

aussi maintenu chez le hamster doré, Mesocricetus auratus

(Worms et al., 1961). Chez 1e hamster et le mérion, Tes adultes vivent
dans 1e§ tissus sous-cutanés et dans les couches musculaires superfi-
cielles. Les mdles ont une taille plus petite que les femelles et

la partie postérieure est en spirale. Les femelles matures produisent
des embryons 1arvafres,vappe]és:‘microfilaires ou Ly (premier stade
Tarvaire). Les microfilaires sont observées dans la circulation environ
7 & 8 semaines aprés 1'infestation et leur nombre est maximum.vers la
10&me ou 13éme semaine ; elles disparaissent vers la 17&me ou 19&me
semaine. Les microfilaires sont ingérées lors du repas sanguin des.
argas. Elles migrent dans la cavité générale de la tique ol elles
subissent deux mues pour devenir L3 (3&me stade larvaire). Aprés 3 a

4 semaines de développement, les L3 matures sont transmises & 1'hte

vertébré lorsque le vecteur se nourrit.
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Au cours du cycle expérimental, les hamsters (Mesocricetus

auratus) obtenus d'une source locale commerciale, & 1'3dge de 6 semaines,

sont infestés par 200 larves L3 obtenues & partir de tiques (Ornitho-

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

sur des hamsters qui présentent une microfilarémie de 60-70 microfilaires/

10 p1 de sang.

Les larves L3 proviennent de tiques infestées qui sont lavées
briévement dans 1'alcool & 70°C, rincées dans une solution saline sté-
rile puis disséquées aVec de fines aiguilles dans une solution de
Ringer contenant 100 UI de pénicilline et’100 Jg de streptomycine/ml.
Les Tarves L3 libérées sont débarrassées des morceaux de tissus prove-
nant des tiques, comptées sous 1oube binoculaire et injectées par voie

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

Environ 40 % de larves L3 produisent des vers adultes en pro-
portion sensiblement &gale de mdles et de femelles persistant au moins
200 jours. La microfilarémie apparait 55 jours environ aprés l'infes-
tation par L3, atteint un taux maximal & 75-85 jours puis décline et

s'annule & 120-130 jours.

3.3. Cycle expérimental de Brugia malayi

Le maintien au laboratoire de la filaire B. malayi a été mis

au point par Ash ,(1973).

L'hdte intermédiaire est le moustique Aedes togoi et 1'hdte

définitif est le rongeur Mastomys natalensis remplacant 1'homme, hdte

définitif naturel (voir paragraphe 1.1.). Au laboratoire, le cycle a été
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adapté aussi chez le rongeur Meriones unguiculatus, mais étant donné

que chez ces animaux, les adultes ainsi que les microfilaires se
logent dans la cavité péritonéale, ils sont utilisés principalement
pour 1'obtention de matériel parasitaire. Chez 1'hdte définitif

(Mastomys nata]ensﬁs), les adultes se logent dans les voies lymphatiques.

L'élevage des moustiques se fait dans une piéce ol 1'humidité
est maintenue constante. Les moustiques sont infestés en piquant Tle
dosrrasé des mastomys présentant une microfilarémie de 60 - 70 micro-
filaires/ 10 y] de sang. La microfilarémie reste élevée pendant trés
longtemps chez ces animaux (environ 400 jours). Environ. 3 jours
aprés le repas sanquin des moustiques, les femelles pondent des oeufs
qui donneront de nouveaux vecteurs. Les microfilaires ingérées par
les moustiques lors de 1'infestation, se transforment en larves-infes-
tantes ou L3 10 jours plus tard. A ce moment, les moustiques infestés
sont placés dans une chambre froide & 4°C afin de les endormir, lavés
dans de 1'alcool & 70 % puis dans du Hanks Wallace PS, ensuite écrasés

et filtrés dans ce méme milieu. Les larves L3 sont ainsi récupérées.

Les parasites sont comptés sous loupe binoculaire, 90 & 100 lar-
ves L3 sont injectées par voie sous-cutanée a des Mastomys ou par voie
intrapéritonéale & des mérions. Environ 90 & 100 jours aprés 1'infesta-
tion, les femelles deviennent matures et la microfilarémie est observée
dans la circulation sanguine chez le mastomys, chez les mérions la lar-

ve L] reste dans 1a cavité péritonéale.
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3.4. Préparation des microfilaires (L1) de D, viteae in vitro

Des hamsters infestés depuis 90 a 95 jours par 200 Tlarves L3,
sont sacrifiés et les vers femelles sont recueillis stérilement & partir
des tissus sous-cutanés; nous obtenons ainsi 60 & 80 femelles ( et
autant de mdles)que nous lavons dans une solution de Ringer & 37°C.

Les vers femelles sont ensuite transférés dans des flacons (Falcon)
de culture contenant 5 ml de milieu stérile (RPMI PS), & raison de

5 vers femelles par flacon. Cette culture est ainsi entretenue a
37°C en atmosphére de C0,,avec changement quotidien du milieu. Dans
ces conditions, 1es(microfi1a1res sont produites in vitro par les

vérs femelles & partir du 2éme jour de culture.

Les microfilaires sont recueillies par filtration du milieu de

culture sur filtre millipore 5 B

L'obtention de microfilaires a partir de vers femelles de

B. malayi en culture n'a pas été possible étant donné le nombre limité

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

par voie intrapéritonéale.

La filtration du liquide de lavage sur filtre millipore 5 J

permet d'obtenir les microfilaires.




3.6. Protocole d'infection

10 vers femelles adultes sont transplantés dans chaque

souris Balb/C. Ils sont introduits dans une poche sous-cutanée pratiquée

sur la partie dorsale de 1'animal qui a été préalablement rasée. Les
animaux sont anesthésiés & 1'éther et 1'intervention est effectuée
stérilement (Haque et al., 1980b, 1981).

Dans le cas d'infections par des microfilaires, les parasites
produits soit in vivo soit in vitro sont récupérés dans du milieu
Hanks Wallace et injectés par voie intraveineuse a raison de 100 000
microfilaires pour chaque souris.

L'infection avec des larves infestantes L3 se fait par voie

sous-cutanée et 70 L3 sont introduites par souris.

3.7. Les sérums

3.7.1. Sérums de malades

Les sérums de patients infectés par B. malayi sont prélevés
sur des sujets originaires d'Indonésie et Malaisie en zones de hau-
te endémie, du sexe masculin et féminin, dgés entre 25 et 40 ans. La
maladie de ces sujets est confirmée par 1'observation de la microfi-

larémie et par un test d'ELISA (Enzyme Linked Immunsorbent Assay).

Afin d'analvser la spécificité des antigénes par les sérums
de malades et les sérums d'infection expérimentale, nous avons utilisé

des sérums de patients infectés par d'autres filaires humaines,en
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1'occurrence: Loa loa et Onchocerca volvulus, ou par d'autres

helminthes tels que Schistosoma mansoni, Ascaris lumbricoides et

Dracunculus medinensis.

Les sérums des sujets normaux ont &té prélevés chez des européens
et chez des sujets originaires des zones endémiques pour lesquels les
examens parasitologiques pour la recherche d'helminthiase ont été

négatifs.

3.7.2. Sérums d'infection

Les sérums sont récoltés par ponction au niveau du sinus veineux
rétroorbital & 1'aide d'une micropipette en verre, sur des animaux
infestés soit par des larves infestantes (L3), soit par des vers adultes

femelles ou des microfilaires.

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

Une hybridation cellulaire a été réalisée en utilisant comme mo-
déle expérimental la souris ( voir page 47 ).°

Cette &tude a été réalisée sur les surnageants de culture testés
simultanément par une technique radioimmunologique en phase solide (SRIA)

et par la technique d'immunofluorescence indirecte (IFI).
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3.8.1..Technique radioimmunologique en phase solide (SRIA)

Le principe de cette technique consiste & détecter les anticorps
qui se fixent aux antigénes adsorbés sur un support solide. La réaction
est révélée par un antisérum anti-immunoglobulines de souris marqué a

111257

100 ul d'une solution de 1'antigéne total soluble de vers adultes
de B. malayi (5/11/m1) sont incubés 3 heures a température ambiante
dans chacune des cﬁpu]es d'une plaque de chlorure de polyvinyle (Micro-
titer, Dinatech) ; cette incubation permet 1'adsorption des protéines
parasitaires sur les parois des cupules. Les cupules sont lavées 2

heures d température ambiante avec 200 F] de tampon PBS

(0,01 M pH 7,4) additionné d'albumine sérique bovine & 2 % (p/v), afin
de saturer les sites actifs restants sur les parois des cupules. Les

cupules sont lavées une derniére fois en PBS.

-Réaction de SRIA

100)11 de chaque surnageant de culture a tester sont incubés 3
heures a 37°C dans des cupules traitées avec 1'antigéne. Les cupules sont
ensuite lavées deux fois avec du tampon PBS additionné de 0,1 % de BSA
et 0,05 % de Tween 20 (PBS-RIA), chaque cupule recoit 100 pl d'une

],125T

solution d'anti-immunoglobulines de souris marquée a T (100 000 cpm

par cupule).
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Aprés 1 heure de contact & température ambiante, 1a radioacti-
vité restant sur chaque cupule est mesurée dans un compteur gamma
(Beckman) ; les résultats sont exprimés en coups par minutes (cpm) et

correspondent 3 la moyenne arithmétique de 5 expériences.

Dans tous les essais le surnageant de culture de cellules myélo-
mateuses et le sérum de souris saine ont été inclus comme témoins néga-
tifs, le témoin positif &tant le sérum de souris infectées par des lar-

ves infestantes L3.

3.8.2. Immunofluorescence indirecte (IFI)

Cette technique a pour principe la détection des anticorps qui
se fixent au parasite; la révélation de la réaction est faite & 1'aide

d'un sérum anti—immunoglobulines de souris, marqué a la fluoresceine.

- Réaction d'immunofluorescence

50 F] de surnageant de culture (concentré 3 fois par lyophilisa-
tion) sont déposés sur des lames contenant des coupes & congélation de
vers adultes. Aprés 30 min d'incubation & température ambiante, 1'excés

d'anticorps est éliminé par 3 lavaces dans du tampon PBS.
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La révélation de la réaction s'effectue avec 50 ul 'd'un anti-
sérum spécifique d'immunoglobulines de souris préparé chez le lapin
(Cappel Lab. U.S.A.) marqué a la fluorescéine dilué au 1/30&me. Aprés
3 lavages dans du tampon PBS, afin d'éliminer 1'excés d'antisérum fluo-
rescent, les coupes sont colorées par une so]ution’de Bleu d;Evans au
1/10 000éme. Aprés 30 min d'incubation & 1'obscurité, les coupes sont
lavées dans du tampon PBS (3 x 10 min). Les préparations sont recouvertes
avec une goutte de glvcérol 50 % (v/v)en PBS et observées au microscope

doté d'une source de lumiére U.V.

L'expression des résultats s'effectue de 0 a5+ , selon
1'intensité de la fluorescence observée. Les témoins utilisés sont
traités dans les mémes conditions. Dans chaque lecture, nous avons inclu
un sérum de souris saine, un surnageant de culture de cellules myélo-
mateuses concentré 3 fois aprés lyophilisation et comme témoin positif un

sérum de souris infecteée,

3.9. Caractérisation des anticorps monoclonaux

La technique de double-diffusion en gel décrite par ‘Ouchterlony,
(1958) a permis 1'identification de 1'isotype des anticorps monoclonaux

montrant une réactivité contre B. malavi.

Le principe de cette technique consiste a faire réagir les anti-
corps, présents dans les surnageants de culture, avec des sérums anti-
immunoglobulines de souris. La réaction est révélée par une coloration

a 1'amidoschwarz.



3.10. Caractérisation des antigénes cibles

L'isolement et Ta caractérisation de(s) molécule(s) portant les
déterminants antigéniques reconnus par 1'anticorps monoclonal et par des
sérums d'infection ont été envisagés par la technique d'immunoprécipi-
tation. L'analyse des produits antigéniques purifiés selon cette techni-

que a été réalisée en gel de polyacrylamide-SDS.

- Matériel antigénique

Nous avons utilisé des antigénes de surface pour la formation d'immun-
compiexes. Cet antigéne provient de microfilaires produites soit in vitro
dans le cas de D. viteae, soit in vivo dans le cas de B. malayi.

Les vers adultes sont obtenus a partir des hamsters, dans le cas de
D. viteae, et au niveau de la cavité péritonéale des mérions dans le cas

de B. malayi.

3.10.1. Marquage des protéines de surface

Les protéines de surface de microfilaires et d'adultes sont

marquées par le réactif de Bolton-Hunter 125

125

I (Bolton et Hunter, 1973).
Dans ce marquage, 50 u1 (0,250 mCi I) de Ta solution de réactif sont
déposés dans un tube conique en verre et le solvant (benzéne) est éva-
poré par un faible flux de N2 a la surface. 40 x 104 microfilaires ou

10 vers adultes (mdles et femelles) repris dans 100 P] de tampon EBSS
(Earle's balanced salt solution), sont aditionnés immédiatement au réac-
tif; le marquage est réalisé & 4°C pendant 10 min. La réaction est arré-
tée par 1'addition de 20 F] d'une solution molaire de glycine dans

le tampon EBSS . Les parasites ‘ainsi traités , sont lavés 3

fois par 1 ml de tampon EBSS et centrifugés & 400 g pendant
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15 min . Aprés lavage , le dernier culot est repris dans

500 p1 de tampon Tris (0,01 M pH 8) contenant du L-1-Tosylamide-2-
Phenyl-Ethylchloromethyl Ketone (TPCK) et du N-d~p-Tosyl-1-Lysine

Chloromethyl Ketone (TLCK) comme inhibiteurs enzymatiques. Les parasites

sont ensuite soumis aux ultrasons 4 fois de suite pendant 30 secondes
d 1'aide d'une sonotrode type TC4C & une puissance de 25 N dans un appa-

reil & ultrasons Type 20-200 S (A. Pons, France).

La solubilisation est complétée par 1'addition de 120 ul de
tampon Tris 0,01 M pH 8 contenant 10% de désoxycholate (DOC). Aprés
une incubation de 20 min & 4°C sous agitation, la suspension est centri-
fugée d 10.000 g pendant 15 min. Le surnageant contient les antigénes

de surface marqués qui vont &tre utilisés dans le test d'immunoprécipi-

tation.

3.10.2. Immunoprécipitation

- Formation d'immuncomplexes.

Les immuncomplexes sont obtenus aprés incubation d'une nuit a
4°C, de 20/11 d'extrait de parasites marqués (environ 100 000 cpm) aux-
quels sont additionnés soit ZO/H de Tiquide d'ascite soit ZO/H d'un
sérum d'infection.

Le mélange est dilué dans 1 ml de tampon Tris 0,01 M, NaCl 0,15
M, pH 7,4.

Un liquide d'ascite sans activité vis-a-vis de B. malayi et des

sérums de souris saines sont utilisés comme contrdles.
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- Isolement des immuncomplexes

Le principe de cette réaction est basé sur la propriété de la
protéine A de se lier d'une fagon spécifique et réversible a la partie
constante des immunoglobulines (Kronvall et al., 1970) .

Les immuncomplexes sont mélangés avec 10 mg (poids sec) de
protéine A sépharose (CL - HB, Pharmacia, Uppsala - Suéde), incubée
préalablement avec 10 i d'antisérum spécifique des immunoglobulines de
souris ou humaines (Nordic). Aprés 3 heures de contact & 4°C sous agitatien
rotative, la suspension est centrifugée 5 min d 1000 g. Le culot est
lavé & plusieurs reprises avec du fampon Tris - HC1 0,01 M pH 8 contenant
2% de désoxycholate (DOC), Tris - HC1 0,01 M pH 8 et Tris - HC1 0,005 M
pH 8 jusqu'a ce que le surnageant soit dépourvu de radiocactivité.

L'éTution des immuncomplexes est effectuée par traitement avec
40 F] de tampon d'échantillon (Tris - HC1 62,5 mM pH 6,8, 3% SDS, 10%
Sucrose, 0,005% Bleu de bromophénol) et par chauffage pendant 3 min &
100°C. Une centrifugation de 5 min a 1000 g permet de récupérer le
surnageant qui est ensuite analysé par électrophorése en gel de

polyacrylamide-SDS.

3.10.3. Electrophorése des protéines en gel de polyacrylamide-SDS

Cette technique permet la caractérisation du poids moléculaire
des fractions antigéniques étudiées; cette technique est basée sur la
propriété du sodium dodécyl sulfate (SDS) de dénaturer les protéines de
fagcon & ce que la distance parcourue par les protéines soit fonction

de leur poids moléculaire (Laemm]i,1970).
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La séparation est effectuée dans un gel homogéne de polyacryla-
mide 10% ou 13%, contenant 0,1% de SDS dans du tampon Tris - HC1 0,375 M

ph 8,8, Les dimensions du gel sont de 14 x 16 cm et 0,75 mm d'épaisseur.

Le gel de concentration a 5 % de polyacrylamide est realisé dans du

tampon Tris - HC1 0,125 M pH 6,8 contenant 0,1 % SDS.

La migration dure 18 h a3 6 mA dans le tampon Tris-glycine ph 8,3

contenant du SDS & 0,1 %.

Le gel est ensuite coloré pendant 2 h sous agitation dans une solu-
tion 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 est faite
dans une solution d'acide acétique 8 %, méthanol 20 % ; le gel eét
déposé sur papier Whatman N°1 (Whatman Ltd, UK) puis séché par évapora-

tion sous vide dans un appareil de séchage LKB (n° 2003).

- Autoradiographie

Le gel séché est exposé sur un film X-OMAT RP KODAK (Eastman Kodak
Co., Rochester NY) entre deux écrans renforgateurs Lightning Plus

(Dupont de Nemours, France) ; le temps d'exposition varie de 14 8 jours

a - 70°C.
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4,1. Obtention et caractérisation de 1'anticorps monoclonal

AA3-44 anti-B. malayi

4.1.1. Sélection des anticorps monoclonaux

Le schéma, présenté dans la figure 2, résume les différentes
étapes de la fusion cellulaire et du clonage des cellules hybrides
qui ont permis de sélectionner le clone AA3-44.

Des cellules spléniques prélevées chez des sou-
ris Balb/C ayant subi des infections par des larves infestantes L3
sont ajoutées a des cellules myélomateuses SP 2/0 qui ne syntheti-
sent pas d'immunoglobulines; la fusion cellulaire a lieu en présen-
ce de polyéthyléneglycol (PEG) et de diméthylsulfoxide (DMSO), et
la sélection s'opére en milieu HAT (hypoxanthine , aminoptérine,
thymidine). Le clonage cellulaire a été réalisé en répartissant une
cellule par alvéole (technique de la dilution fimite); les premiers
clones apparaissent 8 & 15 jours plus tard et la sélection des clo-
nes s'opére sur le surnageant des alvéoles présentant un clone uni-
que. Le clonage est fait deux fois pour assurer la pureté du clo-
ne et afin d'éliminer les éventuels mutants pouvant survenir au
cours de la multiplication cellulaire.

La production massive des anticorps monoclonaux est obtenue par
le développement d'ascites chez les souris Balb/C.

Enfin,1'application de la technique de fusion cellulaire a per-
mis de sélectionner au laboratoire, divers anticorps monoclonaux
dirigés contre B. malayi , parmi lesquels une immunoglobuline de
type IgM, appelée AA3-44, a été plus spécialement étudiée pour ses
propriétés biologiques particuliéres. Les résultats sont montrés

dans le tableau I  ("Résistance against Brugia malayi microfila-

riae induced by a monoclonal antibody that promotes killing by
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FIGURE 2 : Production des anticorps monoclonaux. x?‘\‘"i,}




) IFIf Immunodiffusion
Anticorps| monoclonaux T ;;;;é;;a;';;;;'j".'"".'"."' Ig classe
SRIA} adultes microfilaire

AA]-29 + - +
AA]-35 + - - G
AA]-72 + + + M, G
AA2-58 + - + G ;
AA3-5 + + - G
AA3-43 + + + M
AA3—44 + + + M
AA3—80 + + - G
AA3-89 + + ‘ - N.D.
AA-96 + + - N.D.
AA4-50 + - + N.D.
AA4—70 + - + M

SRIA = Technique radioimmunologique en phase solide

IFT = Immunofluorescence indirecte

TABLEAU I
Réactivité des différents anticorps monoclonaux anti-B. malayi vis-da-vis

des adultes et des microfilaires de B. malayi
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macrophages and recognizes surface antigen(s). A. Aggarwal, W. Cuna,

A. Haque, C. Dissous et A. Capron, 1984 -Immunology, soumis & publication),

4,1.,2. Activité biologique in vitro des anticorps monoclonaux

Nous avons étudie 1'activité biologique des anticorps monoclonaux
vis-d-vis de la microfilaire de B. malayi par un test de cytotoxi-
cité en présence de cellules adhérentes et de complément.

Les cellules péritoneales de souris saines, adhérant au plasti-
que, ont été incubées pendant 5 - 7 heures en présence de 1'anticorps

monoclonal de type IgM, designé AA3-44. Des microfilaires de B. ma-

layi, obtenues a partir du sang de Mastomys natalensis infectés,

sont ajoutées & la culture. Aprés 24 h d'incubation, environ 40 %

des microfilaires sont mortes et recouvertes de cellules. Le pour-
centage de mortalité a été augmenté d& 80 % quand du sérum frais de souris
a été ajouté dans le systéme de culture. Par contre, seulement 12 %

de mortalité sont observés quand les microfilaires sont incubées en
présence de cellules et de milieu de culture et environ 22 % de mi-
crofilaires sont mortes quand il est additionné du sérum frais de

souris saine. De plus, aucune mortalité significative n'est observée

en présence de surnageant de culture de cellules SP 2/0 ou de sé-

rum de souris saine inactivé (Aggarwal et al., 1984),

4.1.3, Protection passive 1in vivo des anticorps monoclonaux

La persistance de la microfilaire de B. malayi dans la circula-

tion sanguine de souris, ayant subi une injection intraveineuse
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de larves L], est apparu comme un bon modéle pour tester 1'effica-
cité des antiCOfps monoclonaux vis-d-vis de la microfilaire. Environ
100.000 microfilaires de B. malayi ont &té injectées par voie intra-
veineuse chez chaque souris. Bien que le nombre de microfilaires dans
la circulation sanquine des souris soit variable, 1'évolution de la
microfilarémie est bien déterminée.

Les résultats obtenus de trois expériences montrent qu'environ
70 % des animaux sont résistants & la microfilaire de B. malayi
quand ces animaux ont &té immunisés par voie passive avec 1'anticorps
monoclonal de type IgM. Dans les autres animaux, bien que la micro-
filarémie ne soit pas disparue complétement, une réduction importante
du nombre de microfilaires est observée. Par contre chez les souris
non traitées, injectées soit avec un surnageant n'ayant pas une ac-
tivité anti-B. malayi,soit avec du liquide d'ascite induite par des
clones cellulaires produisant des IgM contre des tachyzoites de IQ—

xoplasma gondii, aucune réduction significative de la microfilarémie

n'est observée.

4.1.4, Identification des antigénes de surface reconnus par 1'anticorps

monoclonal AA,-44 de type IgM

Les antigénes reconnus par les anticorps monoclonaux ont été iden-
tifiés par immunoprécipitation des antigénes de surface de la micro-
filaire de B. malayi, suivie d'une analyse en gel de polyacrylamide.

Nous avons utilisé des microfilaires marquées en surface par le

réactif de Bolton-Hunter (voir paragraphe 3.10.1.). Cette méthode de con-

jugaison est rélativement douce et a é&té spécialement développée pour



gviter les problémes de dénaturation des molécules lors de 1'ex-

position & des agents réducteurs ou oxydants, comme la chloramine T
par exemple (Langone, 1980). L'iodation se fait au niveau des grou-
pements NH2 terminaux et préferentiellement sur les groupements NH2

des résidus lysine.

Le profil autoradiographique des antigénes de surface des micro-
filaires ‘iodés par le réactif de Bolton-Hunter, puis solubilisés par
un détergent ionique comme le désoxycholate de sodium, montre aprés
analyse en gel de polyacrylamide-SDS (10 %), 4 molécules majeures
avec un poids moléculaire apparent de 110 Kd, 66 Kd, 35 Kd et 20 Kd,
ainsi qu'un nombre important de bandes moins intenses (Figure 3.
piste surf).

Nous pouvons observer sur la figure 3, que les anticorps mono-
clonaux AA3-44 (piste 4 ) ainsi qu'un sérum de souris injectée de-
puis 21 jours par des microfilaires de B. malayi (piste 2 ) et
un sérum de souris ayant recu de larves infestantes L3 de B. malayi
depuis 19 jours en sous-cutané (piste 3 ), reconnaissent la molécu-
le de 110 Kd, une des 4 protéines majeures marquées & la surface des
microfilaires. Des autres antigénes de poids moléculaires apparents
de 36 et 67 Kd sont aussi reconnus par le sérum de souris injectée
par des microfilaires de B. malayi (piste 2). La molécule 110 Kd
n‘est pas precipitée par un sérum de souris saine (piste 1), les
anticorps monoclonaux anti-S. mansoni (piste 6) ou anti-T. gondii

(piste 5).
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4.1.5. Discussion

Dans cette étude, les résultats du test de cytotoxicité in vitro
montrent que 1'anticorps monoclonal de type IgM, provoque 1'adhéren-
ce des macrophages de souris saines et la destruction de la micro-
filaire de B. malayi . Le pourcentage d'adhérence et de
destruction de la microfilaire est augmenté quand un sérum frais de
souris saine est ajouté au systéme de culture. Ceci suggére 1'in-
tervention du compléement dans cette réaction.

Les anticorps monoclonaux n'ont pas provoqué d'adhérence ou de
mortalité significative vis-a-vis de la larve infestante L, de B. ma-
layi ou de la microfilaire de D. viteae, ce qui indiquerait le carac-
tére de spécificité de stade et d'espéce de la cytotoxicité induite
par 1'anticorps monoclonal.

Les résultats de cette étude, montrent clairement que ces anti-
corps monoclonaux peuvent aussi conférer une résistance chez la
souris infectée, par transfert passif.

Les larves infestantes L3 de B, malayi ne se développent pas en
vers adultes chez la souris; environ 10 % des larves infestantes se

transforment seulement en 1arve‘L4. Le fait d'obtenir des anticorps

monoclonaux reconnaissant la surface de la microfilaire, alors que
les souris ayant servi a 1'hybridation cellulaire ont &té immunisées
avec des larves i‘nfestantes»L3 et non des microfilaires suggére:-soit
que la surface de 1a larve infestante L3 posséde des composants anti-
géniques ayant des épitopes communs avec la microfilaire, -soit que
les produits de lyse de la larve L3 démasquent des antigénes ayant

des épitopes communs avec la microfilaire. Néanmoins, ces deux der-
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niéres possibi]ités restent des hypothéses. La spécificité de stade
de 1'antigéne reconﬁu par 1'anticorps monoclonal (110 Kd), n'a pas
pu étre verifiée a la surface de la larve infestante L3 en raison
de 1'impossibilité actuelle d'obtenir ce matériel en quantité su=
ffisante.

En conclusion,ces expériences suggérent que 1'antigéne de 110 Kd
pourrait représenter au niveau de la surface dé la microfilaire de
B. malayi la cible des mécanismes effecteurs spécifiques chez la sou-
ris. D'autre part éi nous considérons le pouvoir protecteur des an-
ticorps monoclonaux AA3—44 i1 faut admettre le r6le potentiel de 1'an-
tigéne de 110 Kd dans le développement de 1'immunité vis-a-vis de

_la microfilaire de B. malayi.

4.2. Analyses sur la spécificité d'espéce de 1'antigéne 110 Kd

4.2.1. Reconnaissance de 1'antigéne de 110 Kd par des sérums des malades

infectés par différentes filaires

La présence d'anticorps dirigés contre la molécule de 110 Kd
a été recherchée dans le sérum des individus vivants en zones endé-
miques pour B, malayi. Parallélement & cette étude, nous avons uti-

1isé le sérum des individus infectés par d'autres filaires

(0. volvulus- L. loa).

- Origine des sérums étudiés

Le tableau Il résume Tes différentes caractéristiques parasi-
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to]ogidues et immunologiques des divers sérums humains utilisés
dans cette étude.

Les sérums de patients infectés par B. malayi proviennent d'une
zone endémique pour ce parésite en Indonésie et Malaisie. Pour un pre-
mier groupe de patients, la preuve parasitologique a &té apportée
par la mise en évidence de microfilaires sanguicoles caractérisées
comne B. malayi. Pour un autre groupe de patients la preuve para-
sitologique a été apportée par une étude sérologique avec le test

d'ELISA (Enzyme Linked Immunsorbent Assay).

Les sérums de patients infectés par 0. volvulus et par L. loa

proviennent de zones endemiques d'Afrique.

Résultats

La figure 4 montre les résultats de 1'analyse en gel de po- é
lyacrylamide homogéne de 13 %, des antigénes de surface des mi~
crofilaires de B. malayi reconnus par les sérums de malades
mentionnés auparavant. Parmi les antigénes de surface préci-
pités par les sérums de patients, nous observons la présence

du composant de 110 Kd. Cet antigéne est reconnu par les anticorps

présents dans le sérum de malades infectés par B. malayi , microfila-
rémiques (pistes 2, 3) et amicrofilarémiques (pistes 4, 5), des ma-
lades infectés par 0. volvulus (piste 6) ainsi que des malades in-
fectés par L. loa, microfilarémiques (piste 7) et amicrofilarémiques
(piste 8).

Un nombre important de bandes (entre 6 - 7) est reconnu par les

différents sérums de malades dans la zone comprise entre 14 et 50 Kd.
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Discussion

Tous les sérums d'humains infectés que nous avons testés, con-
tiennent des anticorps capables de reconnaTtre 1'antigéne de 110 Kd,
cecisuggére donc 1'existence d'antigénes communs entre la microfi-

laire de B. malayi et les filaires 0. volvulus et L. 1oa ou au moins

des épitopes similaires entre ces filaires.

Plusieurs auteurs ont observé par des études d'immunofluorescen-
ce, dans les infections humaines et dans 1la filariose animale, 1'exis-
tence d'une association entre 1'apparition des anticorps contre la
microfilaire et la disparition de la microfilarémie (Wong et Guest,
1969; Ponnudurai et al,, 1974; Weiss, 1978; Grove et Davis, 1978; Wong
et Suter, 1979; Piessens et al., 1980; Mc Greevy et al., 1980). Par
contre nos résultats montrent que les sérums des individus microfila-
rémiques contiennent des anticorps dirigés contre des antigénes de sur-
face de la microfilaire de B. malayi (110 Kd). Des résultats semblables
ont été observés par Maizels et al., (1983) sur des patients infectés

par Brugia timori en utilisant aussi la technique d'immunoprécipita-

tion. Ces auteurs on constaté que des anticorps dirigés contre la sur-
face de la microfilaire de B. timori sont présents dans le sérum d'in-
dividus microfilarémiques.

En conclusion 1'antigéne de 110 Kd ne serait pas spécifique d'es-
péce. Neanmoins, pour conclure définitivement,il serait nécessaire d'uti-
liser un plus grand nombre de sérums de malades filariens parfaite-
ment caractérisés et provenant de zones endémiques. D'autre part,la
détection de 1'antigéne de 110 Kd par des anticorps ne pourrait pas

étre utilisée comme un marqueur de 1'infection permettant de faire la



distinction entre phase patente (avec microfilarémie) et phase la-

tente (disparition de la microfilarémie).

4,2.2, Reconnaissance de 1'antigéne 110 Kd par les sérums des malades

infectds par différents heiminthes

Etant donné que cet antigéne est commun d& différentes espéces
filariennes nous avons cherché & savoir si 1'antigéne de 110 Kd pou-
rrait étre reconnu aussi par les anticorps présents dans les sé-
rums de malades infectés par d'autres helminthes, en 1'occurrence

Dracunculus medinensis, Ascaris lumbricoides et Schistosoma mansoni

(Tableau II).
Résultats

Les résultats obtenus (figure 5 ) aprés analyse en gel de po-
lyacrylamide homogéne de 13 % montrent que les anticorps présents

dans le sérum des malades infectés par A. lumbricoides (piste 2) et

D. medinensis (piste 3) précipitent 1'antigéne de 110 Kd présent a

Ta surface de la microfilaire de B. malayi. Par contre les anticorps
contenus dans le sérum des malades infectés par S. mansoni ne recon-
naissent pas cet antigéne (piste 4). Le sérum des malades infectés

par D. medinensis, reconnaissent aussi un antigéne ayant un poids

moléculaire apparent de 33 Kd (piste 3). -

Discussion

Ces résultats indiquent une parenté antigénique entre la sur-

face de la microfilaire de B. malayi et les nématodes A. lumbricoides

et 0. medinensis. Cette parenté peut porter sur la molécule entiére de

110 Kd ou au moins sur un épitope de cette molécule reconnu par 1'anti-
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corps monoclonal AA;-44,
En conclusion, ces résultats suggérent que cet antigéne n'est
pas spécifique d'espéce mais serait plutdt spécifique de la classe

des nématodes.

4.3. Analyses sur la spécificité de stade évolutif de

1'antigéne 110 Kd

4.3.1.Immunoprécipitation des antigénes de surface de la microfi-

laire de B. malayi par les sérums de souris d'infection expé-

rimentale

Les sérums de souris infectées par des larves L3 et des micro-
filaires de D. viteae ainsi que les sérums de souris, ayant recgu des

vers adultes de D. viteae ou B. malayi en sous-cutané, ont &té uti-

lisés afin d'identifier 1les antigénes de surface de la micro-
filaire de B. malayi reconnus par ces sérums . Nous avons
inclu dans notre expérience 1'anticorps mono¢1ona1 AA3-44 qui re-
connait 1'antigéne de 110 Kd et un liquide d'ascite sans réactivité

anti-B. malayi.

Résultats

Les résultats présentés dans la figure & montrent que les sé-
rums de souris infectées par des larves L3 et des microfilaires de
D. viteae (pistes 2, 3) ainsi que ceux des souris ayant regu des vers
adultes de D. viteae (piste 4) ou de B. malayi (piste 5) reconnaissent
Ta molécule de 110 Kd. La piste 6 correspond & 1'anticorps monoclonal
AA3—44; les pistes 1 et 7 représentent respectivement un sérum de
souris saine et un liquide d'ascite sans activité anti-B.malayi

I1 faut noter la présence de bandes dans la zone de 35 et 67 Kd
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et de 14 et 20 Kd qui apparaissent avec une intensité plus au
moins faible selon les différents sérums. La spécificité de re-
connaissance de ces antigénes peut &tre mise en doute puisqu'elles
sont également précipitées par le sérum de souris saine (piste 1)

et Te liquide d'ascite sans activité anti-B. malayi (piste 7).

Discussion

Etant donné que la souris élimine les larves L3 de D. viteae
et B. malayi avant qu'elles ne deviennent des vers adultes, que les
microfilaires injectées en intraveineuse ainsi que les vers adultes
transférés en sous-cutané sont aussi éliminés ,
nous avons donc essayé d'étudier la spécificité de stade de la molé-
cule de 110 Kd par ces modéles d'infection.

Nous avons vu auparavant (figure 3 ) que les sérums de souris

injectées par des larves L3 et des microfilaires de B. malayi, recon-

naissent la molécule de 110 Kd. Les résultats prééents montrent
que tous les sérums des souris utilisés reconnaiésent la molécule
de 110 Kd et semblent donc indiqher que cet antigéne ne serait pas
spécifique de stade. D'autre part, les sérums de souris infectées
par différents stades évolutifs de D. viteae reconnaissent 1'anti-
géne de 110 Kd de B. malayi; ceci confirme les résultats précedents
(figure 4) montrant la non spécificité d'espéce de cet antigéne de

surface,

Ces données, obtenues indirectement & 1'aide de sérums de souris
ayant regu différents stades évolutifs soit de D. viteae soit de B. mala-

yi, méritent d'@tre confirmées par T'utilisation de 1'anticorps monoclonal




57

reconnaissant la molécule 110 Kd. En effet 1'injection & des souris

de larves L3 ou de microfilaires de D. viteae et B. malayi entrainent

Teur destruction ce qui pourrait, lors de la lyse parasitaire, dé-
masquer des antigénes somatiques, reputés &tre responsables des réac-
tions croisées fréquemment observées. D'autre part lors du transfert
de vers adultes de D. viteae, on observe rapidement 1'apparition de
microfilaires, donc 1'analyse des anticorps produits par ces souris

ne refléte pas uniquement un seul stade évolutif.

4.3.2, Utilisation de 1'anticorps monoclonal AA3-44

En raison de 1'argumentation précédente nous avons alors étudié
g

par immunoprécipitation & 1'aide de 1'anticorps monoclonal AA,-44, la

3
spécificité de stade de la molécule de 110 Kd directement au niveau

des antigénes de surface de 1a microfilaire et de 1'adulte de D. viteae
ainsi que sur la surface de 1'adulte de B. malayi. L'analyse des compo-

sants de surface des larves Ly de D. viteae et B, malayi n'a pas été possi-

ble en raison de 1a quantité limitée de ce matériel parasitaire re-

coltée actuellement.

Les résultats obtenus montrent que 1'anticorps monoclonal AA3-44 !
reconnait des antigénes de surface sur la microfilaire de D. viteae
(figure 7 niste 5 ) et sur 1'adulte de B. malayi (figure 8 piste 5 ).
Par contre cet anticorps monoclonal ne précipite pas de molécule de
surface au niveau de 1'adulte de D. viteae (figure 9 piste5). Bien que
T'anticorps monoclonal reconnaisse de bandes de poids moléculaires
comprises entre 22 et 113 Kd, le fait qu'elles soient visualisées |
aussi au niveau du sérum normal (piste 1) et du liquide d'ascite
sans activité anti-B. ma]ayi'(piste 6) démontre leur non spécifi-
cité.

Sur la surface de 1'adulte de B. malayi (fiqure §) nous obser-
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vons différentes bandes comprises dans la gamme de 26 et 113 Kd
(piste 5) et sur la surface de la microfilaire de D. viteae. Ainsi,
plusieurs molécules sont identifiées par 1'anticorps monoclonal
(piste 5), une d'entre elles avantun poids moléculaire apparent
de 110 Kd.

Dans ces mémes figures ( 7, 8, 9, ),nous pouvons observer que
les sérums de souris ayant regu des vers adultes (nistes 4) re-
connaissent plusieurs molécules de surface sur les différents para-

sites (D. viteae et B. malayi). De méme, les pistes 2 montrent les an-

tigénes identifiés & 1'aide de sérums de souris injectée avec des
microfilaires. Certains de ces antigénes sont aussi reconnus par 1'an-
ticorps monoclonal. Par contre, les sérums de souris injectées avec
des Tlarves L3 (pistes 3 ), ne semblent pas reconnaitre de structures
de surface.

En conclusion, les résultats de ces études suggérent que la
molécule de 110 Kd pourrait étre commune aux stades microfilaires. Néan-
moins, ceci devrait &tre verifié par 1'analyse des composants de sur-
face de microfilaires d'espéces différentes, & 1'aide de 1'anticorps

monoclonal.

4.4, Immunoprécipitation des antigénes de surface de la microfilaire

de B. malayi, par les sérums des souris Balb/C "nude “ et "nu™

L'utilisation de souris "nude " (dépourvuesde thymus) permet
1'8tude du rdle des lymphocytes T dans la réponse immune contre des
parasites. Ainsi les travaux de Suswillo g}_gl.,(1980)et ceux de Vin-
cent'gg_gl.,(1982)en utilisant des souris "nude ", suggérent que la
réponse immune, qui confére une résistance & 1'infection par B. pahan-

gi, est dépendante du thymus.




Des larves infestantes de B. malayi, injectées en sous-cutané a
des souris Balb/C "nu+", ne se développent pas; par contre les souris
V"nude * permettent le développement de ce parasite en vers adultes,
lesquels produisent des microfi]aires pouvant &tre observées dans la
circulation (Haque, résultats non bub]iés).

Nous avons analysé vis-a-vis des antigénes de surface de la
microfilaire de B. malayi, les sérums des souris Balb/C "nude " et

+u

"nu'", ayant regu des larves L3 de B. malayi a différentes dates

aprés 1'infection.

Résultats

Les résultats de notre étude sont présentés dans la figure 10 |,
on observe que les sérums des souris mut" aux jours 15, 32 et 120
(respectivement pistes 5, 6, 7) reconnaissent 1'antigéne de 110 Kd
présent & la surface de la microfilaire de B. malayi. Par contre les
sérums de souris "nude " aux mémes jours d'infection (pistes 2, 3,
4) ne reconnaissent pas cet antigéne. Nous avons choisi ces différen-
tes dates aprés 1'infection pour les raisons suivantes: le 15éme
jour correspond approximativement & 1'apparition des larves Lys au
jour 32 les larves L4 se sont-déja transformées en larves L5 et au
‘120éme jour on observe la présence & la fois d'adultes matures et
de microfilaires sanguicoles. Ainsi, en suivant cette cinétique de
1'infection, ceci nous a permis d'analyser des éventuels anticorps
dirigés contre les différents stades du parasite dans le sérum de
souris "nude ".

Nous observons aussi des bandes dans la zone de 50 Kd dans le
sérum de souris "nude " et ﬁnu+", ainsi que deux bandes entre 14

) . +
et 20 Kd dans les sérums de souris "nu ".
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Discussion

I1 est maintenant reconnu que certains lymphocytes T sont né-
cessaires @ la production d'une grande partie des anticorps dans la

réponse immune. Ainsi dans le domaine de 1'immunologie

certaines études in vitro (Kina et al., 1982; Rosenkoetter et al.,

1984; Cahtleen et Waldmann, 1984) et d'autres travaux,utilisant des
souris dépourvues de thymus (Davie et Paul, 1974, Braun et al., ]972),
ont demontré la participation d'une certaine population des 1ympho-
cytes T (helper) dans 1a production d'immunoglobulines. Egalement,

dans notre travail, nous pouvons observer que les sérums des souris

"nude " ne contiennent pas d'anticorps dirigés contre 1'antigéne de
110 Kd. D'autre part nos résultats sont en corrélation avec les tra-
vaux de Suswillo et al., (1980, 1981) qui montrent que les souris de-
viennent susceptibles aux larves L3 de B. pahangi quand elles sont

¢épourvues de thymus.

En conclusion nos résultats montrent que la production d'anti-

corps dirigés contre 1'antigéne de 110- Kd chez les souris Balb/C

est dénendante des cellules T.
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L'importance de la surface des nématodes dans la réponse immu-
ne de 1'hdte a été mise en évidence par plusieurs auteurs (Kazura et
Grove, 1978; Mackenzie et al., 1978; Subrahmanyam et al., 1978; Ha-
que et al., 1980). Les techniques actuelles de marquage a 1'iode per-
mettent 1'analyse des antigénes de surface impliqués dans 1'inte-
raction hdte-parasite. Ainsi cette analyse sé]ective des composants
de surface a permis d'observer que seulement un nombre limité d'an-
tigénes sont marqués é.Ta_shrface des nématodes (Maizels, 1982; Phi-
Tipp et al., 1981a). Un exemple extréme a &té observé dans le cas de

la filaire Litomosoides carinii ol seulement un composant majeur de

55 Kd est présent d la surface de 1'adulte et de la larve L3 de ce
parasite (Philipp et al., 1984). Ce répertoire antigénique limité
implique que ces antigénes peuvent &tre caracterisés et analysés pour
leur immunogenicité.

Les sérums de patients et d'animaux infectés présentent fré-
quemmeﬁt des réactions croisées avec différentes espéces filariennes
ou d'autres nématodes. Donc, 1'utilisation d'anticorps monoclonaux
nous a semblé 1'approche la plus appropriée pour 1'étude des antigé-

nes de surface. L'utilisation de 1'anticorps monoclonal AA,-44 de

3
type IgM, nous a permis d'identifier & la surface de la microfilaire
de B, malayi une molécule de 110 Kd, un des antigénes majeurs
présents 3 la surface de la microfilaire. Les propri&tés bio-
logiques de cet anticorps monoclonal , laisseraient supposer que
1'antigéne de 110 Kd pourrait &tre impliqué dans 1'immunité con-

tre la microfilaire chez 1'homme . Les résultats obtenus

montrent son pouvoir immunogéne puisqu'il est reconnu par les
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anticérps présents dans 1'infection naturelle par B. malayi. Ce-
pendant, ces anticorps n'ont pas mis en évidence un état d'immuni-
té contre la microfilaire, en effet ils éont présents dans le sé-
rum d'individus microfilarémiques. Nos résultats sont en corréla-
tion avec les travaux de Grove et Davis, (1978) chez des patients

infectes par W. bancrofti et ceux de Maizels et al., (1983) chez

des malades infectés par B. timori, qui observent la présence d'an-
ticorps dirigés contre la microfilaire dans le sérum d'individus
microfilarémiques. |

Dans' le domaine de la filariose, plusieurs travaux montrent
une similitude antigénique entre les différentes espéces filarien-
nes et d'autres nématodes. Ainsi Forsyth et al., (1981) ob-
servent que les antigénes iodés a la surface de la microfilaire
d'0. gibsoni, sont reconnus aussi par les anticorps du sérum de

patients infectés par 0. volvulus, W. bancrofti et S. japonicum.

Canlas et Piessens, (1984),observent par 1'utilisation de différents
anticorps monoclonaux, des antigénes communs & B. malayi,

D. immitis, T. spiralis et S. mansoni. D'une maniére comparable,

les analyses effectuées sur la surface de la microfilaire de B. ma-
1221, d 1'aide du sérum d'infection humaine et les sérums de sou-

ris infectées par D. viteae, montrent que 1'antigéne de 110 Kd n'est
pas spécifique d'espéce mais qu'il serait spécifique de 1a classe des
nématodes. Par contre 1'identification par 1'anticorps monoclonal
AA3-44 d'une molécule ayant un poids moléculaire apparent de 110 Kd

d la surface de la microfilaire de D. viteae, sugglre la possibilita




que cette molécule soit spécifique du stade microfilaire. Cette
hypothése doit étre vérifiée par 1'analyse des composants de sur-
face des microfilaires d'espéces différentes.

D'autre part, comme d'autres auteurs (Maizels et al., 1982), nous
avons remarqué 1'existence de réactions croisées entre des antigénes de
surface ayant des.poids moléculaires différents. En effet, 1'anti-
corps monoclonal reconnait sur la surface de la microfilaire de
D. viteae et 1'adulte de B. malayi des antigénes de poids molécu-
laires différents, montrant en conséquence 1'existence d'un

méme épitope sur ces antigénes.

Malgré ces réactions croisées, cecin'exclue pas la possibilité
de trouver des antigénes spécifiques d'espéce et de stade. D'ailleurs
différents travaux indiguent la présence d'antigénes:specifiques de
stade : Ponnudurai g;igl.,7(1974) par:des études enfluorescence ont
observé des antigénes spécifiques de stade mitrofi]aire ou adulte de
B. pahangi; de méme Weiss et Taﬁner (1981) par Ta méme technique ob-
servent des antigénes spécifiques de chacun des troié stades de D. vi-
teae. Canlas et Piessens (1984)7par 1'utilisation des anticorps mo-
noclonaux identifient des antigénes spécifiques de stade de B. malayi.
Donc ces arguments laissent penser que 1'analyse sélective des an-
tigénes de surface a 1'aide des anticorps monoclonaux doit permettre
1'identification des molécules spécifiques des différentes espéces
filariennes. D'autre part, i1 faut considérer que la technique de
marquage utilisée pour notre étude a été orientée vers la mise en évi-
dence des structures protéiques et nréférentiellement celles possé-
dant des résidus lysine.Ainsi, des autres composants antigéniques tel

que des polysaccharides ou des glycolipides et méme des protéines
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dépourvues de residus NH2 libres, ne seront pas mis en évidence.

Enfin , nous nous sommes interessés au réle des 1ym-

phocytes T dans la réponse immune chez la souris vis-a-vis de 1'an-
tigéne de 110 Kd. Ainsi la possibilité d'utiliser des souris Balb/C
"nude " offre un bon modéle expérimental pour ces études. Le sé-

rum de ces animaux aprés infection par des larves L3 de B. malayi,

ne précipite pas la molécule de 110 Kd; ce qui indique que la réponse
immune vis-a-vis de cet antigéne chez des souris Balb/C est dépen-
dante des cellules T. Notre travail apporte donc, une nouvelle éviden-
ce du role des lymphocytes T dans 1'élaboration de la réponse
immune vis-a-vis des antigénes filariens. En effet, les travaux de
Suswillo et al., (1980, 1981) chez des souris consanguines (“nude")
infectées par B. pahangi ainsi que ceux de Haque et al., (1981) chez
des rats athymiques infectés par D. viteae, montrent que
1'absence des lymphocytes T chez ces animaux permet le développement

de 1'infection.
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CONCLUSION

Les résultats obtenus dans notre étude montrent que 1'utilisation
d'anticorps monoclonaux permet d'identifier des déterminants anti-

géniques sur la surface de la microfilaire de Brugia malayi. L'an-

tigéne reconnu semble &tre un immunogéne important étant donné qu'il
est identifié par les anticorps présents dans les infections natu-
relles humaines par différentes espéces de filaires. Néanmoins,cet
antigéne ne semble pas &tre spécifique d'espéce dans le groupe des
filaires, excluant la possibilité d'utiliser cet antigeée-

ne dans un but de diagnostic de 1'infection par des espéces filariennes.
D'autre part, ceci pourrait répresenter un avantage; en effet,comme
par exemple dans les &tudes sur les sporozoites du paludisme, 1'ob-
tention d'un antigéne qui n'est pas spécifique d'espéce mais spé-
cifique de stade, pourrait &tre un candidat pour 1'élaboration

d'un vaccin. Les résultats de nos études indiquent la possibilitée
que cet antigéne soit spécifique de stade,n'étant détecté qu'au ni-

veau de la surface de la microfilaire (L1)' Evidemment, cette hypothé-

se doit étre confirmée par des études complémentaires.
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LES RESULTATS OBTENUS bANS NOTRE ETUDE MONTRENT QUE L’'UTILISAT

/MONOCLONAUX PERMET D'IDENTIFIER DES DETERMINANTS ANTIGENIQUES A LA S

LA MICROFILAIRE DE BRUGIA MALAYI. L’/ANTIGENE RECONNU SEMBLE ETRE UN/
IMPORTANT, ETANT DONNE QU’IL EST IDENTIFIE PAR LES ANTICORPS PRESEN
INFECTIONS NATURELLES HUMAINES PAR DIFFERENTES ESPECES DE FILAIRES
MALAYI, ONCHOCERCA VOLVULUS ET LoA LoA). NEANMOINS, CET ANTIGENE NE

ETRE SPECIFIQUE DANS LE GROUPE DES FILAIRES, EXCLUANT LA POSSIBILIT&'{i_
CET ANTIGENE DANS UN BUT DE DIAGNOSTIC AU NIVEAU DES ESPECES FILARIENNES.

CONTRE, NOS ETUDES PRELIMINAIRES AVEC DES SERUMS DE SOURIS EXPERIMEN
IMMUNISEES PAR DIFFERENTS STADES EVOLUTIFS DE DIPETALONEMA VITEAE E1
PAR L'UTILISATION DE L’ANTICORPS MONOCLONAL AA3-44i, INDIQUENT LA PO

QUE CET ANTIGENE SOIT SPECIFIQUE DU STADE MICROFILAIRE, N’ETANT DETECTE

NIVEAU DE LA SURFACE DE LA MICROFILAIRE (Lj). IL SEMBLE QUE CET ANT
(110 Kp) RECONNU PAR L’ANTICORPS MONOCLONAL AA3Z-44 AURAIT UN ROLE D

MUNITE CONTRE LA MICROFILAIRE DE B. MALAYI LORS DES INFECTIONS EXPE'af “"\

CHEZ LA SOURIS.

Mots cLEs : NEMATODES - FILAIRES - ANTIGENES DE SURFACE - ANTICORPS

MONOCLONAL - SERUM DE PATIENTS FILARIENS.

= % FE O E R B




