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RESUME

Un composant antigénique majeur, appelé "5" de par sa localisation
immunoélectrophorétique, a &té précédemment démontré comme spécifique de

Trypanosoma cruzi , ne présentant pas de réactions croisées, vis-a-vis d'

autres Trypanosomatidés et provoquant 1'apparition précoce d'anticorps
précipitants lors d'immunisations expérimentales. Malgré 1'intérét évident
de ce composant dans le diagnostic immunologique de la maladie de Chagas,
sa caractérisatioh bjochimique n'avait pas é&té réalisée. C'est pourquoi
notre travail a consisté & tenter différentes approches de 1a purification
du composant 5 de T. cruzi afin d'une part d'en préciser les caractéristi-
ques physicochimiques et d'autre part d'en disposer d'une source suffisam-
ment abondante pour &valuer son intérét dans le diagnostic immunologique
spécifique de 1a maladie de Chagas.
Pour réaliser ce travail, deux sources antigéniques ont été utilisées:
- Différents extraits antigéniques totaux hydrosolubles, préparés a partir
de formes épimastigotes de culture selon des techniques classiques, ont
été comparés. Parmi eux, 1'extrait antigénique obtenu aprés lyse des
parasites en milieu hypotonique (MaCl 1 %) semblait le mieuxpréserver
les propriétés physicochimiqueé et antigéniques des molécules qui le com

posaient ;

- llne autre source abondante de composant 5 est constituée par une fraction
de surnageant de milieu de culture, concentrant des molécules ayant des

poids moléculaires supérieurs 3 environ 50 Kd, dans laquelle une quan

tité non négligeable de composant 5 a pu é&tre mis en é&vidence.

Des extraits chloroforme-méthanol insoluble et &thanol insoluble ont
été respectivement préparés 3 partir de ces deux sources antigéniques. Ils
correspondent 3 des fractions enrichies en composant 5 3 partir des formes
épimastigotes (FECS) et du surnageant du milieu de culture correspondant

(Esq).



Le fractionnement de Ta FEC; sur colonne de tamisage moléculaire
conduit & 1'obtention d'un antigéne 5 purifié correspondant & un poids mo-
1éculaire de 24 Kd, dont la pureté a été établie selon des critéres biochi-
miques par analyse peptidique en gel de polyacrylamide SDS-PAGF et des cri-
téres immunologiques, par immunisation expérimentale chez le 1lapin.
L'antigéne 5, ainsi purifié, est constitué essentiellement de protéines.
L'exoantigéne 5, isolé a partir de 1'extrait Egy par immunoadsorption
uti]fsant le sérum polyclonal anti-antigéne 24 Kd, est composé d'une molé-
cule majeure de 72 Xd et de deux autres molécules ayant respectivement des
poids moléculaires de 51 et 43 Kd. Ne plus, i1 contient 62 % de protéines
et 38 % de glucides. Ces résultats contradictoires obtenus au niveau du
poids moléculaire du composant 5, nous ont conduit & envisager sa purifica-
tion & partir de 1'extrait antigénique total choisi par immunoadsorption
utilisant le sérum polyclonal anti-antigéne 24 Kd. Cette approche immuno-
chimique permet d'isoler une molécule majeure de 72 Kd de trois autres
molécules ayant des poids moléculaires respectifs de 90, 51 et 43 Kd. Sa
composition en protéines et en glucides est analogue 3 celle révélée par
1'exoantigéne 5.

Tous nos résultats concordent donc pour dire que le composant 5 de
T. cruzi ne représente pas une entité moléculaire mais correspond 3 une
famille de protéines et/ou de glycoprotéines qui selon la voie de purifi-
cation mise en jeu et la source antigénique utilisée sont différemment
représentées. L'antigéne 5 de 24 Kd conserve les propriétés antigéniques et
immunogéniques du composant 5. Cette molécule semble correspondre @ un pro-
duit de clivage de la GP 72,

L'existence de réactions croisées entre les structures antigéniques de
T. cruzi et d'autres Trypanosomatidés ainsi que le recouvrement de la dis-
tribution géographique de ces infections parasitaires en Amérique du Sud,
pbsent le probléme du diagnostic spécifique de la maladie de Chagas.

Connaissant la spécificité du composant 5 pour T. cruzi , nous nous

-

sommes attaché&s 3 mettre au point un test sdrologique sensible, fondé sur



la détection des anticorps anti-composant 5 dans Tles sérums de patients
chagasiques. Différents tests de précipitation en gel,‘uti1isant le sérum
polyclonal anti-antigéne 24 Kd, bien que spécifique de T. cruzi , ne se
sont pas révélés suffisamment sensibles.

Par contre, 1'utilisation de 1a fraction enrichie en antigéne 24 Kd en
comparaison avec un extrait antigénique total de T. cruzi , permet d'aug-
menter la sensibilité d'un test de compétition ELISA utilisant un anticorps
mono¢1ona1 correspondant (II 190/30) marqué & 1a phosphatase alcaline. Ain-
si nous pouvons proposer un test sérologique spécifique de phase chronique
de la maladie avec une sensibilité de 96,6 %. La mise en évidence d'un
nombre non négligeable d'infections mixtes, chez des patients leishmaniens
et bilharziens provenant de zones géographiques ol 1'incidence de la mala-
die de Chagas est soupgonnée ou méconnue, démontre tout 1'intérét de ce

test.



INTRODUCTION




La maladie de Chagas est une affection résultant de 1'infestation

par un protozoaire flagellé, Trypanosoma cruzi . Elle

fut découverte en 1909 par Carlos Chagas dans le Minas Gerais (Bré-
sil), a 1'occasion d'une enauéte épidémiologiaue sur le paludisme. La
maladie est cantonnée au continent américain et plus particuligrement
aux pays tropicaux et subtropicaux de 1'Amériaue du sud. Celle-ci
fait partie des six maladies endémiaues parasitaires reconnues
comme prioritaires par 1'Organisation Mondiale de la Santé (1981) ;
elle arrive en auatrieme position. Elle a été signalée dans
pratiaquement tous les pays d'Amériaue du sud et d'Amériaue cen-
trale. Aujourd'hui plus de 65 millions de personnes vivent dans des
zones d'endémie olU existe un risaue d'infestation. On estime a au
moins 20 millions le nombre d'habitants des zones rurales ou urbaines
d'Amérique Latine infesté par T.cruzi . La proportion des

sujets 1infestés se situe entre 5,6 et 35 % de la population totale
dans les pays ou la prévalence est connue de fagon précise. Par exem-
ple, la Bolivie arrive en téte des pays d'Amérique Latine au point de
vue de 1'endémicité. Au Brésil, on estime a 120 000 cas annuels 1'in-
cidence de 1'infestation. De plus, la migration des populations vers
les zones endémiaues, suite a 1'effort de colonisation des zones fo-
restidres et des basses terres développé par les gouvernements, con-

tribue & 1'extension de Ta maladie.

Le parasite est transmis a 1'homme par diverses especes de tria-
tomes, punaises tropicales hématophages de la famille des Triatomidae
-Le cycle de transmission de T.cruzi revét diverses formes:domestiaue,
péridomestiaque et sylvatiacue. Notamment, 1'infestation peut se trans-

mettre par voie congénitale et a 1'occasion d'une transfusion sanqui-



ne; ce second type de contamination a connu récemment une importance
croissante dans les grandes villes ol affluent des migrants venus de

zones rurales ol 1'affection sévit a3 1'état endémiaue.

On peut distingquer deux phases dans 1a maladie : la phase aigué

et la phase chronique.

La phase aigué se caractérise par une parasitémie élevée (ol
généralement le parasite peut &tre mis en évidence par observation
directe dans une préparation de sang frais) et par la présence du
parasite au niveau tissulaire. Sur le plan clinique, elle est marauée
par de la fikvre, un malaise général, des adénonathies, une
hépatomégalie et une splénomégalie. Comme autres manifestations
cliniaques de 1la phase aiqué il faut citer 1'oedeme de 1a face ou des
membres inférieurs, une myocardite et une méningo-encéphalite aui
peut €tre fatale, spécialement chez le jeune enfant (Romana, 1935 ;
Laranja et al , 1948 ; Kbber]e, 1968 ; Chapuis, 1974, 1979 ; Davalos
et al , 1979). Habituellement, 1la phase aigué est completement
terminée au bout de 4 3 8 semaines. Dans 10 % des cas, elle n'est
marauée par aucun signe ou symptdme cliniauement décelable.

La phase chronique est caractérisée par une parasitémie faible ou
absente (le parasite ne peut &tre mis en évidence dans le sang que
dans 40 3 50 % des cas chez 1'homme en utilisant des méthodes de con-
centration du parasite telles aue le xénodiagnostic). A ce stade,
le diagnostic parasitologiaue s'avere donc difficile ,méme im-

.possible etle recours au diagnostic immunologiaue s'impnse., Sur le

plan cliniaue, la phase chroniaque peut rester asymptomatiaue toute 1la

vie ou entrainer de graves 1ésions dont les formes les plus courantes



sont les suivantes :

- forme cardiaque : elle se manifeste par des troubles du
rythme et de 1la conduction, notamment par un blocage auriculo-
ventriculaire et un bloc de branche droit complet. L'insuf-
fisance cardiaque et la mort subite sont Tles caractéristiaues
de cette forme de maladie.

- forme digestive : elle se caractérise par un affaiblissement
du périlstatisme intestinal et une dilatation de 1'oesophage et de
la partie inférieure de 1'intestin (mégaoesophage et mégacdlon).

Les mécanismes par lesauels s'installe 1a phase chronique sont
encore mal connus et vraisemblablement multinles (génétiaue, immunolo-
gique et nutritionnel...).

Cependant, i1 semblerait que les formes cardiaques et

digestives de la maladie soient d'origine auto-immunitaire.

Du point de vue pharmacologiaque, les droques trypanocides actuel-
Tement commercialisées par les firmes pharmaceutiques Roche (Rochagan
ou Ragonil) et Bayer (Lampit) ne sont actives aque dans environ 50 %
des cas aiqus et pratiaquement inefficaces en phase chronique de la
maladie. De plus, elles sont relativement toxiaues. Ces arquments
Jjustifient 1'importance d'ure prophylaxie. La meilleure passerait par
1'interruption du cycle vecteur-hdte au niveau domesticue et au niveau
péridomestiaue (en faisant usage d'insecticides pour détruire 1'insec-
te vecteur) et npar 1'amélioration du niveau de vie {modification de
1'habitat et une meilleure hygigne générale). Mais les mesures néces-

saires pour aboutir a ces résultats sont loin d'avoir été prises dans

‘les pays en voie de développement concernés., La prophylaxie d'avenir



en vue de combattre efficacement la maladie de Chagas semble donc &tre,
comme pour certaines autres parasitoses, la vaccination,

L'intérét fondamental de disposer de moyen diagnostiaue immunologiaue
sensible et spécifiaue de la phase chroniqgue de 1a maladie de Chagas ainsi
aue les perspectives d'une pronhylaxie, apparaissant de plus en plus comme
un moyen efficace de lTutter contre la maladie, justifie pleinement 1'étude
de la structure antigéniaue de T. cruzi .

L'étude immunostructurale comparative réalisée par Afchain et al.
(1973), a permis de mettre en évidence chez les formes épimastigotes de
culture de T. cruzi , un composant antigéniaue majeur tr@s caractéristiaque
de 1'espece aue les auteurs ont appelé composant 5 d'apres 1la localisation
immunoélectrophorétiaue de 1'arc de précipitation correspondant. Ce compo-
sant, décrit comme spécifiaue de T. cruzi et donc, ne présentant pas de

réactions croisées vis-a-vis d'autres Trypanosomatidae étudiés, provoaue

1'apparition précoce d'anticorps précipitants dans les infections expéri-
mentales et naturelles ainsi aue lors d'immunisations chez 1'animal (indé-
pendamment des conditions d'immunisation). D'autre part, 1'approche de la
purification de ce composant réalisée par Afchain.et al. (1978) par immu-
noabsorption n'a pas permis d'obtenir des aquantités d'antigene purifié suf-
fisantes et donc d'en faire une application diaanotique.

Le but de notre travail a donc consisté a tenter différentes approches
de 1a purification du composant 5 de T. cruzi afin de disposer d'une source

abondante de composant 5 permettant d'évaluer son intérét dans le diagnos-

tic immunologiaue de la maladie de Chagas.



Dans une premi®re partie, apres un rappel parasitologiaue, nous pré-
sentons une révision bibliographiadue concernant la structure antigénique de
T. cruzi ainsi aue le diagnostic biologiaue (parasitoloaiaue et immunologi-
aue) de la maladie de Chagas.

Apres un chapitre consacré au matériel et a la méthodologie utilisée,

nous présentons les résultats de nos expériences personnelles concernant :

1 - Les approches biochimiaues et immunochimiaues de la purification du
composant 5 3 partir des formes épimastigotes de culture, ainsi aue sa
caractérisation physicochimiaue ;

2 - La détection de ce composant dans le surnageant de milieu de culture
correspondant, aui pourrait &tre une source alternative de composant 5
plus facile a3 obtenir ; son analyse aualitative et auantitative au
cours de ta culture ; sa purification et sa caractérisation bjochimiaue

3 - L'évaluation des différentes fractions antigéniaues ohtenues dans des
tests sérologiaues de sensibilités croissantes dont 1'immunodiffusion
en gel d'agarose, 1'immunoélectro-diffusion en gel d'acétate de cellu-
lose et un test de compétition ELISA utilisant un anticorps monoclonal

anti-composant 5.

Enfin, la confrontation de nos résultats avec ceux d'autres auteurs
nous amenera tout d'abord 3 discuter d'une part de la structure moléculaire
du composant 5 et, d'autre part, de sa Drésenée dans Tle surnageant de mi-
lieu de culture (exoantigene in vitro ), et enfin a proposer une technique

‘sérologique permettant ‘e diagnostic spécifique de Tanhase chronique de la
maladie de Chagas basé sur la détection des anticorps anti-composant 5 dans

les sérums de patients chagasiques
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1. RAPPEL PARASITOLOGIQUE

1.1. Agent de 1a maladie

Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), agent de la maladie de Chagas

est un protozoaire flagéllé de 1la famille des Trypanosomatidae ,

ordre des Kinétoplastidae, classe des Zoomastigophorea .

1.1.1, Taxonomie .

D'apres la classification de Hoare (1966) aui divise les trypano-
somes en Stercoraria et en Salivaria selon des critéres de transmis-
sion, T. cruzi fait partie du groupe Stercoraria . Cette classifica-
tion a été confirmée par les études immunostructurales d'Afchain
(1976).

A 1'heure actuelle, les études de souches de T. cruzi révelent de
nombreuses variations au sein du taxon T. cruzi selon des critéres

morphologiaues, biologiaues, sérologiaues et biochimiaues.

1.1.1.1. Classement des souches selon des caractéristiaues

morphologiaues et biologiaues

La morphologie des parasites dans la circulation périphériaue,
1*&volution de Tla parasitémie au cours de 1'infection et 1'affinité
pour certains tissus ont permis d'établir différents classements.

Selon 1a morphologie des trypomastigotes sanquicoles de 1'hdte,
Brener et Chiari (1963) et Brener (1973) décrivent deux types

principaux, a savoir:



- la forme fine qui présente un noyau allongé, un kinétoplaste
subterminal et wun f]age]le‘libre et long (par exemple:la souche Y),
- la forme trapue : noyau en position postérieure, kinétoplaste
terminal et cytoplasme fortement vacuolisé (par exemple: la souche

CL).

En fonction de 1'évolution de 1la parasitémie, Brener (1965)
démontre aue selon 1les souches de T. cruzi , la distribution de ces
différentes formes au cours de 1'infection différe. Par exemple, pour
1la souche Y, les formes fines prédominent du début jusau'a la fin de
1'infection. Par contre, pour la souche CL, les formes fines prédomi-
nent aux premiers jours de 1'infection mais elles sont progressivement
remplacées par les formes trapues aui arrivent 3 constituer 90 % de la
population parasitaire. Les formes trapues sont moins infectantes
aue les formes fines (Howells et Chiari, 1975) mais semblent mieux

-

adaptées a réaliser le cycle évolutif chez le vecteur.

Selon 1'affinité pour certains tissus, Taliaferro et Pizzi (1955),

Andrade et al (1966) et Bice et al (1970) montrent aue les souches

—————

n‘ont pas la méme affinité pour Tles tissus et Tles auteurs les
classent en myotropes et réticulotropes. Melo et Brener (1978)
montrent aue la souche Y présente chez 1'animal infecté, une affinité
particuliére pour les macrophages de la rate, du foie et de la mog&lle
osseuse alors aue la souche CL infecte préférentiellement le tissu
musculaire,

Plus récemment, selon ces 3 criteres, Andrade (1979) établit 3

types parmi les différentes souches de T. cruzi (voir Tableau1).



Tableau n® 1 : caractéristiques des trois types de souches de T. cruzi
classés par Andrade (1979).

Type de souche I 11 111
Morphologie Fine Fine dans la phase Trapue
initiale
Multiplication Rapide § Lente Trés lente
Parasitémie Haute Irréguliére Pics
trés éleveés
Affinité pour Systéme Muscle Muscle
les tissus réticulo cardiaque squelettique
endothélial
Souche Y Souche CL
Exemple de . ot S0 Felipe et

souche Péruvienne Colombienne




1.1.1.2. Classement des souches selon des critéres sérologiques

Certains auteurs mettent en évidence, selon les souches, des
différences de sensibilité 3 la réponse immune de 1'hdte vertébré.
Celles-ci peuvent indiquer 1'existence d'une hétérogénéité antigéniaue
entre les différentes souches. Mais aucune preuve directe n'a été

rapportée.

Nussenzweig et al (1962, 1963) décrivent a partir de 36 souches
de T. cruzi trois sérotypes en étudiant la capacité d'agglutination
des parasites par un sérum d'animal infecté. Ces trois sérotypes ne
sont associés ni a une pathogénicité particuliere, ni 3 une distribu-
tion géographiaque donnée (Nussenzweiq et Goble, 1966). Krettli et
Brener (1976) classent également les souches en trois types en utili-
Sant un test d'aqg]utinatioﬁ des formes trypomastigotes sanquicoles
in vitro et des antisérums homologues et hétérologues. Krettli

et al. (1980) confirment ces résultats avec deux souches tynes de

T. cruzi : la souche Y et la souche CL.
Kloetzel et Camargo (1976) démontrent en immunofluorescence des

différences entre deux souches aui correspondraient 3@ deux des types

décrits par Nussenzweig et Goble (1966).

1.1.1.3. Classement des souches selon des critéres biochimiques

L'analyse comparative, sur différentes souches de T. cruzi , de
la mobilité électrophoréticue des isoenzymes (enzymes ayant une affi-

nité pour le méme substrat, mais possédant une mobilité électrophoré-
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tigue différente) confirment 1'hétérogénéité intraspécifiaue de cet
ensemble de parasites. Les travaux de Miles et al (1980), au Brésil
ont permis T1'identification de trois groupes majeurs de zymodemes de
T. cruzi . Les calculs de distances génétiaues pour 45 jisolats boli-
viens de T. cruzi , provenant de localités aux conditions écologiaues
variées, ont permis de mettre en évidence 1'existence de 2 subdivi-
sions principales du taxon T. cruzi (Tibayrenc et al , 1983). L'hy-
potheése d'une diploidie chez ce parasite (Tibayrenc et al , 1981 ;

-

Lanar et al , 1981) semble pouvoir &tre étendue a toutes Tes souches

jsoenzymatiaues du parasite (Lemesre et Tibayrenc, 1983). La fiqure

11

n°1 représente 1'analyse comparative isoenzymaticue (Tibayrenc et Miles,

1983) des différents types enzymatiaues (brésiliens et bo]iviens) mis

en évidence avec des souches de T, cruzi .

D'autres travaux ont montré aue les différentes souches de
T. cruzi pouvaient aussi &tre classées selon le profil de dégradation
de leur ADN kinétoplastiaue (Morel et al , 1980) ou le comporte-

ment de Teur ADN nucléaire traité par les endonucléases de restriction

(Borst et al , 1980).

La classification biochimique du taxon T. cruzi (Zymodemes et
ADN), apporte de nouveaux él1éments au probleme de la variabilité géné-
tiague de ce parasite et ouvre de nouvelles perspectives tres importan-
tes du point de vue taxonomiaue et épidémiologiaue. I1 faut aussi sou-
ligner au'elle ne permet pas de prévoir a priori la distribution parmi
les zymosouches de caractéres médicaux importants tels aue résistance

aux drogues, pathogénie ou particularités épidémiologiaues.

L'ensemble de ces travaux semble montrer aue T. cruzi doit donc
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Figure n° 1 : Dendrogramme de 1l'analyse isoenzymatique comparative des
différents types de souches brésiliennes et boliviennes
de Trypanosoma Cruzi (Tibayrenc et Miles, 1983).
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8tre considéré comme un complexe de populations parasitaires plutdt
au'une espece homogene et aue les classements proposés, encore insuf-
fisants, devraient servir de référence 3a toutes études appliauées

concernant ce parasite.

1.2. CYCLE EVOLUTIF

Le cycle évolutif de T. cruzi se partage entre un insecte vecteur
(hdte intermédiaire) et un mammifere (hdte définitif : 1'homme et la
plupart des especes mammiferes domestiaues et sauvages). Au cours de
celui-ci, le parasite se rencontre sous différentes formes

(cf. figure n°2).

1.2.1. Cycle évolutif chez 1'hOte intermédiaire

1.2.1.1. Le vecteur

La maladie de Chagas est transmise par un insecte domestiaue
hématophage : un reduvidé ( Triatomidae ) dont i1 existe une centaine

d'espece en Amériaue Latine.

Du point de vue épidémiologiaue, les especes vectrices les plus
importantes aqui interviennent dans les cycles de transmission sont

Triatoma dimidiata (Mexiaue et pays d'Amériaue Centrale, Ouest de la

Colombie, Eauateur) ; Triatoma barberi (Mexiaue) ; Triatoma infestans

(Argentine, Bolivie, Brésil, Chili, Nord-Ouest du Paraquay, Sud du

Pérou et Véndzuéla) ; Triatoma sordida (Ouest de la Bolivie, Brésil,

12
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Nord-Ouest du Paraquay) ; Rhodnius prolixus (Nord-Ouest de 1la.

Colombie, Panama, Venezuela) ; Rhodnius pallescens (Panama) ; et

Panstronqgylus megistus (Brésil) ; 1la proportion des triatomes natu-

rellement infestés par Trypanosoma cruzi peut atteindre 80 3 100 %

(Andrade, 1979). -

1.2.1.2. Cycle évolutif

Chez le vecteur, la transmission s'effectue lors de la pialire par
régurgitation du sang de 1'hdte infecté. Les trypomastigotes sanqui-
coles atteignent le tube digestif moyen de 1'insecte ou ils se trans-
forment en épimastigotes et amastigotes, formes de multiplication
non Jinfectantes. Au niveau de la partie terminale du tube digestif
moyen 1les épimastigotes prédominent. Dans 1le tube digestif posté-
rieur, ils se différencient en trypomastigotes métacycliaues ,

formes infectantes.

1.2.1.3. Mode de transmission

Lors de la pialire nocturne ou directement au niveau des mudueuses
1'insecte défecte et les formes trypomastigotes métacycliaues, conte-
nues dans les fécés sont transmises 3 1'hSte définitif par contami-

nation,

Du fait de leur médiocre aualité, les matériaux de construction
de la plupart des habitations rurales et des bidonvilles de la péri-

phérie des grandes villes d'Amériaue Latine constituent un abri idéal



pour la prolifération et le développement des vecteurs. L'environne-
ment péri-domestiaue (poulaillers et clapiers proches de 1'habitation
ou méme a 1'intérieur de celle-ci) entretient également la transmis-

sion.

1.2.2. Cycle évolutif chez 1'hdte définitif

1.2.2.1. Cycle évolutif

Chez 1'hdte définitif, le parasite circule dans le sang périphé-
riaque sous la forme trypomastiqgote sanguicole. Directement exposée aux
mécanismes effecteurs de 1la réponse immune, elle va pénétrer dans
certaines cellules et notamment dans les cellules musculaires pour s'y
transformer en forme amastigote. Les amastigotes, formes intracellu-
laires du parasite, vont se multiplier puis se différencier en formes
trypomastigotes, aui seront libérées a nouveau dans le sang périphé-

riaue apres rupture des cellules infectées.

1.2.2.2. Mode de contamination

Le mode de contamination peut se faire par :

- contamination par les féces de 1'insecte vecteur contenant les
formes trypomastigotes métacycliaues. Celles-ci pénetrent par la peau,
les mugueuses buccales, nasales ou conjonctivales ;

- passage du parasite 3 travers le placenta (Dao, 1949 ; Salemce

et al 1971 ; Bittencourt et al , 1972) ;

- transfusion sanquine (Dias, 1949 ; Amato-Neto et Dias, 1969 ;
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Coura, 1966 ; Baldy et al. , 1979). L'importance accrue de la trans-
fusion sanquine dans la transmission de la maladie constitue un
véritable fardeau en matiére de santé publiaue dans Tles zones
urbaines ; les chiffres concernant Tle Brésil montrent au'au moins
20 % des donneurs de sang sont parasités (Amato-Néto,1977). Aussi,

cette source de contamination n'est pas négligeable .

2. STRUCTURE ANTIGENIQUE DE T. CRUZT .

D'une maniere générale, 1'utilisation de protocoles expérimen-
taux tres divers en ce aui concerne la caractérisation, 1'isolement
et la purification des composants antigéniaues de T.cruzi (souche
parasitaire, extrait antigénique utilisé, stade de développement du
parasite, méthode biochimiaue et/ou immunochimiaue), rend difficile la
comparaison des résultats obtenus. De plus, le manaue de caractérisa-
tion complete de beaucoup de composants antigéniques identifiés a

partir d'un extrait antigénique total de T. cruzi rend diffici]e la

.réalisation d'une classification des structures antigéniques.

En ce aui concerne leur localisation parasitaire, on a longtemps
considéré a tort au'un extrait hydrosoluble total de T. cruzi était
plus représentatif des composants antigéniques somatiaues. Plus ré-
cemment, les nouvelles technologies (marauage de surface, marauage
métaboliaue, production d'anticorps monoclonaux, etc...) ont permis de
distinguer les déterminants antigéniaues exposés a la surface du para-

site de ceux s'exprimant plutét a 1'intérieur de celui-ci.

Concernant leur activité biologiaue, beaucoup de travaux sont
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restés au stade de la caractérisation physicochimiaque d'un composant
antigéniaue. Par ailleurs, d'autres travaux suggerent un rdle biologi-
ague 1important d'un composant antigéniaue décelé sans décrire exacte-

ment une entité moléculaire.

Dans un premier temps, nous avons choisi de présenter les diffé-
rents travaux concernant la structure antigénique de T. cruzi en clas-
sant les composants antigéniaues parasitaires en antigénes de consti-
tution, constitutifs du corps du parasite, soit cytoplasmiaues ou so-
matiaues, soit membraraires ou de surface (interface hdte-parasite
privilégié) et en antigenes métaboliaues, d'excrétion-sécrétion du
parasite, pouvant constituer des exoantigénes ou des antigénes circu-
lants. Dans un deuxieme temps, apres avoir décrit les connaissances
acauises sur la composition antigéniaue de T. cruzi , nous avons
essayé de donner un apergu des différents niveaux de spécificité des
antigénes nparasitaires soulignant d'une part 1'extréme complexité de
la structure antigénique de T. cruzi , déja révélée dans la premiare
partie, d'autre part la notion d'hétérogénéité antigéniaue au sein du
taxon T. cruzi et enfin 1'importance des réactions croisées pouvant

exister avec d'autres parasitoses,

2.1. Antigenes de constitution

2.1.1. Composants antigéniques somatiques

En ne tenant pas compte des travaux identifiant des composants
antigéniaues a partir d'un extrait antigéniaue total hydrosoluble, ol

-

aucune indication aquant 3 1la composition et la localisation de ces
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antigénes n'est donnée (Bergendi et al , 1970 ; Gonzalez-Cappa et
Kagan, 1973), peu de travaux décrivent la mise en évidence de compo-
sants antigéniques somatiaues. Seule, une étude détaillée portant sur
6 fractions subcellulaires de formes trypomastigotes et amastigotes,
provenant de culture de tissus infectés par T. cruzi (souche

Ernestina), a été réalisée par Teixeira et Santos-Buch (1974). Les
sérums de lapin immunisés avec la fraction cytosoliaue, contenant 50 %

des protéines de 1'homogénat initial, objectivent Tles plus hauts

titres d'anticorps en réaction d'hémagqlutination.

2.1.2. Composants antigéniques de surface

L'analyse immunostructurale comparative réalisée par Afchain (1976) a
mis en évidence chez T. cruzi un composant antigéniaue majeur trbds caracté-
ristiague de 1'espece, appelé composant 5 de par sa localisation immunoélec-
trophorétiaue. I1 est 3 souligner aue le composant 5 a &té défini par rap-
port 3 un systedme précipitant remarauable par son intensité, son aspect bi-
lobé et sa position anodiaue intermédiaire en immunoélectrophorese faisant
réagir un extrait antigéniaue total de forme épimastigote de culture vis-a-
vis d'un hyperimmunsérum de lapin homoloque. Démontré spécifiaue de T.
cruzi par Afchain et al. (1979) (cf paragranhe 3.2.2.), i1 suscite 1'appa-
rition orécoce d'anticorps précipitants chez le lapin et se caractérise par
sa remarauable immunogénicité dans les infections expérimentales et natu-
relles (cf paragraphe 4.3.3.). Le mauvais rendement obtenu lors de la puri-
fication du composant 5 par immunoadsorbtion réalisée par Afchain et al.
(1978) n'a pas permis sa caractérisation biochimique. Sa distribution 3 la
surface des formes trypomastigotes sanquicoles et des formes épimastiqotes
de culture (souche tehuantepec), utilisant un sérum polyclonal anti-compo-

-

sant 5 maraqué 3 la fluorescéine et a la peroxvdase, a été démontré par

Fruit et al. (1978),



Alves et Colli (1974) observent 1'agglutination des formes épi-
mastigotes et trypomastigotes de T. cruzi en présence de concana-
valine A suggérant 1'existence de molécules de nature glucidique 2
leur surface. En 1975, Tles mémes auteurs décrivent la purification

partielle et quelques propriétés d'un complexe macro-moléculaire de

nature glycoprotéique.

Les travaux de Lederkremer et al (1976, 1977) aboutissent 3
1'isolement d'un Tlipopeptidophosphoglycanne provenant de ce complexe
macromoléculaire. Ce composant antigéniaue aui inhibe 1'agglutination
des formes épimastigotes en présence de concanavaline A, contient
60 % de glucides (mannose, galactose, glucose dans les proportions
35-22-1), 9,5 % de protéine et 12,6 % d'acide gras. I1 se trouve con-
centré dans la fraction subcellulaire enrichie en fragments membra-
naires. L'augmentation de 1'activité adényl cyclase, détectée dans
cette fraction enrichie, suggere une localisation de surface pour ce

composant antigéniaue.

Teixeira et Santos Buch (1974), en plus des travaux déja mention-
nés orécédemment; montrent aue la réponse humorale a médiation cellu-
laire la plus importante, induite chez 1'animal d'expérimentation
(évaluée par 1'inhibition de la mobilité des cellules mononucléaires)
est observée avec la fraction enrichie en composants antigéniaues

membranaires.

Cina fractions subcellulaires, obtenues par centrifugations dif-
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férentielles de formes épimastigotes (souche Tulahuen) et caractérisés par

analyse enzymatique ainsi qu'en microscopie &lectronique, ont été décrites

par Segura et al. (1974, 1977). La fraction enrichie en flagelles confére

96 % de protection lors de 1'infection expérimentale chez la souris,



Pereira et al. (1978) 1isolent deux fractions enrichies flagel-
laires et membranaires par fractionnements subcellulaires a partir de
formes épimastigotes de T.cruzi (souche Y). Les polysaccharides ther-
morésistants, eitraits par le formamide a partir de la fraction enri-

chie en flagelles, semblent €tre relatés 3 des composants de surface.

Marcipar et al (1981) isolent wune fraction glycoprotéiniaue a
partir d'un extrait insoluble de formes épimastigotes. Un composant
cathodique majeur, purifié par chromatographie d'affinité
utilisant comme Tligand la Jlectine Peanut Aaqglutinine, révele une
spécificité marauante pour T. cruzi vis-a-vis d'autres Trypano-

somatidae ( T. rangeli , T. brucei , T. gambijense

b

L. donovani et L. braziliensis ). Ce composant antigénique, pré-
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sentant un poids moléculaire de 10.000 daltons et de nature po]ysaccha-‘

ridique, est présent & la surface des formes épimastigotes et trypomas-
tigotes mais est absent au niveau des formes amastigotes (Afchain,

communication personneile).

Plus récemment, Scharfstein et al (1983) isolent une glycooro-
téine (60 % de protéine et 40 % de glucides) sur colonne de tamisage
moléculaire 3 partir d'un extrait antigéniaue total de formes épimas-
tigotes préalablement chauffé a 100°C pendant 15 mn. Cet antigene pré-
sente un poids moléculaire de 25.000 daltons. I1 est présent a la
surface du parasite et s'exprime a tous les stades du cycle évolutif
de méme aue chez de nombreuses souches de T. cruzi . De plus, il est

reconnu par 96,5 % des sérums de 173 patients chagasiaues chroniaues

provenant de zones géographiques diverses.
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Snary et Hudson (1979) identifient une glycoprotéine majeure de
surface, décelable au niveau des différents stades du cycle évolutif
parasitaire (souche Y de T. cruzi ). Ce composant a été purifié par
chromatographie .d'affinité utilisant comme 1ligand Ta Jlectine

Lens culinaris . La molécule isolée présente un poids moléculaire de

90ﬂ000 daltons et contient 18 % de glucides. Scott et Snary (1979)
démontrent aue cette glycoprotéine majeure de surface est capable de
protéger contre les infections 1éthales. L'injection préalable de
100 ug de cette molécule, en présence de saponine comme adjuvant, pro-
tege les souris contre la phase aiqué de 1'infection induite par les
trypomastigotes de culture et sanquicoles. Mais 1'utilisation d'un
autre adjuvant (adjuvant de Freund complet, par exemple) ne permet pas
d'induire un tel niveau de protection. Un deuxigme antigéne protecteur
décrit par Snary et al (1981), de nature alycoprotéinique et de
Tocalisation de surface n'est décelable qu'au niveau des formes
épjmastiqotes de culture et des formes trypomastigotes métacycliaues
(issues du vecteur). La production d'un anticorps monoclonal contre
cet antigéne a conduit a sa purification et a sa caractérisation
bjochimiaque. La molécule isolée présente un poids moléculaire de 72 000
daltons et contient 52 % de glucides. Sa composition en glucides
est 1intéressante puisaue aucun résidu d'acide sialiaque ni de
galactosamine n'est détecté alors aue trois pentoses différents
(ribose, xylose et fucose) le sont. L'injection préalable de 100 3]
de cet antigene, en présence de saponine comme adjuvant ne protege
pas contre 1'infection 1éthale chez la souris (infection induite par
les formes trypomastigotes sanguicoles ou de culture) mais semble
protéaer Tles souris contre la phase aique de 1'infection induite par

les formes métacycliaues infectantes (Snary et Ferguson, 1982).
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Sher et Snary (1982) décrivent 1'inhibition in vitro de la diffé-
renciation des formes épimastigotes en formes trypomastigotes métacy-
cliaues par les anticorps monoclonaux dirigés spécifiauement contre le
déterminant antigéniaue porté par la fraction glucidiaue du composant
ayant un poids moléculaire de 72 000 daltons. D'apres les mémes au-
teurs, cette molécule, localisée a la surface des formes épimastigotes
pourrait @&tre considérée comme un récepteur, contrdlant la différen-
ciation du parasite chez 1'insecte vecteur et ainsi réquler la multi-
plication et 1'accumulation des formes épimastigotes dans la partie

moyenne du tube digestif de 1'hGte intermédiaire.

L'analyse des composants antigéniaues de surface réalisés par
Nogueira et al. (1981) sur les souches Y et CL de T. cruzi montre que
seules les formes trypomastigotes sanguicoles expriment a leur surface
une glycoprotéine majeure correspondant a un poids moléculaire de
90 000 daltons etaun point isoélectriaue égal a 5. Cette molécule
semble donc différente de celle décrite par Snary et Hudson (1979). Ce
composant antigéniaque, absent chez les formes trypomastigote et épi-
mastigotes de culture, pourrait &tre responsable de 1'effet anti-
phagocytaire observé avec plusieurs souches de T. cruzi , étant donné
sa grande sensibilité a la dégradation par la trypsine (Noqueira et
Cohn , 1978 ; Noqueira et al , 1980). Ces mémes auteurs identifient
de la méme fagon une autre glycoprotéine majeure correspondant a un

poids moléculaire de 75 000 daltons et ayant un point isoélectriaue
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de 7,2 aui s'exprime uniauement chez les formes trypomastigotes méta-

cycliques et épimastigotes de culture. Ce composant antigénique est

-insensible 3a 1la dégradation par le trypsine. Noqueira et al (1982)

établit aue ces deux glycoprotéines majeures ne présentent aucun

polypeptide apparenté a 1la wvue d'une analyse peptidique apres



traitement 3a la trypsine et a la chymotrypsine de ces deux molécules.
De plus, aucune relation immunologiaue entre ces deux composants

antigéniques (75 000 et 90 000 daltons) n'est observée.

Zingales et al (1982) observent des différences de profils
protéiniaques et antigéniaques aprds radioiodination des protéines
membranaires des trois formes parasitaires de T. cruzi (épimastigo-
tes, trypomastigotes de culture et trypomastigotes sanguicoles). Deux
molécules correspondant 3 des poids moléculaires de 95 000 et 80 000
daltons sont communes a toutes les formes parasitaires étudiées. Une
molécule de poids moléculaire de 70 000-72 000 daltons semble &tre
spécifiaque des formes épimastigotes de culture. Enfin, une molécule
de poids moléculaire de 85 000 est spécifiaque des formes

trypomastigotes sanguicoles. Les auteurs suggerent ainsi que les
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antigenes spécifiaues des formes trypomastigotes inhiberaient Teur

pénétration dans les cellules Hela. La molécule de 95 000 daltons
pourrait- &tre relationnée a celle de 90'000 daltons
décrite par Snary et Hudson (1979) ; Ta molécule de 80 000 daltons 3
celle de 75 000 daltons identifiée par Nogueira et al , 1981 ; et
la molécule de 70 000-72 000 daltons devrait &tre éauivalente a celle

décrite par Snary et al (1980).

Plus récemment, Manso Alver (1983) décrivent la production d'an-
ticorps monoclonaux spécifiaues de la surface des formes épimastigotes
de culture de T. cruzi , capable d'inhiber leur mobilité et leur

syntheése d'acide nucléique in vitro .

l



2.2. Antigénes métaboliques - Exoantigénes ou antigénes circulants

Des 1965, Tarrant et al détectent un exoantigéne dans le surna-
geant de milieu de culture de formes épimastiqotes de T. cruzi . Mais
Gonzales - Cappa et al (1975) ne peuvent confirmer ce résultat, sug-
gérant aue le composant antigéniaue détecté par Tarrant et al

n'était pas un exoantig@ne mais un antigéne provenant de la lyse des

formes épimastigotes.

Dzbenski (1974) fut le premier 3 décrire 1la bprésence d'un
antigéne circulant dans le sang de souris infectées par T. cruzi par
double-diffusion en gel, immunoélectrophorese et chromatographie d'af-
finité. Cet antigkne circulant présente un poids moléculaire de 70 000

daltons et n'est pas sans ressemblance avec 1'exoantigane décrit

chez T. brucei (Siqueira et al , 1966 ),

Gottlieb (1977) confirme 1la présence d'antigenes circulants au
cours de 1'infection expérimentale par T. cruzi . Cet auteur détecte
une fraction circulante de nature polysaccharidiaque dans les sérums
d'animaux infectés, grdace a 1'utilisation d'un antisérum de lapin pré-
paré a partir d'une fraction polysaccharidiaue, issue des formes épi-
mastigotes de T. cruzi (souche Y). L'existence d'oses neutres communs
(tels aue 1le mannose et le galactose) a cet antigene circulant et
au lipopeptidophosphoglycanne décrit par Lederkremer et al (1976),
suggére la possibilité d'une relation entre ces deux molécules. Cepen-
dant, Alves et al (1979) montre que le lipopeptidophosphoglvcanne
n‘est pas immunogénigue chez 1'animal d'expérimentation. Considérant
aue cet antigene circulant est précipité par la concanavaline A, aue
les parasites présentent des récepteurs pour cette lectine et aue fi-
nalement des polysaccharides sont identifiés a la surface du parasite
par des wméthodes cyvtochimiaues, Gottlieb (1977) suqgdre aue cet

antigéne circulant est plutdt d'origine membranaire,
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Araujo (1976) met en évidence des antiggnes circulants dans
les sérums de souris en phase aiqué de 1'infection par des tests de
fixation du complément et par immunoélectrosynériese. Ces composants
antigéniques sont aussi détectés chez des souris en phase chronique de
1'infection ainsi aue chez des patients chagasiaues chroniques. Ce

méme auteur (Araujo, 1982) développe un test immunoenzymatiaue permet-

tant de détecter, chez la souris et le lapin expérimentalement infectés

(souche Y), des antigénes circulants méme auand la parasitémie est
tres faible ou non détectable par un examen direct du sang en
microscopie optiaue. Ces antigenes sont aussi présenfs dans ie
surnageant de culture de cellules infectées par T. cruzi . Quatre
composants antigéniaues détectés dans ce surnageant ne sont pas
décelés dans la circulation. Plus récemment, Araujo et al (1982)
décrivent auatre anticorps monoclonaux reconnaissant des antigénes

circulants dans les sérums de souris infectées par T. cruzi .

Bongertz et al (1981) mettent ainsi en évidence la présence de
auatre antigenes circulants dans les sérums de souris expérimentale-
ment infectées par T. cruzi , en double diffusion en gel utilisant des
sérums homoloques de phase aiqué et de phase chroniaue de la maladie.
96 % des sérums de patients chagasiaues sont positifs en immunoélec-
trodiffusion vis-a-vis d'un sérum de souris en phase aiqué de 1'infec-
tion et 28 % sont positifs vis-a-vis d'un sérum de souris en phase

chronique de 1'infection. Un de ces antigenes circulants, détectés

dans Te surnageant de milieu de culture de formes épimastigotes est

aussi identifié dans 1'urine de souris et de chien en phase aiqué de
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1'infection. La caractérisation biochimique de ces antigénes reste encore

a réaliser.



Le rdle des antigenes circulants de T. cruzi au cours de 1'infec-
tion et dans le développement de 1a maladie n'a pas encore été établi.
Par contre, des travaux explorant leur éventuel rdle pathogene, réve-
lent aue certains antigénes circulants sont capables de se lier a la
surface des cellules en culture, infestées ou non par les parasites.
De nombreux auteurs pensent au'ils pourraient jouer un rdle dans des
phénomeénes auto-immuns, comme sites de reconnaissance pour des cellu-

les T cytotoxiaues et/ou des anticorps, intervenant ainsi dans la

destruction des cellules de 1'hdte (Kuhn et Murnane, 1977 ; Texeira

et al , 1978 ; Ribeiro dos Santos et Hudson, 1980 ; Araujo, 1982).

2.3. Conclusion

Complexité antiaqéniaue de T. cruzi

Les différents travaux réalisés sur la composition antigéniaue de
T. cruzi montrent la complexité de la structure antigénique de ce pa-
rasite. Déja, une analyse immunoélectrophorétiaue détaillée d'un ex-
trait antigénique soluble de formes épimastigotes de T. cruzi objecti-
vent au moins trente comoosants antiaéniaues vis-a-vis d'un hyper-
immunsérum de lapin homoloque (Afchain, 1978). Les nouvelles techno-
logies (marauages de surface et biosvnthétiaue, anticorps monoclonaux)
permettent actuellement wune analyse olus fine de la mosa7Vaue antigé-
nique de T. cruzi . Elles ont contribué 3 1'identification et la ca-

ractérisation des immunogknes majeurs (notamment de surface) de

T. cruzi et 3 la mise en évidence de leur r5le important dans 1'immu-
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nité de Ta maladie de Chagas. Le degré de cette complexité est accru
par 1la présen;e de composants antiaéniaues de niveaux de spécificité
variables et par 1le problégme de 1la modulation de 1'expression de
certains antigenes par le parasite lui-méme (probleme de la variation
antigéniaue de surface d&montré chez certains protozoaires, mais apparemment

absent chez T. cruzi).

3. NIVEAU DE SPECIFICITE DES COMPOSANTS ANTIGENIQUES DE T. CRUZI

Comme chez de nombreux parasites, on distingue chez T. cruzi les
structures antigéniaues dépourvues de spécificité parasitaire (antiga-
nes hétérospécifiaues) des composants antigéniques parasitairess
proprement dits. Les antigknes hétérospécifiaques sont représentés par
des antigenes provenant de 1'"environnement" (hOte infecté, milieu de
culture) ou des antigenes ubiauistes,'correspondant a des composants
treés Tlargement répandus chez les microorganismes. Parmi les antigenes
proprement dits, i1 est possible d'identifier différents niveaux de
spécificité : les parentés antigéniaues avec certains tissus de mammi-
feres, Tles relations interspécifiaues et les relations intraspécifi-

aues.

3.1. Antigenes hétérospécifiaues

Au niveau des formes épimastigotes et trypomastigotes de culture
de T. cruzi , des antigeénes en provenance du milieu de culture ont été
décelés (Afchain et Capron, 1969 ; Afchain, 1976). Malgré la dispari-
tion des contaminants sériaques de veau du milieu dans les eaux de

lavage lors de 1la récolte des parasites, les extraits antigéniaues



préparés a partir de ces formes de culture contiennent des traces de
protéines sériaues. Ces dernigres sont tres immunogéniaues chez le

lapin lors de la préparation des hyperimmunsérums.

En ce aui concerne les antigenes ubiguitaires, la présence de
polysaccharides du type de la substance C dans les extraits antigéni-
ques de T. cruzi , nécessite une incubation préalable des immunoélec-
trophorégrammes dans un bain de citrate trisodiaue lors d'études
comparatives et diagnostiaues. Ceci permet d'éliminer de fausses réac-

tions positives (Biquet et al , 1965 ; Afchain, 1976).

3.2. Antigeénes parasitaires proprements dits

3.2.1. Parentés antigéniaues avec certains tissus de mammiferes

Les travaux de Cossio et al (1974) et de Khoury et al (1979)
ont permis de montrer aue T. cruzi exprime au moins un déterminant
antigéniaue présent aussi dans certains tissus de mammiferes .
Malheureusement, 1la caractérisation biochimiaue des molécules portant

ce déterminant antigénique commun reste encore 3 établir,

Plus récemment, Wood et al (1982) décrivent un anticorps mono-
clonal (CE5) qui reconnait de la méme fagon un déterminant antigéniaque
exprimé par T. cruzi (souche Y) et des neurones de ganglion dorsal
spinal., Cet anticorps monoclonal immunoprécipite plusieurs composants
antigéniques parasitaires présentantdes poids moléculaire s'échelon-
nant entre 50 000 et 100 000 daltons. Les populations de neurones

reconnues par cet anticorps CE5 sont différentes de celles reconnues
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par les sérums "autoimmuns" de malades chagasiques (Khoury et al ,
1979). De p]us, Scott et al (1982) démontrent que la glycoprotéine
protectrice 90 000 daltons n'exprime pas le déterminant antigéniaue
décelable par 1'anticorps CE5. Cet argument est en faveur de 1'utili-
sation potentielle de cet antigkne 90 000 dans 1'immunoprophylaxie de

Ta maladie.

On pense actuellement au'une bonne partie de la pathologie de 1a
maladie de Chagas pourrait provenir de phénomenes autoimmuns déc]en-
chés par ces déterminants antigéniaues présents dans certains tissus
de 1'hdte (et notamment au niveau cardiaaque) en induisant la produc-

tion d'autoanticorps.

3.2.2. Relations interspécifiaues

3.2.2.1, Communautés antigéniaues

Au sein de la section Stercoraria , des travaux préliminaires, en
immunoélectrophorgse, avaient montré des relations é&troites entre

T. cruzi et T. Vesperti]ionis (Bice et Zeledon, 1970) au niveau de

six composants antigéniaues.

Les travaux d'Afchain (1976), étudiant les parentés jmmunochimi-

gues entre T. cruzi , T. dionisii et T. rangeli montrent que celles-ci

intéressent en fait les six dixiemes de Teurs composants antigéniaues.
Le degré d'isologie observé entre ces trois Stercoraria est compara-
ble & celui des trypanosomes salivaria . Ce méme auteur a aussi montré

aue T. cruzi et T. brucei (Trypanosome Africain) partagent entre eux

28



29

ainsi au'avec L. donovani (leishmaniose viscérale) pras de quatre

dixiemes de leurs structures immunochimiaues. L'apparentement de

T. cruzi - T. brucei est qualitativement et auantitativement plus

maraué aue leur apparentement respectif a L. donovani .

3.2.2.2, Spécificité d'espece

Les travaux d'Afchain et al. (1979) montrent aue auatre dixidmes des
composants antigéniaues sont spécifiaques de T. cruzi comparativement 3 d'

autres Trypanosomatidae .

La spécificité du composant 5 de T. cruzi vis-a-vis d'autres Trypano-
somatidae a été démontrée en immunoélectrophorese en opposant un extrait
antigéniaque total de T. cruzf a un hyperimmunsérum de lapin homoloque
absorbé respectivement par des extraits antigénicues totaux de 7. ranqeli ,

T. donovani , T. dionisi , T. brucei , T. gambiense , L. donovani et L.

mexicana et en double diffusion en gel utilisant un sérum polyclonal

anti-composant 5 (Afchain et al. , 1979).

Plus récemment, les travaux d'Anthony et al (1981) ont permis
1'obtention d'anticorps monoclonaux spécifiaues soit de T. cruzi
(souche Tulahuen), soit de T. rangeli (souche vénézuélienne); ce ré-
sultat confirme donc les différences antigéniaues existentes entre

ces deux especes apparentées.

3.2.3. Relations intraspécifiaues

3.2.3.1, Spécificité de stade évolutif

Des études comparatives préliminaires, utilisant le test d'immu-

nofluorescence indirecte, ont permis a Kloetzel et ail (1975) de sug-



gérer 1'existence d'antig@nes spécifiaues pour chacun des 3 stades de

développement du parasite.

Les travaux de Snary et Hudson (1979) analysent la disposition
polypeptidiaque de surface des différents stades du cycle évolutif de
T. .cruzi . Bien aue les profils protéiniaues obtenus soient caracté-
ristiaques de chaaue stade morphologiaque, aucune protéine spécifiaue
des formes épimastigotes de culture n'a été identifiée. Cependant, des
polypeptides spécifiaques des formes amastigotes et des formes trypo-
mastigotes, présentant respectivement des poids moléculaires de 30 000

et 180 000 daltons, ont été identifiés.

Les travaux de Santiago et al (1981) révalent 1'existence de
composants antigéniaues spécifiques de stade de culture amastigote et
trypomastigote a 37°C et d'un antigene spécifiaue des formes amasti-
gotes (formes intracellulaires chez 1'hGte vertébré) de localisation

de surface.

Plus récemment, les travaux de Campos Neto et al (1982) ont
abouti a la production d'anticorps monoclonaux anti- T. cruzi (souche
colombienne) présentant une spécificité de stade évolutif. Par chroma-
tographie d'affinité utilisant comme 1ligand 1'anticorps monoclonal
correspondant, ils parviennent a séparer les différentes formes para-
sitaires du cycle évolutif (amastigote, épimastiqote, trypomastigote).
L'étude des déterminants antigéniques reconnus par ces anticorps mono-

clonaux est en cours de réalisation.
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Parmi les anticorps monoclonaux produits par Araujo et al (1982) et

dirigés contre les formes amastigotes et épimastigotes de culture de



T. cruzi (souche Y), certains ne reconnaissent aque les formes amasti-
gotes, d'autres sont spécifiaues des formes épimastigotes ou recon-
naissent des déterminants antigéniaues exprimés par les deux formes
parasitaires. La encore, 1la nature de ces déterminants antigéniaues

n'‘est pas révélée.

3.2.3.2, Spécificité de souche

Le fait aue T. cruzi puisse &tre considéré comme un complexe de
populations parasitaires, manifestant des comportements biologiques
différents,permet de supposer 1'existence de déterminants antigéniques

spécifiques:d'une population parasitaire donnée.

Nussenzweig et al. (1962, 1963) établissent pour la premiere fois
]'existence d'une hétérogénéité antigéniaue chez différentes souches
de T. cruzi d'origine diverse. Deux types A et B ont pu étre identi-
fiés, les composants antigéniaues spécifiaues d'une population parasi-
taire, aqui semblent &tre des polysaccharides membranaires, présentent

entre eux des réactions croisées, suggérant donc une
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similarité de structure. Les deux types identifiés n'ont aucune relation

avec la distribution géographique des populations de narasites étudiees.

3.2.3.3 . Spécificité de clone

Plus récemment, 1'analyse comnarée en immunoelectronnorese bidi-

rensionnelle utilisant des hynerimmunsérums dc lanin  nomolocues de
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deux souches de T. cruzi (Y et Tulahuen) et de 6 clones isolés, révéle

1'existence de composants antigéniques spécifiques de clone (Bongertz
et Dvorak, 1982). En conséquence, la population des organismes que

constitue une souche de 7. cruzi est antigéniquement hétérogeéne.

3.3. Variation antigénique

Des études portant sur la structure antigénique des protozoaires
ont montré que certaines espéces exprimaient des molécules présentant
un phénomene de variation antigéniaue. Celui-ci a été décrit large-

ment chez 1les trypanosomes Africains : T. brucei et T. gambiense

(Vickerman et Lucking, 1969 ; Le Ray, 1975), les Babesia (Curnow,1973)
et les Plasmodium (Brown, 1977). En ce qui concerne T. cruzi , il a
été postulé aue ce parasite subissait aussi une variation antigéniaue
(Doyle, 1977) alors au'aucune évidence de cette variation n'a pu 8tre
montrée au cours de 1'infection (Gonzalez Cappa, 1975) ou pour une
glycoprotéine majeure de surface commune a tous les stades de dévelop-
pement du parasite (Snary et Hudson, 1979). Cependant, la diversité
des composants de surface, révélés par les stades du cycle évolutif de
T. cruzi , permet de confirmer au'un manteau de nature glycoprotéique
rencontré chez les trypanosomes Africains n'existe pas chez T. cruzi

(Snary, 1980). Pour 1'instant, bien aue le probleéme ne soit pas com-
pletement résolu, aucun des composants antigénicues, actuellement
identifiés, ne présente cette caractéristiaue de variation antigé-

niaue.
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4, DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DE LA MALADIE DE CHAGAS

4.1, Introduction

vLe diagnostic biologiaue des affections parasitaires, suspectées sur
leurs caractéristiaues cliniaues, repose sur des examens biologiaues. La
découverte du parasite dans les selles, le sang ou tout autre Tliquide
biologiaue est bien-entendu, le moyen le plus direct d'affirmer 1'existence
d'une parasitose. Mais, bien souvent, cette confirmation parasitologiaue
aui doit systématiauement &tre recherchée s'avere négative, difficile ou
impossible. Dans ce cas, les méthodes immunologiaues doivent alors prendre

Te relais.

En phase aigqué de la maladie de Chagas, les parasites circulants sont
nombreux et le diagnostic peut reposer sur des méthodes parasitologiaues.
En phase chroniaue, 1a parasitémie est généralement tres faible et le re-
cours au diagnostic immunologiaque est indispensable. Dans la revue
bibliographiaue aqui suit, seront discutées la sensibilité et la
spécificité des principales techniaques utilisées dans Jle diagnostic

parasitologiaue et immunologiaue de la maladie de Chagas.

4.2. Diagnostic parasitologiaue

4.2.1. Observation directe

Pour identifier le parasite dans le sang d'un patient, 1a techniaue la

plus simple et Ta plus rapide est 1'observation entre Tame et Tamelle d'une



p—

34
goutte de sang frais. Mais elle n'est positive au'en cas de forte

parasitémie, exceptionnelle chez les malades.

L'observation directe d'une goutte épaisse de sang, apres hémolyse
et coloration, permet toutefois d'établir un diagnostic parasitologiaue

dans environ 50 % des cas en phase aiqué (Cerisola et al. , 1974).

4,2.2. Méthodes indirectes

4,2,2.1, Hémoculture

Elle présente un 1intérét important car le xénodiagnostic (voir
paragraphe 4.,2.2.2) est tres lourd d'utilisation et tous les laboratoires
n‘ont pas la capacité de le mener a bien. Le sang du malade est inoculé sur
différents milieux de culture dans le but d'obtenir une multiplication
parasitaire alors facile a observer, Différents auteurs indiauent dque cette
techniaque permet de détecter les parasites circulants chez 40 3 50 % des
malades atteints de phase aiqué et seulement 8 % des patients atteints de
phase chroniaue (Cerisola et al. , 1974 ; Mourao et Mello, 1975 ; Chiari et

Dias, 1975).

4,2.2.2. Xénodiagnostic

Cette méthode consiste a faire multiplier les parasites provenant du
sang d'un patient, chez des triatomes (hOte intermédiaire) non infectés,
élevés en laboratoire. D2s 1914, Brumpt préconise ce test diagnostiaue. De
nos jours, il reste le meilleur diagnostic de certitude de 1a maladie de

Chagas. Son emploi est cependant tres 1lourd et nécessite une certaine
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standardisation (Salgago et al., 1970). De plus, Te résultat ne peut &tre donné

au'un mois au moins apres la réalisation du test (examen des féces de
réduves a 30, 60 et 90 jours). Le xénodiagnostic permet de détecter les
parasites circulants dans 40 a 50 % des cas chroniques de la maladie
(Maekelt, 1973 ; Coura, 1976) et dans pratiauement 100 % des cas aiqus

(Cerisola, 1972 ; Schenone et .al., 1974).

Le xénodiagnostic est incontestablement le diagnostic parasitologique

Te plus sensible,

4.3. Diagnostic immunologiaue .

De nombreuses technigues sérologiaues reposant essentiellement sur la
détection d'anticorps anti-parasites dans les sérums des patients, ont é&té

mis au point au fil des années.

4.3.1. Réaction de fixation du complément (RFC)

Décrite en 1913 par Guerreiroet Machado, cette technique fut la pre-
miere utilisée. Elle reste considérée surtout en Amérique du Sud comme la
techniaque de référence dans les laboratoires de diagnostic. Les premieres
préparations antigéniaues utilisées furent des broyats de foie ou de rate
de chien infectés (Mayer et Richa Lima, 1914 ; Leao, 1923 ; Patto, 1931).
En 1937, Kelser dintroduit comme nouvelle source antiqénioue, les formes
énpimastiqotes de culture de T. cruzi , ce aui permit la préparation massive
d'extrait antigéniaue davantage standardisé et ne contenant plus de
contaminants Drove%ant de tissus d'hdtes. Différents auteurs s'attacherent

alors a améliorer le test en wutilisant différentes préparations
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antigéniaues a partir de ces formes de culture (Almeida et al. , 1956 ;
Maekelt, 1960, 1964 ; Tarrant et al. , 1965 ; Knierim et Saavedra, 1966 ;
Fife et Kent, 1960). Ces travaux montrent aue la spécificité et 1la
sensibilité du test, sont conditionnées par le choix de la préparation
antigénique. L'extrait benzénique hydrosoluble de Maekelt présentait 1le
moins de réactions croisées vis-a-vis d'autres parasitoses. Mais
actuellement, la technigue de fixation du complément tend a &tre moins

utilisée du fait de sa faible sensibilité par rapport a d'autres tests

sérologiaues.

4.3.2. Réactions d'agglutination

4,3.2.1. Agglutination directe

Les sérums d'individus parasités réagissent directement avec les
formes épimastiqotes de T. cruzi produisant une agglutination visible
macroscopiauement. Mais des sérums frais de personnes non parasitées
avaient aussi un certain pouvoir agqlutinant. Seuls, les sérums des
patients atteints de phase aiqué de la maladie présentaient un taux d°
anticorps agglutinant significativement plus é&levé aue celui des non
chagasiaques (Muniz et Freitas, 1946 ; Pifano, 1960 ; Maekelt, 1964). De
plus, Senekjie et Lewis (1944) mettaient en évidence 1'existence de

nombreuses réactions croisées avec des sérums de patients leishmaniens.

Deux types d'amélioration de la techniaue ont été proposés. Vattuone
et Yanovsky (1971) montrent que le traitement enzymatiaue des formes
épimastiqotes démasaue de nouveaux déterminants antigéniaues membranaires
aui modifient 1'agglutination. Gonzalez Cappa et al. (1973) montrent aue

les IgM et certains composants sériaues comme la protéine C réactive (CRP)
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de sérum d'individus non parasités provoquent une réaction d'aggiutination,
alors que seuls les IgG des sérums de chaoasiques égaient responsables de
1'agglutination. Ainsi la destruction des IgM du sérum par le 2-mercapto-
€thanol (Schmunis et al., 1975 ; Storni et al., 1975) a rendu ce test plus .

spécifique pour le diaanostic de la maladie de Chaaas.

4.3.2.2. Agglutination des particules de latex (sensibilisées avec un

extrait antigéniaue de I._cruzi

Les particules de latex -servent ici de support inerte aux composants
antigéniaues solubles. En présence des anticorps correspondants, la

réaction se manifeste par une agglutination visible macrosconiquement.

Ce test d'agglutination aux particules de latex, de part sa simplicité
d'utilisation peut &tre utilisée selon Pellearino et Katz (1971) pour des
enquétes épidémiologidques mais sa sensibilité et sa spécificité sont
inférieures a celles observées avec la techniaue d'immunofluorescence
indirecte (Camargo et al. , 1977) et avec les réactions de fixation du
complément et d'hémagglutination indirecte (baruffa et Alcantara Filho,
1975). De plus, la stabilité de la liaison latex-composants antigéniaues n'

est pas toujours optimale.

4.3.2.3. Hémaaqlutination indirecte

Dans certaines conditions, la membrane des globules rouges de mouton
peut fixer des composants antigéniaues parasitaires ; ces qlobhules rouges

sensibilisés, en présence des anticorps correspondants, s'agglutinent,
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Muniz (1950) appliague pour la premigre fois 1la techniaue d'

hémagglutination dindirecte au modele Trypanosoma cruzi . Il sensibilise

directement des globules rouges avec un extrait antigéniaue polysacchari-
diaue ; mais le test révele de nombreux faux positifs. Le traitement des
globules rouges 3 1'acide taniaue a permis une meilleure adsorption des
composants antigéniaques a leur surface, améliorant le test de fagon
importante (Bouisset et al. , 1960). Cerisola et al. (1962) introduisent
la réaction en routine en sensibilisant les alobules rouges, traités a 1!
acide taniaue, par un broyat isotonique de formes épimastigotes de culture.
Suivant cette techniaue, ces auteurs obtiennent 99 % de corrélation avec le
test de fixation du complément. La m@me année, Maekelt montre aue le test
d'hémagqlutination indirecte présente une plus grande spécificité et

sensibilité si 1'extrait benzénique de T. cruzi est utilisé.

Neal et Miles (1970) expérimentent la spécificité de ce test vis-3-vis
d'autres parasitoses a 1'aide de sérums de patients atteints de malaria,
tuberculose, syphilis et amibiase. Aucune réaction croisée n'est observée,
Sur 152 patients cliniguement et parasitologiauement confirmés, utilisant
le méme test, Camargo et al. (1971) obtiennent 100 % de sensibilité et 98,5
% de spécificité. Dans les travaux du méme type, Knierim (1972) trouve pour

ce test 98,2 % de sensibilité et 98,8 % de spécificité.

La réaction d'hémaggqlutination indirecte est encore aujourd'hui tres
utilisée dans le diagnostic immunologiaue de 1a maladie de Chagas. Flle est
sensible et le probleme des réactions croisées lors de 1'utilisation d'un
extrait antigénique total de T. cruzi , peut &tre 1imité par le choix d'un

titre, seuil de spécificité.
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4.3.3. Techniques d'immunoprécipitation

Afchain et al. (1970) proposent 1'immunoélectrophorese comme possi-
bilité de diaqnoétic de 1a maladie de Chagas. Les sérums, concentrés trois
fois, sont testés contre un extrait antigéniaue hydrosoluble de T. cruzi
(formes épimastigotes de culture). Sur 27 sérums de malades cliniauement et
sérologiquement confirmés dont 10 en phase aiqué et 17 en phase chroniaue,
tous objectivement en immunoélectrophorese des précipitines (1 a 2 arcs en
_phase aiqué et jusau'3 9 arcs en phase chroniaue).la présence relativement
constante des anticorps anti-composant 5 dans les sérums de malades
révélait déja 1'importance de ce composant antigéniaue dans le diagﬁostic
immunologiaue de la maladie de Chagas (60 % en phase aigqé sur 10 sérums

dtudiés et 94 % en phase chroniaue sur 17 sérums analysés).

En 1976, Knight et al. comparent la techniaque de fixation du complé-
ment (RFC) avec le test d'immunoélectro-diffusion (IED) pour la détection
d'anticorps circulants dans la maladie de Chagas. Sur 103 sérums étudiés,

la comparaison des deux techniaues montre aue 1'IED ne détecte seulement
aue 77 % de sérums positifs alors que la RFC arrive a un pourcentage de 95
%. La RFC semblerait donc plus sensible que 1'IED. Mais ces résultats
pourraient aussi indiauer aue 1'IED est plus spécifiaue aue la RFC, en con-
sidérant les faux positifs dus a d'autres varasitoses (leishmaniose, mala-

ria, lepre, etc...).

D'une maniere aénérale, les techniaues d'immunoorécipitation (immuno-
diffusion, immunodlectrophorese, immunoélectrodiffusion) wutilisant un
extrait antigéniaue hydrosoluble sont réputées peu sensibles. Mais la con-
centration du sérum par lyophilisation peut limiter cet inconvénient. Elles
sont, par contre, tres analytiaues, donc tres spécifiaues, permettant un

repérage facile des systémes précipitants spécifiques.
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4.3.4. Techniaues utilisant des anticorps anti-immunoglobulines humaines

maraqués

4,342 1. Immunof luorescence indirecte (IFI)

La méthode d'immunofluorescence indirecte, wutilisant un antigane
fiquré (formes épimastigotes fixées), permet un dosage semi-auantitatif des

anticorps présents dans un sérum de patient.

Fife et Muschel (1959) sont les premiers a adapter la méthode a T.
cruzi . Biaqi et al. (1964) réalisent la technique sur des formes amastigotes
contenues dans le myocarde de souris infectées. Les résultats obtenus sur
236 sérums présentent une bonne corrélation avec ceux obtenus par 1Ta
réaction de fixation du complément. Cerisola et al. , en 1970, utilisent
des formes épimastigotes de culture fixées comme source antigéniaue. Ils
obtiennent 96 % de corrélation avec la réaction de fixation du complément
et une sensibilité de 99 3 100 % pour des sérums de malades chroniaques.

De nombreux travaux se sont attachés a comparer la sensibilité de
cette techniaue en fonction de 1'évolution de la maladie. Alvarez et al.

(1969) montrent une tras bonne corrélation entre réaction de fixation du
complément et le test d'immunofluorescence indirecte (IFI) pour des sérums
de patients atteints de phase chroniaue. Mais en tout début d'infection, 1'
IFI est plus sensible et dépiste les cas précoces avant la RFC et 1la
technique d'hémagqlutination indirecte. Petana (1975) confirme ces
résultats lors d'une enaudte épidémioloaiaque réalisée chez des enfants.
Camargo et al. (1977) obtiennent également une tres bonne corrélation entre

RFC et IFI. Une étude sérologiaue comparative en fonction de la cliniaue,
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réalisée par Fuchset al. (1980), montre aussi aue 1'IFI est plus sensible
aue le RFC (respectivement 95,2 % et 73,1 % de positivité). Mais 1la
spécificité de la RFC semble plus élevée aue celle de IFI (respectivement

1,1 % de faux positifs pour 3,7 %).

Plus récemment, 1'étude comparative de différentes techniques sérolo-
giques (RFC, ELISA, IEP et IFI) réalisée par Breniere et al. (soumis pour
publication) sur 263 sérums de patients provenant de diverses zones endé-
miaques de Bolivie, montre une tres bonne corrélation entre ces auatre
techniaues. 99,9 % de sensibilité relative est obtenue avec la techniaue d'
IFI. Le pourcentage de co-négativité considéré comme un parametre de Jla
spécificité relative atteint 96,7 %. I1 est égal a celui observé avec la
RFC, inférieur a celui de 1'IEP et supérieur au pourcentage obtenu avec le

test ELISA.

lLa techniaque d'immunofluorescence indirecte utilisant des antigagnes
fiqurés est donc sensible, mais nécessite la détermination d'un titre,

seuil de spécificité, pour &tre interprétée.

4.3.4.2. Technique ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

I1 s'aqgit de visualiser et auantifier une réaction antigkne-anticorps
non pas en utilisant, comme en immunofluorescence des anticorps maraués par
une substance fluorescente mais des anticorps maraués par une enzyme gui en
contact avec son substrat, donnera une réaction colorée proportionnelle 2

la quantité d'anticorps maraué entrant dans la réaction.

Voller et al. (1975) montre une tres bonne corrélation du test ELISA

avec 1'IFI. 98 % de patients brésiliens présentent une sérologie positive
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en IFIpour T. cruzi et donnent aussi un test ELISA positif (Etude portant
sur 124 sérums). Fuchs et al. (1980)confirment ces résultats et les

sensibilités respectives obtenues par IFI et 1'ELISA sont de 95,2 % et de
98,5 %.

Les travaux d'Anthony et al. (1979) ont consisté a l1a mise au point d'
un tést micro ELISA pour 1le diagnostic de la maladie de Chagas. Les ré-
sultats sont comparés avec ceux obtenus en RFC et en IFI. Sur 302 patients
24,5 % sont positifs dans les 3 tests, 29,5 % le sont par la technique
ELISA (microméthode), 29,5 % par IFI et 31 % avec la RFC. Ces auteurs con-
firment donc les résultats obtenus par Voller et al. (1975)et montre aussi

la treés bonne corrélation existente entre le test ELISA et 1la RFC.

Breniere et al. (soumis pour publication) comparant la sensibilité et
la spécificité de auatre tests sérologiaues (IFI, RFC, IEP et ELISA)
montrent que le test ELISA utilisant un extrait antigéniaue soluble de T.
cruzi se révele &tre Ta techniaue la plus sensible (meilleur pourcentage
de co-positivité) mais aussi la moins spécifique puisau'elle présente le

plus faible pourcentage de co-négativité.

Guimaraes et al. (1981)montrent aue le test ELISA, utilisant un
extrait salin antigénicue de formes épimastigotes de culture, détecte avec
1a m@me sensibilité les infections 3 T. cruzi et donne moins de réactions
croisées avec des sérums de leishmaniose cutanéo-muaueuse et viscérale aue

Ta méme techniaue utilisant 1'antigéne délipidé standard de Maekelt (1960).

Plus récemment, Schechter et al. (1983) décrivent un test ELISA aqui
utilise comme source antigéniaue, la glycoprotéine de 90 000 daltons de
poids moléculaire, décrite et purifiée par Snary et Hudson (1979). Celui-ci

permet de distinguer les infections a T. cruzi de celles dues a Leishmania

Braziliensis Braziliensis et & T. rangeli.
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La techniaue ELISA, de par sa grande sensibilité est de plus en plus
utilisée. De plus, elle peut &tre appliauée en microméthode et automatisée
(Carlier et al. , 1979). Mais la tres grande sensibilité de cette techniaue
impliaue un choix rigoureux de la spécificité du matériel antigéniaue a
utiliser, afin d'éviter des réactions faussement positives. Sa faible con-

sommation d'antigkne en fait un outil idéal pour 1'étude des anticorps

contre des antigenes purifiés.

4.4, Spécificité du diagnostic immunologicue de la maladie de Chagas

Malgré les tr&s nombreuses techniaues sérologiaues (cf paragraphe 4.3)
dont la sensibilité a &té démontrée dans de nombreuses études comparatives
(Camargo et al. , 1977, 1979 ; Fuchs et al. , 1980 ; Brenikre et al. , sou-
mis pour publication), beaucoup de sérums humains présentant une sérologie
positive pour T. cruzi révélent aussi des réactions positives avec les
antigenes d'autres parasites tel aue T. rangeli (Anthony et al. , 1979),

Leishmania donovani (Camargo et al. , 1966 ; Nery -Guimaraes et al. , 1969

Safelder et Mannveiler, 1981 ; Guimaraes et al. , 1981) ou L. braziliensis

(Chaffee et al. , 1956 ; Duxbury & Sadun, 1964 ; Camargo & Rebonato, 1969

Nery-Guimaraes, 1969 ; Gam et Neva, 1977 ; Guimaraes et al. , 1981).

Ces résultats peuvent s'expliauer par les différents deqrés de réac-
tions croisées existentes entre les structures antigéniaues de ces diffé-
rents parasites et le recouvrement de la distribution géogqraphiaque des in-
fections parasitaires. En effet, des études immunostructurales réalisées
chez T. cruzi montrent aue 3/10 de ses composants antigéniaues sont communs

avec ceux de Leishmania ( L. donovani , L. mexicana ), 4/10 avec les trypa-

nosomes africains ( T. brucei ) et 6/10 avec d'autres trypanosomes améri-

cains tel aue T. rangeli , T. dionisii (Afchain et al. , 1979 ; Bronzina
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et al. , 1980 ; Anthony et al. , 1981). De plus, la leishmaniose cutanéo-
muaueuse (Walton et al. , 1973 ; Desjeux et al. , 1974) ou la leishmaniose

viscérale (Desjeux et al. , 1983) et 1'infection humaine pbar T. rangeli

(Sousa & Johnson, 1971 ; D'alessandro , 1974 ; Anthony -et'al.,
1979) ont été rencontrées dans des régions connues pour leur endémicité pour
la maladie de Chagas, soulignant la superposition des distributions géogra-

phiques de certaines infections a flagellés et donc la possibilité d'infec-

tions concomitantes.

C'est pourauoi diverses méthodes ont été proposées pour augmenter 1la
spécificité du diagnostic immunologiaque de la maladie de Chagas,

utilisant :

d'autres formes parasitaires comme les amastigotes ou les trypomastigotes
présentant une meilleure spécificité aue les formes épimastiqotes
(Cerisola et al. , 1971 ; Gam & Neva, 1977 ; Neva & Gam, 1977) ;
- d'autres procédés d'extraction antigéniacue comme la préparation d'un ex

trait de formes é&pimastigotes "vivantes" (Guimaraes et al. , 1981) ;
- 1'absorption des sérums humains avec des antigenes de parasites présen-

tant des réactions croisées avec T. cruzi (Camargo & Rebonato, 1969) ;
- plus récemment, des antigenes spécifiaues purifiés de T. cruzi telle aue
Ta GP90 (Schechter et al. , 1983) et 1'antigene de 25 000 daltons décrit
par Scharfstein et al. (1983). Ces deux tests permettent un diagnostic

spécifique de la phase chroniaue de la maladie de Chagas avec une trés

bonne sensibilité.

La spécificité du composant 5 vis-3-vis de nombreux trypanosomatidae ,

(Afchain et al. , 1978, 1979) et le caractere remarauable de son immunoqé-
nicité dans les infections naturelles (Afchain et al. , 1970 ; Brenjere et

al. , soumis pour publication) justifient pleinement 1'étude aue nous avons
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réalisée sur la recherche de la présence des anticorps anti-composant 5
dans les sérums de patients infectés par T. cruzi en vue de disposer d'un

diagnostic immunologiaue spécifiaue de Ta maladie de Chagas.

45



MATERIEL et

METHODES

46



47

1. ORIGINE DU MATERIEL PARASITAIRE

1.17. Trypanosoma cruzi

1.1.1. Souche Tehuantepec

La souche Tehuantepec de T. cruzi est la souche de référence la plus
utilisée dans ce travail. Elle a été isolée en 1938 par E. Brumpt 3 partir

du vecteur Triatoma sp. , trouvé infecté naturellement dans la région de

Téhuantepec au Mexiaue (Darman, 1941). La classification isoenzymatique
réalisée par Tibayrenc et al. (1983) a permis de mettre en évidence 1'exis-
tence en Bolivie de 2 subdivisions principales du taxon T, cruzi . La

souche Tehuantepec est en relation étroite avec 1le zymodeme-1 bolivien.

1.1.2. Souche Tulahuen

Cette souche a été isolée en 1945 3 partir de Triatoma infestans 3

Tulahuen, Chilie (Nord) (Galliard et al. , 1962). Elle a été démontrée

identiaue isoenzymatiauement au zymodeme-2 de Bolivie (Tibayrenc et al.

b

1983).

2. CULTURE IN VITRO DES PARASITES

Le milieu licuide monophasiaue GLSH a été utilsée pour 1'adaptation,

1'entretien et la culture massive des différentes souches de T. cruzi

2.1. Miljeu de culture
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Le milijeu GLSH est un milieu monophasiaue acellulaire, décrit
initialement par Jadin et Pierreux (1960) et 18gkrement modifié par Jadin
et Le Ray (1969). I1 a é&té appelé GLSH suivant les initiales de ses
principaux constituants (glucose, lactalbumine hydrolysée, sérum,

hémoglobine) et est composé de :

a) la solution de Hanks (formule vpour un Tlitre de milieu)

Fau distillée 750 ml Na PO, . 12H,0 0,15 g
NaCl 8,00 g KH,PO, 0,06 g
KC1 0,40 g NaHCO 0,98 g
Cacl,,.2H,0 0,25 g Glucose 1,00 g
MgSO,.7H,0 0,20 g

b) Additionnée de :

Lactalbumine (hydrolysat) (Difco) 4,5 ¢

Serum de veau décomplémente’ 100 m1 (10 %)
Hemoglobine (solution stock)® 150 m]
Penicilline & 200 000 Unités
Streptomycine (sulfate) 100 000 ug

1. Sérum de veau ou sérum de veau foetal décomplémentéd 20 mn 3 56°C
2. Suspension de Bacto-Beef-Blood (Difco) a 3 % en eau distillée, portée 3
ébullition 1/4 heure, centrifugée 10 mn a 2800 q , filtrée, autoclavée

puis stockée a 4°C.

Le pH de la solution est ajusté a 7,4 avec NaOH ou HC1 0,1 N. Le
milieu est alors soumis 3 une filtration stérilisante s'effectuant sous

pression sur membranes d'acétate de cellulose (Sartorius ou Millipore) 3
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1'aide d'une série de filtres de porosité décroissante : 4,0 - 1,2 - 0,8 -
0,45 et 0,22 microns,

I1 est possible de conserver ce milieu stérile pendant 6 mois a + 4°C.

2.2. Entretien des souches en routine et cultures massives

L'entretien des souches de T. cruzi est réalisée en veinotubes stéri-
les contenant 3 3@ 4 ml de milieu GLSH a 28°C. Les subcultures sont effec-
tuées systématiaquement une fois par semaine. En vue d'une culture massive,
il est souhaitable d'exalter préalablement Ta souche en veinotube en
le repiauant tous les deux jours. Les cultures massives s'effectuent

progressivement selon le protocole expérimental schématisé dans la figure

n°3.

Les cultures massives permettent, Tlors de la récolte, 1'obtention
d'une quantité importante d'organismes. Le rendement varie selon les espe-
ces, mais il est en moyenne de 1'ordre de 1 gramme de flagellés entiers

(poids humide) par litre de milieu.

Du point de vue morphologiaue, les formes de culture sont éauivalentes

2 celles rencontrées chez 1'hSte intermédiaire, a savoir : les formes

épimastigotes (95 %) et les formes trypomastigotes métacycliaues (5 %).

3. RECOLTE DES PARASITES ET PREPARATION DU MATERIEL ANTIGENIQUE

La récolte et le Tlavage des organismes constituent deux é&tapes

communes dans 1'obtention des différentes préparations antigéniaues.



| . '
veinotube
Ensemencement de 7 a 8 jours

de culture

d'un flacon de 200 mi

7 a 8 Jjours contenant 40 ml de GLSH
plus tard

ensemencement

d'un flacon de 1 1 contenant
200 ml de GLSH

7 & 8 jours : g“

plus tard

ensemencement

£~

D'un flacon de 4 1
contenant 1 1 de GLSH

Figure n°3 : Protocole expérimental pour 1'obtention de cultures
massives. )
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3.1. Récolte et Tavages des parasites

Des cultures massives de 7 a 8 jours sont homogénéisées puis
centrifugées a faible vitesse (800 g ) a + 4°C. Les culots correspondants
sont lavés 3 fois dans une solution saline glucosée de Hanks Wallace,
réfrigérée a3 + 4°C, pour réduire la lyse spontanée des parasites par
centrifugations répétées. Les organismes ainsi récoltés et lavés servent de

matériel de base pour la préparation des formes épimastigotes fixées et des

différents extraits antigéniaues.

3.2. Préparations des formes épimastigotes fixées pour la réaction d'immu-

nofluorescence indirecte (IFI)

Environ 50 millions de parasites récoltés et lavés, sont remis en
suspension dans 2 ml de tampon PBS, pH 7,4 auxauels on ajoute une goutte d'
une solution a 2,5 % de glutaraldéhyde. Apres fixation 10 mn 3 +4°C, 1la
suspension est Tlavée 2 fois en tampon PBS, pH 7,4, par centrifugations
successives a 2000 g a +4°C pendant 5 minutes. Le culot correspondant est
repris dans un volume adéauat de tampon PBS de fagon a obtenir 20 3 30
parasites par champs (microscope optiaue, grossissement x 400) en déposant
50 u1 (1 goutte) de la suspension sur une lame porte-objet. Les Tlames. sont
ensuite séchées a température ambiante pendant 2 heures et sont conservées

a - 70°C jusau'a utilisation.

3.3. Préparation des extraits antiaéniaues solubles

Différents extraits antigéniaues de T. cruzi sont préparés. 3 grammes

environ d'organismes (poids humide), récoltés et lavés, sont resuspendus
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dans différentes solutions hypotoniaues (1 ml par gramme de poids humide),
agités pendant 2 heures a3 4°C et enfin soumis A une vitesse de
centrifugation de 20 000 g durant 1 heure a 4°C pour séparer Te soluble de

1'insoluble., On obtient ainsi :

- A) Un extrait de 1lyse par une solution hypotoniaue Nacl 1 %

extrait EC NaCl

- B) un extrait de lyse par une solution hypotoniaue, NaCL 1 %,, contenant
un détergent (Nonidet P40 0,05 %) et des inhibiteurs enzymatiaues

(aprotinine 100 U/ml, PMSF 1 mM) : extrait EC NaCl dét.

- C) Un extrait de lyse par une solution NaCl 1 %, suivie d'unecongélation
puis d'une désintégration cellulaire par trois passages dans une
presse hydrauliaue (X Press LKB) a 18 000 psi (cellules d'une capacité

de 53 25 ml) : extrait EC NaCl xp.
Les différents extraits antigéniaues solubles (surnageants) peuvent

8tre stockés a -70°C ou lyophilisés apras avoir été dialysés une nuit

contre de T'eau distillée.

4. SERUMS

4,1, Obtention d'immunsérums

Des lapins pesant environ 3 kg sont utilisés pour 1'obtention d'immun-
sérums selon 2 techniaues d'immunisation : la techniaue d'injection sous-
scapulaire est mise en oeuvre pour 1'obtention d'hyperimmunsérums (HIS)

anti-extrait antigéniaue total de T. cruzi ; celle de multiponcture intra-
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dermique de Vaitukaitis et al. (1971) pour 1'obtention d'immunsérums (IS)

anti-fractions enrichies et anti-antigene purifié de T. cruzi

- La techniaue d'injection sous-scapulaire

E1le permet 1'obtention lente de sérums les plus riches possibles en
anticorps précipitants. Cette méthode consiste a injecter chaaue semaine
dans la cavité sous-scapulaire, 2 mg d'extrait antigénique dissous dans 0,5

ml de solution NaCl 9 %, et émulsionnée dans un volume égal d'adjuvant de

Freund complet (Difco).

Les saignées sont effectuées avant toute immunisation, afin de dispo-
ser de sérum négatif de contrble, puis tous les 15 jours a partir de la
3eme semaine d'immunisation. Les hyperimmunsérums sont obtenus en moyenne

apres le 3eme mois.
Les HIS anti-extrait antigéniaue soluble de T. cruzi sont absorbés par

15 mg de sérum de veau préalablement Tyophilisés (pour 1 ml de sérum) selon

le protocole décrit par Afchain (1976).

- La techniaue de multiponcture intradermiaue de Vaitukaitis et al. (1971)

L'intérét de cette techniaue réside dans 1'obtention rapide d°
immunsérum contenant des anticorps précipitants diriaés contre Tles
déterminants les plus immunogenes (un mois apres une seule immunisation),

utilisant une dose minime d'extrait antigéniaue.

Le mélange d'immunisation est préparé extemporanément et contient

0,2 3 1 mg de la fraction antigéniaue enrichie ou du composant purifié
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+ 1 ml de solution NaCL 9 %

+ 2 ml d'adjuvant de Freund complet (Difco).

Apres émulsion, le mélange est administré en 40 injections intrader-
midues de 0,075 m1 dans la zone préalablement rasée du dos du lapin. Simul-

tanément, 1 ml de vaccin coauelucheux (Institut Pasteur) est injecté par

voie intramusculaire.

4,2, Sérums humains

Nous avons utilisé pour ce travail :

- 343 sérums de patients boliviens atteints de maladie de Chagas chroniaue,
a sérologie positive pour T. cruzi (3 tests sérologiaques positifs parmi
1'immunoélectrophorese, la réaction de fixation du complément, 1'immuno-

fluorescence indirecte et la méthode immunoenzymatiaue ELISA ; Bréniere

et al. , sounis pour publication) provenant des différentes regions (La Paz,

Camiri, Chiwisivi et Salinas).

15 sérums de patients argentins (région de Santa Fé et de Santiago del

Estero ; 3gés de 1 3 10 ans) atteints de maladie de Chaaas aigué clini
auement confirmés et parasitologiauement positifs 3
47 sérums de patients boliviens atteints de leishmaniose cutanéo-muaueuse

( Leishmania braziliensis braziliensis ) cliniauement et sérologiquement

confirmés provenant de la région des Yunaas (Desjeux et al, » 1974)

————— b

- 40 sérums de patients brésiliens bilharziens (Département de Ceara ville

b ]

de Baturite, Nord-Est du 8résil) séroloaicuement confirmés

b

10 sérums de patients africains atteints de paludisme parasitologiquement
et sérologiquement confirmés ;

- 11 sérums de patients africains atteints de trypanosomiase africaine 3

sérologie et diagnostic parasitologique positifs oour T. 73mbienge

- 3 sérums de patients africains atteints d'amibiase sérologiaquement con-

firmés ;
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- 14 sérums de patient; européens atteints de toxoplasmose sérologiquement
confirmés ;

- 14 sérums de patients provenant du bassin méditerranden atteints de

leishmaniose viscérale a sérologie positive pour L. donovani , cliniaue

ment et parasitologiauement confirmés ;

- 6?‘ sérums de patients boliviens de zone endémique 2 sérologie négative
pour T. cruzi et présentant  un xénodiagnostic  négatif 3

- 10 sérums argentins de zone endémiaue sérologiauement et parasitologiaue-

ment négatifs ;

- 20 sérums humains sains européens.

4-3 Anticorps monoclonaux

Des anticorps monoclonaux anti-Trypanosoma cruzi ont été produits

par hybridation de cellules de la lignée myélomateuse Sp2/0, avec des
lymphocytes spléniques de souris BALB/C, immunisées avec différentes
fractions antigéniques de formes épimastigotes de culture (Orozco et al.,
1983).

L'étude des spécificités antigéniques des anticorps monoclonaux
obtenus a permis de mettre en évidence 1'obtention d'un anticorps, de classe
IgGy, anti-composant 5 spécifique de T. cruzi (clone cellulaire II 190/30).
La spécificité anti-composant 5 de 1'hybride II 190/30 a été démontrée par
un test de compétition SRIA utilisant 1'anticorps monoclonal marqué a
1'1251 et un sérum de lapin monospécifique anti-composant 5 de référence

et par un test d'identité en double diffusion en gel avec ce méme sérumc

5. TECHNTOUES IMMUNOLOGIGUES

5.1. Précipitation en gel

Les techniaues de précinitation en qel permettent <'analyser lag

com-
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posants antigéniaues d'une solution ainsi aue les anticorps présents dans
un sérum. La double diffusion en gel (DDG), 1'immunoélectrophorese (IEP),

ainsi aue 1'immunodiffusion radiale (IR) sont utilisées.

Le qgel utilisé est préparé a partir d'une solution a 1 % d'agarose
(Indubiose agarose EED = - 0,17, IBF) en tampon Véronal sodé pH 8,2 (160 g
de barbital sodiaue + 220 m1 HCT1 1 N, asp 10 1). La solution est chauffée
au bain-marie a 80°C jusau'd 1'obtention d'une solution homoggne. Le volume
d'agarose coulé sur les Tames de verre, préalablement dégraissées et
disposées sur un support parfaitement horizontal, est calculé de la fagon
suivante : périmetre de la plaque (cmz) x 0,2 (hauteur du gel en cm) =

volume du gel (ml1).

5.1.1. Double diffusion en gel (DDG)

Les épreuves de double diffusion en gel sont effectuées en disposant
les réactifs selon la techniaue d'Quchterlony (1958) et suivant Tes modifi-

cations préconisées par Abelev (1960) et Bout et al. (1979).

Les différents diagrammes utilisés pour les réactions de double diffu-
sion sont schématisés 3 1'échelle millimétrique dans la fiqure n°4. Le
tableau n°3 représente le récapitulatif des données méthodologiaues de 1la

double diffusion en gel,.

5.1.2. Immunodiffusion radiale

Par définition 1'immunodiffusion radiale est une immunodiffusion sim-
ple d'un composant antigéniaue, aui s'opere radialement a partir d'un puits

circulaire dans un gel d'agarose, contenant uniformément 1'antisérum



Tableau n°3 : Récapitulatif des données méthodologiques de la double-diffusion en gel

Dimensions des lames Volume d'agarose Volume d'immunsérums Poids d'antigéne et
utilisées (cm) 1% (ml) concentré ou non volume du puits
3 fois par puits (p1) de dépdt

Méthode

A - Macro-DDG 10 x 10 20 125 2 mg/20 1
B - Mini-DDG 5x 10 10 100 1 mg/20 pl
C - Micro-DDG 5x 10 10 20 21 d'extrait

5x 10 20 20 antigénique soluble
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Figure n°4 : Matrices millimétriques pour la DDG.

A - Macrométhode B - Miniméthode C - Microméthode
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adéauate. La méthode a été exploitée pour la premi®re fois par Ouchterlony
et al (1958) a des fins semi-auantitatives et développée en tant aue
méthode auantitative par Mancini et al. (1965). Les auteurs montrent au'il
existe une relation Tinéaire entre Ta surface de 1'anneau de précipitation

et Ta concentration du composant antigénique correspondant.

- Préparation du gel d'agarose

-~

Un volume X d'immunsérum préalablement porté 3 49°C est incorporé 3

deux volumes d'une solution d'agarose a 1,3 % chauffée d 49°C,

- Préparation des lames

Les lames de verre destinées 3 supporter le gel sont de 10 cm x 5 cm.
L'épaisseur du mélange gel d'agarose-immunsérum doit &tre strictement uni-
forme. 12 puits de 2 mm de diametre sont réalisés précisément dans le gel.
20 p1 de solution antigéniaue sont déposés dans les différents puits. Les
lames sont placées en chambre humide contenant de 1'azoture de sodium

pendant 48 heures a 4°C.

- Interprétation

La surface et donc le diametre au carré de 1'anneau de précinitation
formé sont proportionnels 3 la concentration de la solution antigéniaue
déposé dans le puits. La vrelation est : S = So + Y [Aq]
d'ou D? = D% + Y ' [Aq]

S = surface de 1'anneau de précipitation
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So = surface du puits de dépst

Y et X' = constantes

[Ag] = concentration de la solution antigéniaue
d2 = diametre au carré de 1'anneau de précipitation

d20 = dijametre au carré du puits de dépdts.

Les diametres des anneaux de précipiation sont mesurés avec une ragle

behring avant et apres coloration.

5.1.3. Immunoélectrophorese (IEP)

L' immunoélectrophorese met en jeu deux propriétés aui caractérisent un

composant antigéniaue :

- sa mobilité électrophorétiaue (propriété &lectrochimiaque) Tiée essentiel-
lement a sa charge ;

- sa spécificité jmmunochimiaue (propriété structurale) aui fait appel 3 sa
capacité de former un systeme de précipitation avec les anticorps aui lui

correspondent spécifiauement.

Grabar et Burtin (1964) détaillent dans Teur traité le principe et les

différentes applications de T1'analyse immunoélectrrophorétiaue.

Elle s'effectue en deux temps

ler temps : migration et séparation des composants antigéniaues déposé

dans le puits de dép6t P sous 1'effet d'un champ A&lectriaue.
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-1 |*

2eme temps : dép6ts du sérum dans une fente F parallele 3 1'axe de miqra-

tion et diffusion des composants antigéniaues et des anticorps jusau'la la

formation de syst®mes précipitants.

Anticorps
+
Composants
antigénicues

Ci-dessous est représenté 3 1'échelle millimétriaque le diagqramme uti-

1isé pour les différentes analyses immunoélectrophorétiaues réalisées dans

ce travail et le récapitulatif des données méthodologicues de 1'immunoélec-

trophorese,
ﬂ"DépSI’ antigenique
e b—
D +|
0 s
— 1
0

- Dépaf sérique

.Volume de dépdt de 1'extrait antigénique :15pl

Volume de dép6t du sérum concentré trois fois :

.Voltage aux bornes de la piaque et durée : 20 volts, 2 h 30

-Tampon de migration : tampon véronal pH 8.2 (160 g da barbital sodique

+ 220 ml HC1 1IN, qsp 10 1)
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Les étapes suijvantes sont communes a toutes les techniaues d'immuno-

précipitation :

- les lames sont placées en chambre humide contenant de 1'azoture de sodium
pendant 48 heures. Avant lavage, elles sont immergées dans un bain de
citrate trisodiaque a4 5 % en eau physiologiaue pendant 3 heures, dans le but
de redissoudre les arcs de floculation des complexes subtance C-protéine C-
réactive (Bfguet et al. , 1965). Le 1lavage des lames s'effectue 3
température ambiante durant 48 heures en eau physiologiaue tamponnée 3 pH
7,4. Elles sont ensuite déminéralisées en recouvrant les lames de papier
Whatman n°1 humidifié avec de 1'eau distillée puis mises a sécher. Apras
déshydratation complete, 1les Tlames sont colorées dans une solution d'
amidoschwarz (cf annexe I) pendant 5 a 10 min. Elles sont décolorées dans
une solution a 20 % d'acide acétiaue.

Trois points sont pris en considération dans 1'interprétation des
différentes lames : le nombre de systemes précipitants, Teur localisation

et leur intensité,

5.1.4. Immunoélectro-diffusion sur membrane d'acétate de cellulose

L'immunoélectro-diffusion (IED) a été décrite, en 1959, par Bussard
sous le terme d'électro-synérase, reprise par Dodin et Brygoo, en 1968,
puis en 1970 par Pesendorfer et al. et presaue simultanément par d'autres

auteurs (Prince, 1970 ; Gocke et HOw=, 1970).

- Principe

L'IED utilise le courant d'endosmose aui au cours d'une électrophorase

provoaue la migration des anticorps en direction de 1a cathode et 1le
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déplacement de 1'extrait antigéniaue en sens contraire. Par une disposition

appropriée, on fait converger antigkne et anticorps ; les zones de précipi-

tation se développent ainsi rapidement.

- Méthodologie

Les modalités opératoires sont <celles de 1'IED décrites par
Pesendorfer ét al. (1970). Le diagramme utilisé est semblable a celui pro-
posé par Poulain et al. (1983)en vue du diagnostic immunologiaue des

candidoses.

- Préparation des bandes d'acétate de cellulose

Les bandes d'acétate de cellulose (cellogel chemetron 2,5 x 17 cm x
190 u) sont lavées 3 1'eau distillée durant 15 mn puis placées sous
agitation pendant 30 mn dans le tampon de migration (tampon Tris-glycine pH
8,8. Les bandes sont alors rapidement séchées entre deux feuilles de papier
Joseph et placées sur le portoir de la cuve pour é]gctrophorése (Chemetron
Tank Mod. 2 pac 5, portoir de 11 cm de large a raison de 6 bandes par
portoir). Le portoir est placé dans la cuve préalablement remplie de tampon
de migration. On laisse alors imprégner les bandes durant 30 mn, couvercle

fermé.

- Dépdt de 1la solution antigéniaue et des sérums (voir schéma)

- Dépdt de 1'antigéne - 15 w1 (0,05 a 0,6 mg) de la solution

antigéniaue sont déposéds cOté cathode a 1'aide d'un cOne pour pipette

automatiaue, désolidarisé du corps de la pipette, en appuyant avec la pulpe
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de 1'index. Le dépot doit étre rectiligne et réaulier,

- Dépbt sériaue - 20 pl de sérum non concentré sont déposés a la pi-
pette automatiaue du c6té anode. I1 est possible de réaliser 3 dépdts séri-

aues par bande.

- Distance entre les 2 dépdts = 2,4 cm.

Depots seriques

A = = x 1 = =z
= =l 2| =z 2z s
S5cm
(+)
v c
Y
,‘[ @E}@ ——— —_—de e e e
04 Electrodes
SS4Ccm
. 1
@ e e - d—1-4 e
3 .
36cm < Portoir
‘V
¢—— Cuve
—— Depot dantigene
- Migration ¥

LUl

La migration s'effectue a température ambiante sous une différence de

potentiel de 70 volts (mesurée aux extrémités des bandes) pendant 2 h 30.

- Lavaages

Tous les lavages s'effectuent sous agitation. Les bandes sont placées
15 minutes dans une solution de teepol 3 1 % en solutionnphysiologique
puis citratdes durant 10 mn. dans une solution de citrate 3 5 % en eau

physiologiaue et enfin lavées pendant 30 mn dans le tampon de migration
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dilué au 1/20eéme en solution physiologiaue.

- Coloration et décoloration

Les bandes sont colorées avec une solution de bleu de Coomassie (cf
annexe I) durant 7 minutes puis décolorées dans deux bains successifs de

décolorant 3 base de méthanol, eau distillée et acide acétiaue (5V, 4V,

V).

5.3. Immunofluorescence indirecte (I.F.I.)

Cette techniaque a pour principe de visualiser la liasion spécifiaue
antigéne-anticorps a 1'aide d'immunoglobulines marauées a la fluorescéine.
C'est Coons (1951) aui mit au point la techniaue d'immunofluorescence

directe et en imagina les applications pratiques.

La méthode indirecte dite "3 deux couches" est plus sensible en raijson
de 1la disposition en éventail des complexes antigene-anticorps (Nairn,
1969). Elle utilise des immunoglobulines marauées anti-immunoglobulines de

1'espece animale ayant servi a 1'immunisation ou 3a 1'infection.
y

La technique suivie est celle de Weller et Coons (1954), adaptée aux
conditions de laboratoire. Les dilutions sériées des sérums sont réalisées
en tampon (P.B.S.), pH 7,4. Chaaue dilution est déposée sur un puits
contenant les formes épimastigotes fixées (cf paragraphe 3.2., chapitre
"Matériel et Méthodes") et les lames sont incubées 30 mn 3 température
ambiante. Aprgs 3 lavages de 10 mn en tampon PBS, les préparations sont
recouverfes par une qoutte de solution d'anti-immunoglobuline marauée a la

fluorescéine (conjuqué, Institut Pasteur) diluée au 1/200e dans une
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solution de Bleu d'Evans au 1/10 0002me en tampon PBS. Aprgs 30 mn d'
incubation, 1'exces d'antisérum fluorescent est éliminé par 3 lavages de 10
mn en tampon PBS. Les lames sont montées avec de la glycérine 50 % (v/v)
pour 1'observation au microscope a fluorescence Leitz avec un filtre BG12.
Les résultats sont exprimés en dilution de sérum. Chaaue protocole comprend

un témoin positif et un témoin négatif.

5.4, Test de compétition ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

I1 s'agit de détecter les anticorps anti-composant.5 dans les sérums
de patients chagasiaues par compétition avec un anticorps monoclonal
anti-composant 5 marqué 3 la phosphatase alcaline, vis-a-vis d'un extrait

antigéniaue de T. cruzi .

Les &tapes expérimentales de ce test de compétition ELISA sont schéma-

-,

tisées a la figure n°5,

A) Sensibilitation du support solide par wun extrait antigéniaue

("coating")

Les billes de polypropylegne (diametre 6,5 mm, Serva, Monaco) sont
mises en contact avec 1a solution antigéniaue (en tampon carbonate de so-
dium 0,03 M, pH 9,6) une nuit 3 température du laboratoire sous agitation
rotative douce, 3 raison de 35 billes pour 10 m1 de cette solution. Aprags 3
lavages en PBS (0,01 M, bpH 7,2)-tween 1%,, les billes sont saturées en
présence d'une solution de PBS 0,01 M pH 7,2 contenant de 1a sérum albumine
bovine a 1 %o . Cina nouveaux lavages sont alors réalisés. Les billes

"coatées" sont alors stockées a +4°C en PBS 0,01 M pH 7,2 contenant de 1!

azoture de sodium a 2%,.
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Pour une reproductibilité maximum du test, les billes ne seront utili-

sées aue 4 3 5 jours apres le coating.

B) Marquage de 1'anticorps monoclonal anti-composant 5 a la phosphatase

alcaline

"La fusion des cellules myélomateuses sp 2/0 et de cellules spléniaues
de souris Ba1b/C immunisées par différentes préparations antigéniaues enri-
chies en composant 5 a permis notamment d'obtenir un des groupes d'anti-
corps monoclonaux anti-composant 5, correspondant au clone I1I-190/30

(Orozco et al. , 1983).

Le clone 1I-190/30 est purifié, a partir des 1liauides d'ascite
correspondants, par  deux précipitations au sulfate d'ammonium
(concentration finale 50 % de saturation) puis par passage sur une colonne
échangeuse d'ions (DEAE-trysacryl, IBF) de 15 x 200 mm. Les protéines sont
éluées avec du tampon Tris-HC1 0,05 M, NaCl 0,5 M pH 8. Le premier pic
contient Ta plupart des immunoglobulines IgGl contenues dans les liauides

d'ascite de départ.

L'anticorps monoclonaux anti-composant 5 ainsi purifié(I1-190/30) est

-

maraué a la phosphatase alcaline utilisant 1a glutaraldéhyde comme agent de
couplage selon la méthode décrite par Avrameas (1969). 2 mg d'anticorps
monoclonaux purifiés mélangés a 100 p1 de 1aA solution de phosphatase
alcaline (2500 U, intestin de veau, grade I ; Boehringer) et complétés 3
200 p1 avec du PBS 0,01 M, pH 7,4 sont dialysés une nuit a + 4°C contre du
PBS. Le mélange est alors mis en contact avec 100 p1 d'une solution
aqueuse de glutaraldéhyde 3 1 % pendant 5 heures a température du

laboratoire. 250 pl de tampon PBS 0,01 M, pH 7,4 sont additionnés et Tle

mélange est dialysé contre du tampon Tris-HC1 0,05 M, pH 8 une nuit 3 +
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4°C. Enfin, la solution d'anticorps monoclonaux maraués est complétée 3 1

ml avec du tampon PBS 0,01 M pH 7,4, BSA 0,1 %.

La conservation se fait 3 + 4°C en présence d'azoture de sodium 2a

0,2 %.

C) Techniaue de compétition

. Compétition

Dans un tube 3 hémolyse de 5 ml, les différents réactifs sont
additionnés dans 1'ordre suivant :
- 100 pl de la solution d'anticorps monoclonal maraués a la phosphatase
alcaline utilisée a différentes dilutions dans le PBS : 1/50, 1/100,
1/200, 1/400 (cf paragraphe 3.3.1. du chapitre "Résultats")

-

- 100 pl1 de sérum a tester utilisé a différents dilutions dans le PBS : 1,
1/2, 1/5, 1/10, 1/50, 1/100 (cf paragraphe 3.3.1. du chapitre
"Résultats")

- 150 p1 de PBS ;

- une bille sensibilisée avec 1'extrait antigéniaue

-

I1s sont laissés en contact 3 heures a 37°C dans un bain-marie.

. Lavages

3 Tlavages successifs en PBS-Tween 0,1 % sont effectués. Les billes

sont alors transferrées dans de nouveaux tubes ¥ hémolyse de 5 ml.

. Révelation, lecture et interprétation

0,3 ml d'une solution de p-nitrophenylphosphate a2 1 mg/ml en tampon
Na,C05 0,5 M, MaCl, 10'3 M, pH 10,4, préparée extemporanément, sont
ajoutés dans chaaue tube. Apr®s une heure de contact a 37°C dans 1'

obscurité, la réaction est arr&tée en additionnant 300 p1 de NaOH 2 N dans
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chague tube. La lecture est réalisée en plaaue de 96 puits par mesure de 1'
absorbance a 405 nm (M 1298 Dynatech). Les sérums contenant des anticorps
anti-composant 5 vont rentrer en compétition avec 1'anticorps monoclonal
maraué et présenteront donc des densités optiaues (D.0.) inférieures 3

celles obtenues avec les sérums n'ayant pas d'anticorps anti-composant 5.

6. TECHNIQUES BIOCHIMIQUES

6.1. Dosage des protéines

Nous avons utilisé la méthode colorimétrique de Lowry et al. (1951)
dans laquelle on développe une coloration spécifique des protéines en uti-

lisant le réactif des phénols de Folin-Ciocalteu et un réactif cuivriaue

alcalin.

A 0,1 ml d'une solution protéiaue 3 doser, diluée en tampon phosphate
pour &tre dans la gamme standard de sérumalbumine bovine cristallisé
(Sigma) (100 pg/ml, 200 ug/mi, 400 pl/mg, 600 u/ml et 800 w/ml), on
ajoute 1 ml de la solution de biuret (NayCO3 4 % en solution NaOH 0,1
M, 100 ml ; tartrate double de sodium et potassium a 2 %, 1 ml; Cu SO4 3
2 %, 1 ml). Aprads 30 mn de contact 3 1'obscurité et a Ta température du
laboratoire, on ajoute sous agitation 0,1 ml de réactif de Folin (Merk)
dilué au 1/2. Apres 15 mn de contact 3 1'obscurité, la densité optiaue est
lue 3 660 mm contre un blanc (eau, 0,1 ml ; solution de biuret, 1 ml;
réactif de folin, 0,I1ml). La coloration est stable pendant 2 heures. La
concentration protéiaue est donnée par correspondance 3 1a courbe standard
établie 3 1'aide des différentes concentrations de sérumalbumine dosées

dans les mémes conditions.
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6.2. Dosage des oses neutres

La méthode au phénol sulfuriaue de Dubois et al. (1956) est utilisée.

Elle n'impliaue pas une hydrolyse préalable de 1'échantillon pour 1la
dissociation des oses constitutifs des sucres complexes. Elle utilise 1'
acide sulfurique simultanément au phénol. Les sucres forment en présence d'
acide fort des dérivés furfurals aui, par polymérisation ou condensation
avec des phéno]s donnent naissance 4 des~ composés colorés. Ce dosage ne
prend pas en compte les osamines et les sucres alcooliques ; les pentoses .

produisent -une extinetion -moléculaire inférieure aux hexoses.

A 0,1 ml d'échantillon est ajouté 0,1 ml de phénol 5 %. Simultanément,
on ajoute qoutte 3 goutte 0,5 ml d'acide sulfuriaue concentré. Le mélange
est réalisé par agitation et laissé 3 température ambiante pendant 60 minu-
tes. La densité opfiaue est lue a 490 nm contre un blanc (eau, 0,1 ml ;
phénol 3 5 %, 0,1 ml ; acide sulfuridue concentré, 0,5 ml). La coloration

brune orangée développée est stable 3 4°C npendant 24 heures.

La courbe étalon est établije avec différentes concentrations de lac-

tose (sigma) réalisée 3 partir d'une solution mere et dosées dans les mémes

conditions : 15, 30, 60, 100, 125, 250 pnq.

6.3. Préparation de fractions concentrées de surnageant de milieu de

culture

3 Tlitres de culture massive de 7 jours sont centrifugés 3 800 g pen-
dant 15 mn 3 4°C. Le surnageant de milieu de culture (S.M.C.), est alors
filtré sur filtre Millipore 0,4 u en absence de pression puis concentré a

30 m1 sur un ultrafiltre Amicon monté d'une membrane Diaflo XM50. Le
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filtrat, aui contient les molécules inférieures a environ 50 000 daltons,
est concentré a 60 ml sur un ultrafiltre Amicon monté d'une membrane Diaflo
UM10. Les deux ultrafiltrats (U50 et U]O) sont centrifugés pendant 30
mn ¥ 2000 g 3 4°C. Les surnageants correspondants sont dialysés une nuit a
4°C contre de 1'eau distillée puis 1lyophilisés. 3 litres de milieu GLSH

sont traités selon le m@me protocole pour obtenir les contrdles respectifs

(Usge et Uype)-

6.4. Cinétiaue de culture .

20 flacons contenant 40 m1 de milieu de culture sont inoculés avec 11
x 100 épimastigotes. Au temps zéro et 3 différents temps de la culture,
les surnageants de milieu de culture sont recueillis, filtrés et concentrés
selon le protocole décrit au paragraphe 6.3 pour 1'obtention des fractions

U50 correspondantes.

6.5. Préparation de fractions antigénicues par extraction chimiaque

6.5.1. Extraction phénol 44 % et précipitation a 1'éthanol (Wesphal, 1959)

A 2 ml d'extrait antigéniaue soluble sont ajoutds 2 ml d'un solution
de phénol a 88 % (v/v) préalablement porté a 40°C. Aprds 20 mn d'agitation
3 chaud, le mélange est centrifugé a 2500 g pendant 45 mn 3 4°C. La phase
aqueuse est recueillie et est extraite 2 fois encore de 1a méme fagon. Le
dernier surnageant aaueux est alors précipité par 3 volumes d'éthanol (75
%). Apres centrifugation a 5000 g durant 20 mn, le culot lavé et séché, est
resuspendu dans 2 ml d'eau distillée, dialysé une nuit contre de 1'eau

distillée puis lyophilisé.
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6.5.2. Extraction a 1'acide Trichloracétiaque 20 et 30 % (TCA 20 et 30)

A 2 ml d'extrait antigéniaue soluble, 2 ml d'une solution TCA a 40 %
(extraction TCA 20 %) ou 2 ml d'une solution TCA a 60 % (extraction TCA 30
%) sont additionnés. Aprags 20 mn d'agitation a température ambiante, les
mélanges sont centrifugés 20 min, & 2000 g & 4°C. Les précipités
correspondants, repris dans 2 ml d'eau distillée, sont % nouveau extraits

selon le méme protocole. Les surnageants respectifs sont rassemblés,

dialysés, concentrés a 1 ml et enfin lyophilisés.

6.5.3. Extraction 3 1'acide perchloriaue 0,2 N (HC104 0,2 N)

2 ml d'extrait antigénique sont extrait par 2 ml d'une solution

HC10,4 0,2 N suivant le protocole décrit ci-dessus.

6.5.4. Extraction chloroforme-méthanol et précipitation 3 1'éthanol

6 ml de solution antigénique (3 ml d'extrait antigéniaue + 3 ml d'eau
distillée) sont mélangés a un méme volume d'une solution chloroforme/métha-
nol (2/1). Apres 20 mn d'agitation a température ambiante, le mélange est
centrifugé a 5000 g pendant 20 mn a + 4°C. La phase aqueuse est recueillie
et extraite encore 2 fois de la méme fagon. Le dernier surnageant adqueux
est alors précipité par 3 volumes d'éthanol selon e protocole indiqué au

paragraphe 6.5, 1.
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6.6. Analyse électrophorétique en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE)

Cette analyse est une méthode de choix pour mettre en évidence et sé-
parer en fonction de leur poids moléculaire, les différents peptides aui
composent un complexe moléculaire. Elle permet d'analyser le degré de
pureté d'une protéine ainsi aue de la caractériser en fonction de son poids
moléculaire. La protéine débobinée 3 chaud en présence de B-mercaptoétha-
nol (réducteﬁr puissant ; coupe les ponts disulfures) et de dodécylsulfate
de sodium (SDS) acauiert du fait du SDS une charge négative élevée. Le fac-
teur limitant la migration &lectrophorétiaue dans le réseau de polyacryla-

mide reste 1'encombrement, donc le poids moléculaire -de la molécule.

La techniaue a été réalisée selon le protocole décrit par Laemmli et
al. (1970) dans un appareil a électrophorese vertical construit dans notre
Taboratoire selon le modele décrit par Bout (1977). La composition des gels
de concentration et d'analyse est donnnée dans 1'annexe II . 15 ul de la
solution antigéniaue sont mélangés avec le méme volume de tampon
échantillon et portés3 mn a3 80°C. L'échantillon, ainsi traité (30 ul) est
ensuite déposé sur le gel de polyacrylamide préalablement préparé (13 %).

L'électrophorese s'effectue sous un courant de 9 mA durant 15 heures. Le
gel est ensuite coloré dans une solution de bleu de Coomassie puis décoloré
dans un bain de décolorant a base de méthanol. Le gel est enfin déshydraté
sur papier Whatman (Appareil de séchage sous vide, Pharmacia). La
composition du tampon échantillon, des solutions de coloration et de-

coloration sont données dans 1'annexe I.

L'étalonnage du gel est réalisé grice a 1'utilisation de protéines de
poids moléculaires connus (Kit Pharmacia). On détermine pour chacune de ces
protéines la distance parcourue dans le gel. Les valeurs permettent d'éta-
blir la droite d'étalonnage d = f (log du poids moléculaire) et donc de

déterminer le poids moléculaire de la protéine étudide.
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6.7. Chromatographie de tamisage  moléculaire (qgel filtration)

La chromatographie de tamisage moléculaire sur colonne de gel, intro-
duite par Porath et Flodin (1959), permet de séparer les constituants d'un
mélange complexe en fonction de Teur poids moléculaire. Les gels de poly-
acrylamide (Biogel P), de dextran (Sephadex), d'agarose (Biogel A, Sépharo-
se et indubiose A) et ceux ¥ base d'acrylamide et d'agarose (Ultrogel) sont
les plus cou}amment utilisés. Le choix du support et de son degré de réti-

culation est fonction de la taille des molécules 3 séparer.

- Préparation des gels

Les gels de Séphadex G200 superfine (SF) et G75 SF sont utilisés comme
support. Les caractéristiaques de ces gels et des colonnes utilisées sont

résumées dans le tableau ci-dessous :

Désignation des gels Domaine de fractionnement pour Caractéristiques de la colonne Tampon d'élution
des protéines globulaires dimensions vitesse d'élution
(daltons) (cm) (m1/heure)
G 200 SF 5000-250 000 2,5 x 30 5 Tris-HC1 0,1 M
pH 7,4
G 75 SF 3000-80 000 1,5 x 30 5 Tris-HC1 0,1 M

pH 7,4

- Etalonnage des colonnes

Le volume mort, VO, est déterminé par 1'élution du bleu dextran 2000
(1 mg/m1) et le volume total, Vt, par 1'élution du bichromate de potassium

(1 mg/m1). L'étalonnage proprement dit est effectué par 1'élution succes-
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sive des deux mélanges de calibration suivant :

lare élution

Protéines Poids moléculaires
Ribonucléase A 13,700
Ovalbumine 43,000

"Aldolase (G 200 SF seulement) 158.000

2ame élution

Protéines Poids moléculaires
Chymotrypsinogene 25.000
Albumine 67.000

Catalase (G 200 SF seulement) 232.000

On détermine pour chaaue protéine un coefficient d'avancement (Kav)
par 1'éauation Kav = Ve - VO / Vt - VO ou Ve est le volume d'élution de la
molécule. Ces valeurs permettent d'établir la droite d'étalonnage Kav = f
(Tog du poids moléculaire) et de déterminer le poids moléculaire de la pro-

téine étudiée connaissant son Kav.

- Elution

Les colonnes de gel filtration sont préalablement éauilibrées avec le
tampon d'élution. Pour une meilleure résolution, le volume de 1'échantil-
lonage a déposer sur la colonne sera compris entre 1 et 2 % du volume total
du gel. Des fractions de 0,5 ml ou 1 ml sont recueillies (Collecteur
Gilson). Durant 1'élution les auantités de protéines sont détermindes par
mesure de 1'absorbance des différentes fractions d'élution a 280 nm. Les
acides nucléiaues sont reperrés par mesure de 1'absorbance a 260 mn. Les

fractions correspondantes aux différents pics d'élution sont rassemblées
b ]
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dialysées une nuit contre de 1'eau distillée ¥ + 4°C et lyophilisées.

6.8. Chromatographie d'affinité (immunoadsorption)

La chromatographie d'affinité est une méthode de fractionnement fondée

sur les propriétés biologiaques spécifiaues des substances a isoler.

La méthodologie aui consiste ¥ utiliser comme syst®me macromolécules-
ligands, le systeme antigeéne-anticorps a été préconisé par Campbell et
Weliky (1967). Elle repose sur la propriété des anticorps préalablement
insolubilisés sur un support figuré, de réagir avec leur antigkne homologue

pour ainsi isoler sélectivement celui-ci.
- Préparation de 1'immunoadsorbant (couplage du 1igand)

2,5 g de gel sec de Sépharose 4B préactivé par le bromure de cyanogine

-

(Pharmacia) est mis a gonfler dans une solution HCI 10'3 M pendant 15 mn
puis lavé sur filtre de verre poreux avec la méme solution (200 ml/g de
gel). Le gel est ensuite lavé rapidement avec une solution tampon bicarbo-
nate de sodium 0,1 M-NaCl 0,5 M (50 ml). On opegre immédiatement Tle
couplage. Le 1ligand, (50 mg d'immunoglobulines purifiés par précipitation
au sulfate d'ammonium 3 33 % de saturation), préalablement dissout dans 5
ml de tampon carbonate-bicarbonate 0,05 M, pH 9,8, est ajouté au gel de
fagon a obtenir un volume final de 25 ml. Le mélange est alors agité
doucement pendant 2 heures a la température du laboratoire. L'exces de
ligand est é1iminé par lavage du gel avec une solution tampon bicarbonate
0,5 M-NaCl 0,5 M (50 ml/a de gel) puis mis en contact avec une solution

tampon carbonate 0,05 M-acide 4-amino butyriaue 0,5 M pH 10. Ce mélange est

agité doucement pendant deux heures puis lavé en 3 cycles de 2 temps (ler
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temps : tampon acétate 0,IM-NaCl M, pH 4-100 m1/g de gel ; 28me temps
tampon borate 0,1 M, NaCl M, pH 8-100 ml/g de gel). Un dernier lavage est
réalisé avec une solution de NaCl 0,5 M tamponnée 3a pH 7,4 (500 ml/g de

gel).
- Purification du composant antigéniaue

L'extrait antigéniaue dissout dans 5 ml de solution de NéC] 0,5 M
tamponnée 3 pH 7,4 est mis en contact avec 8 ml de gel de
Sépharose-Immunoglobulines par agitation douce pendant 2 heures 2
température ambiante. Le gel est alors déposé dans une colonne de 1,5 cm x
10 cm et 1'immunoadsorbant est lavé avec une solution de NaCl 0,5 M jusau'3a
ce aue 1'éluat présente une absorbance a 280 mn voisine de zéro.

L'élution du composant antigénique fixée est réalisé par un traitement
acide en tampon glycine-HC1, pH 3 (20 ml/qg de gel). La neutralité de 1la
fraction éluée est immédiatement rétablie par addition d'une solution de
KoPOgq 1 M. La fraction purifiée est alors dialysée une nuit contre de
1'eau distillée, concentrée sur ultrafiltre Amicon monté d'une membrane
Diaflo UM1g puis 1yophilisée en vue d'8tre analysée.

Le gel est lavé par une solution tampon glycine-HC1 pH 2,2 et conservé
dans une solution de Nacl 0,5 M tamponnée 3 pH 7,4 contenant 0,01 % d'azo-

ture de sodium jusqu'a réutilisation.



-

——

Annexe [

A)

B)

An

A)

30 ml B + 15 nul Temed + 100 ul persulfate 10 %

Colorant Amido~-Schwartz

Acide acétique (solution normale) 425 ml
Acétate de sodium (sclution molaire) 425 mi
Noir Amide 108 (Merck) 2 g
Eau distillée gsp 11
Colorant bleu Coomassie SDS-PAGE

Bleu de Coomassie brillant 200 g
Acide acétique 50 ml

Décolorant

Méthanol 250 ml
Eau distillée 11
Tampon échantillon

Tris HC1 0,5 M pH 6,8 12,5 ml
Sodium dodecyl sulphate (SDS) 3g
Glycérol 10 ml
Bleu de bromophénol 0,5 % (p/v)
Eau distillée 50 mil
+ P mercapto-éthanol a 5 %
nexe II

Gel de concentration 5 % SDS-PAGE

Acrylamide 5¢g
Bis-acrylamide 0,133 g
SDS 0,1 g
Tris-HC1 0.5 M pH 6,8 25 ml
Eau distillée 100 m
7.5ml A+ 4,5/” Temed + 45 ul persuiphate 10 %

Gel d'analyse 13 % SDS-PAGE

Acrylamide 13 g
Bis-acrylamide 0,35 g
SDS 0,1 g
Tris-HC1 0,75 M ; pH 8,8 50 ml
Eau distillée qsp 100 ml
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L'isolement du composant 5 de T. cruzi a tout d'abord été réalisé 3
partir d'un extrait antigéniaue total hydrosoluble de formes épimastigotes
de culture dans leauel il avait 6té mis en évidence.

-

Sa présence a la surface des parasites en culture a conduit a envisa-
ger sa détection dans le surnageant de milieu de culture correspondant,
avec comme objectif final de le purifier.

‘Les divers processus de purification mis en jeu pour 1'isolement du
composant 5 a partir des différentes sources antigéniques de T. cruzi sont
schématisés dans la fiqure n°6.

Enfin, certains extraits antigéniaues, obtenus et analysés au cours de
la purification du composant 5, ont été‘éva1ués dans différents tests séro-

logiaques de sensibilité croissante, fondés sur la détection des anticorps

anti-composant 5 dans Tes sérums de patients chagasiaues.

1. PURIFICATION DU COMPOSANT 5 A PARTIR DES FORMES EPIMASTIGOTES DE T,

CRUZI

= a——

LN

Une premitre étude a consisté a comparer différents extraits
antigéniaues totaux hydrosolubles. Leur analyse moléculaire
(polypeptidiaue) et antigéniaue nous ont conduit au choix d'une préparation
antigéniaue. Enfin, la complexité aussi bien moléculaire au'antigéniaue de
ces différents extraits nous a quidé vers T1'obtention d'une fraction

enrichie en composant 5.

1.1. Choix d'un extrait antigéniaue total

Trois extraits antigéniaues, préparés a partir de formes épimastigotes

de T. cruzi selon le protocole décrit dans le paragraphe 3.3 du chapitre
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"Matériel et Méthodes", sont étudiés : les extraits EC NaCl (lyse des
parasites en milieu NaCL 1 %), Ec NaCl dét. (lyse des parasites enmilieu
NaCl 1 %, en présence de Nonidet P40 ét d'inhibiteurs enzymatiaques) et
EC NaCl xp (lyse des parasites en milieu NaCl 1 %, suivie d'unecongélation

et désintégration).

1.1.1. Rendements, Contenus en protéine et en glucides

Les différentes quantités d'extraits antigéniaues obtenues par gramme
(g) de matériel parasitaire (poids humide) ainsi aue leurs contenus en
protéines et en qlucides sont représentés dans le tableau n°3.

Aucune différence significative (p » 0,05)‘n'est observée auant aux
rendements et aux concentrations en protéines et en glucides obtenues avec
les différents extraits antigéniaues préparés. Un litre d'une culture de 7
jours permet 1'obtention d'environ 20 mg d'extrait antigéniaue total hydro-
soluble. Les rapports : concentration en protéines sur concentration en

glucides varient de 3 2 4.

1.1.2. Analvse polypeptidiaue

Différentes concentrations en protéines (50 pa et 100 pg) de chaaue
extrait antigéniaue préparé sont analysées en électrophorese de gel de
polyacrylamide (13 %) en présence de SDS (conditions réductrices) apres
coloration au bleu de Coomassie. La photo n°l montre la réelle complexité
des profils polypeptidiaues objectivés. 40 3 50 bandes environ peuvent &tre
visualisées et correspondent a des poids moléculaires s'échelonnant de 10
a 150 Kilodaltons (Kd). Aucune différence n'est observée entre les profils
polypeptidiaues des extraits EC NaCl et EC NaCl dét. ; plusieurs protéines

majeures correspondant a des poids moléculaires de 90 Kd, 55 Kd, 40 Kd et

33 Kd, sont objectivés.



Tableau n°3 : Rendements et contenus en protéines et en glucides des différents
extraits antigéniques hydrosolubles préparés.

Quantité obtenue

. R (mg) par g de Protéine Glucide
Extrait antigénique matériel parasitaire (%) (%)
(poids humide)
EC NaClxp 201 (3)* 70,2 1 (3) 19,1 £ 1 (3
EC NaCl 22 T3 (3) 68,3 £ 2 (3) 17,9 ¥ 3 (3)
EC NaCl dét. 21 ¥ 2 (3) 61,3 = 2 (3) 18,3 £ 2 (3)

¥ nombre de préparations
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Par contre, le profil polypeptidiaque de 1'extrait EC NaCl xp par
rapport aux deux autres, laisse apparaitre des différences aussi bien de
nature aualitative aue de nature auantitative. D'une fagon générale, il
montre un enrichissement en molécules de plus faible poids moléculaire
(zones de 25 Kd, 20 Kd et 15 Kd), de méme qu'un net appauvrissement en
molécules de plus haut poids moléculaire (zone supérieure a 40 Kd). Les
polypeptides correspondants 3 des poids moléculaires de 90 Kd (révélés de
fagon majeuré dans les extraits EC NaCl et EC NaCl dét.) et de 35 Kd sont

totalement absents du profil polypeptidiaue de 1'extrait EC NaCl xp.

1.1.3. Analyse antigéniaue

Lorsaue 1'on porte les différents extraits antigéniaues totaux (EC
NaCl xp, EC NaCl et EC NaCl dét.) contre un HIS anti-extrait EC NaCl xp,
31,26 et 26 systemes de précipitation sont respectivement identifiés (photo
n°2). Les profils électrophorétiques des extraits EC NaCl et EC NaCl dét.
sont pratiauement superposables. Par contre 1le profil immunoélectro-
phorétique révélé par 1'extrait EC NaCl xp est plus complexe et exprime des
déterminants antigéniaues supplémentaires.

La méme analyse menée 3 1'aide de sérums humains non concentrés, ri-
ches en anticorps anti-composant 5, montre aue les extraits EC NaCl et EC
NaCl xp, ne révelent pas de la méme fagon 1'arc de précipitation correspon-
dant au composant 5 (migration électrophorétiaue caractéristique), L
extrait EC NaCl (de méme aue 1'extrait EC NaCl dét.) précipite la totalité
de 1'arc 5 alors aque le troisieme extrait (EC NaCl xp) ne semble en révéler

aque la partie la plus anodiaue (photo n°3).
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1.1.4. Choix d'un extrait antigénique hydrosoluble de formes épimastigotes

de T. cruzi

Considérant les résultats obtenus, 1'extrait EC NaCl xp n'a pas été
retenu. En effet, son analyse polypeptidiaue met en évidence un certain
dearé de dénaturation des molécules aui le composent. De plus, son analyse
antigéniaque montre aque cette préparation ne préserve pas totalement les

propriétés antigéniaues du composant 5.

Etant donné la difficulté d'éliminer le détergent Nonidet P40 de 1'ex-
trait EC NaCl Dét., notre choix s'est porté sur la préparation antigéniaue
la plus simple : 1'extrait EC NaCl, en vue de réaliser les différentes

approches de la purification du composant 5,

1.1.5. Recherche de la présence du composant 5 dans différentes souches

de T. cruzi

2 souches de T. cruzi , de chaque type enzymatiaue (zymodeme 1 et
zymodeme 2) mises en évidence en Bolivie et caractérisées
isoenzymatiaquement par Tibayrenc et al. (1983) ainsi aue les souches
Tulahuen et Té8huantepec sont étudiées. Pour détecter 1la présence du
composant 5 dans les différents extraits antigéniaues préparés, nous avons
utilisé un sérum de patient chagasiaue chroniaue comme sérum de référence
(SHR). Ce sérum, concentré 3 fois, ooposé a un extrait EC NaCl, objective
en immunoélectrophorese 3 arcs de précipitation dont 1'un est majeur et
correspond au systeme de précipitation du composant 5 (forme de migration
électrophorétique caractéristiaue). En double diffusijon en gel (DDG), Tle

sérum utilisé non concentré et opposé a 1'extrait EC NaCl de la souche

Téhuantepec ne révele aue le systeme précipitant correspondant au composant



Photo n°1 : Analyse polypeptidique en é]eétrophorése de gel de polyacryla-
mide SDS-PAGE (}3 %) aprés coloration des protéines au bleu de Coomassie
des différents extraits antigéniques totaux de T. cruzi préparés : EC NaCl
dét., EC NaCl et EC NaCl x p (50 et 100 ug).

E]]e-révé]é Ta complexité des profils polypeptidiques objectivés et laisse
apparaitre des différences de nature qualitative et quantitative notables
entre 1'extrait EC NaCl x p et les deux autres préparations.

Photo n°2 : Analyse immunoélectrophorétique des différents extraits anti-
géniques totaux préparés menée a 1'aide d'un HIS anti-extrait EC NaCl x p
(concentré 3 fois).- Les profils-immunoélectrophorétiques des extraits

EC NaCl sont trés semblables alors que celui révélé par 1'extrait EC NaCl.x p
est antigéniquement plus complexe.

Photo n°3 : Analyse immunoélectrophorétique des ‘extraits EC NaCl et EC NaCl x p
vis-a-vis de sérums humains riches en anticorps anti-composant 5 (utilisés

non concentrés).

Les extraits EC NaCl et EC NaCl dét. (non montré) précipitent la totalité du

systéme de précipitation correspondant au composant 5 (aspect bilobé). Le

troisigme extrait ne révdle que la partie la plus anodique et ne semble donc pas
préserver totalement les propriétés antigéniques du composant 5.

Photo n°4 : Mise en évidence de la présence du composant 5 chez différentes
souches de T. cruzi par double diffusion en gel utilisant un sérum humain
de référence non concentré, riche en anticorps anti-composant 5 (SHR) par
identité d'arcs.

Souches Origine géographique Type enzymatique Hote
8 (3)* Bolivie 1 T. infestans
€37 (4) Bolivie 1 T. infestans
€50 (5) Bolivie 2 T. infestans
92-80 (6)" Bolivie 2 humain
Tehuantepec (1) Mexique 1 T. infestans
Tulahuen (7) Chili 2 ?

*
clone



PHOTO n" 1 PHOTO n'2

) EC NaCl dét
) ECNaClxp

) EC NaCl

50 100 100 50 100 50 (pg)

94kd_, ¥ % HIS anti-EC NaCl xp
67kd _. 3

43kd _. PHOTOn"3

30kd_, ;

20kd_.

14kd_

SH, SH.,SH . serums riches en anticorps

. anti- composant 5
PHOTO n'4

1.Extrait EC NaCl ( souche Tehuantepec |
2.Serum humain de référence ( SHR ) x1

3etd4.Souches de T.cruzi de type 1
5et6. Souches de type 2

7.Souche Tulahuen
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5 (photo n°4), Cette méme photo montre aussi aue lorsaue les extraits
EC NaCl des différentes souches étudiées (souche Cg, C37, C5gs 92-80,
Téhuantepec et Tulahuen) sont portés en DDG contre le SHR, le systdme de
précipitation correspondant au composant 5 est révélé dans tous les cas et
présente une réaction d'identité avec 1'arc 5 objectivé par 1'extrait EC

NaC1l.

1.2. Approche biochimique de la purification du composant 5

- 1.2.1. Préparation de fractions enrichies en composant 5

La complexité moléculaire et antigéniaue de 1'extrait antigéniaue
hydrosoluble total de formes épimastigotes de T. cruzi nous a conduit 3 la

recherche d'une fraction enrichie en composant 5.

1.2.1.1. Obtention de fractions antigéniaues

Le fractionnement par chromatographie de tamisage moléculaire et di-

-,

verses extractions chimiques menées 3 partir de 1'extrait EC Nacl ont per-

mis 1'obtention de différentes fractions antigéniaues.

1.2.1.1.1. Fractions G 200

Dans un premier essai de purification du composant 5, 50 mg (poids
sec) de 1'extrait EC Nacl lyophilisé, resuspendu dans 1 ml de tampon d°
8lution (Tris HC1 0,1 M, pH 7,4) sont fractionnéds sur une colonne de
tamisage moléculaire G 200 superfine (30 x 2,5 cm, débit : 5 ml/ heure).
préalablement &étalonnée. La figure n°7 représente les différents profils d'

élution obtenus par analyse des protéines {lecture a 280 nm), des oses
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neutres (dosage au phénol sulfuriaue) et des acides nucléiaues (lecture a
260 nm) réalisée sur les différents éluats collectés. Ainsi, 9 fractions
ont été sélectionndes de fagon a minimiser le plus possible les
chevauchements des différents pics individualisés. I1 s'agit des pics I,
In, II, IIp, IT1, 1V, IV, , V et VI. Les contenus des tubes
correspondant 3 chaaue fraction sont rassemblés, dialysés puis lyophilisés
en vue d'@tre analysés. La fiqgure n°8 représente 1les rapports

concentration en protéines sur concentration en glucides des différentes

fractions éluées.

1.2.1.1.2. Fractions antigéniaues obtenues par extraction chimique

Dans le but d'obtenir une fraction enrichie en composant 5, différen-
tes extractions sont réalisées a partir de 1'extrait antigéniaue total EC
NaCl : une extraction au phénol 44 % a chaud suivie d'une précipitation a
1'8thanol, deux extractrions 3 1'acide trichloracétiaue 20 % et 33 %, une
extraction a 1'acide perchloriaue 0,2 N et enfin, une extraction au
chloroforme-méthanol (2/1) suivie d'une précipitation 3 1'éthanol. Les
différents protocoles d'extraction mis en oeuvre sont décrits en détail
dans le paragraphe 6.5 du chapitre "Matériel et Méthodes". L'analyse
physicochimiaue (rendement, contenu en protéines et en qlucides) et 1!

analyse antigéniaque des différentes fractions obtenues sont résumées dans

le tableau n°4,

1.2.1.2. Analyse antigéniaue

L'analyse en double diffusion en gel (microméthode) des différentes

fractions obtenues (utilisées a la concentration de 1 mg/20 pl) vis-a-vis

du sérum humain de référence (SHR) (utilisé non concentré) montre aue
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Figure n° 7 : Fractionnement sur colonne de tamisage moléculaire G200SF de 1'extrait EC NaCl.
Profil d'élution obtenu par analyse des protéines (lecture 3.280nm)

~s=s-e-Profil d'8lution obtenu par analyse des acides nucléiques (lecture & 260nm)
_____ Profil d'&lution obtenu par analyse des oses neutres (dosage au phénol sulfurique)
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seuls le pic IIp (fraction Ay), le pic III (fraction A,), 1'extrait
acide perchlorique 0,2 N soluble (extrait E]) et 1'extrait
chloroforme/méthanol et éthanol insolubles (extrait F3) contiennent le
composant 5 (voir tableau récapitulatif n°4 Y. L'unique arc de
précipitation objectivé avec les fractions A,, Ao et T'extrait Fj
présente une réaction d'identité avec 1'arc 5 formé vis-a-vis de 1'extrait
Ec NaCl. Par contre, 1'extrait Ey, en plus de 1'arc de précipitation 5,
objective un  autre systeme précipitant présentant une réaction de
coalescence imparfaite avec ce dernier.

Lorsaue T1'on porte en immunoélectrophorese ces fractions antigéniaues
(1 mg/20 p1) contre un HIS anti EC NaCl xp, deux systemes de précipitation
majeurs sont respectivement mis en évidence avec les extraits Ey et Fj,
5 avec la fraction Ay, 7 avec la fraction Ao (dont le systegme de

précipitation correspondant au composant 5) (voir tableau récapitulatif

n°4).

1.2.1.3. Analyse physicochimique des différentes fractions enrichies en

composant 5

Les rendements obtenus pour la préparation des auatre extraits enri-
chis en composant 5 varient de 2,2 a2 6,8 mg par g d'organismes {(poids humi-
de) donc de 11 3 34 % par rapport a la aquantité d'extrait EC NaCl de départ
(voir tableau récapitulatif n°4),

Par rapport 3 1'extrait EC NaCl, les concentrations en glucides de
1'extrait F3 et de la fraction Ay sont pratiaguement identiques alors
aue les concentrations en protéines correspondantes sont relativement nlus
faibles. Par contre 1'extrait Ey; et 1la fraction A, s'enrichissent en
constituants qlucidiaues et leurs concentrations en protéines diminuent

notablement.



Tableau n® 4 : Tableau récapitulatif de l'analyse biochimique et antig@nique des différentes

fractions obtenues par chromatographie de tamisage moléculaire (G200 SF} de
1l'extrait EC NaCl et par diverses extractions chimiques.

Quantité obtenue
Fractionnement Fractions obtenues {ma) par g
d'organisme

Composition antigénique
Protéine  Glucide

(poids humide) composant 5 Composant anticénigue % %
(DDG) (IEP)
A, : Pic II 3,2 (1)* o M 0. s9f2 13
. 1 A 1o D —
A Pics G200SF o 10@ * R
A, : Pic 111 6,8 (1) 0 A, TS o T wta a5t
Phénol 44 % B, : Pnénol Insol. 10,6 £ 0,5 (2) -
(60°C) _
B Bp * Fhenol sol. 5.1 10,3 (2) N.D. N.D. (..
Ethanol (ETOH) By 0
B, : Phénol sol. + - — e - *
37 Erow insol. 1,6 = 0,2 (2)
Rcide trichlo- €, : TCA 20 sol. 2,9 10,32 - Gl
C racstique 20 % | . = at1 st
(TCE 20) C,  TCA 20 insol. 9,9 20,4 (2) - & a N.D .0,
Fcide trichlo- D, : TCA 33 sol. 3,6 70,2 e - o, 11 et
D racétique 33 % 1 N ! ~ *
(TCA 33) D, : TCA Insol. 10,3 0,8 - 0, 0 T - - XD
; Acide BEZCE]O- E1 : HCLO4 sol. 2,220,1 (2) 1°(fé3 Eq 0. > 392 5213
rique u, @ *
- . (-] .
(Hc10,) £, : HClo, Insol. 15,6 ¥ 0,6 (2) Yo g, o - X.D. X.D.
Chioroforme- FIC/M sol. N.D. N.D. X.D.
Fethanol (2/1) +
Fooici) o+ F,C/M Insol. ETOH Sol 5,33 0,4 (6) XN.D. N.D. X.D.
Ethanol (ETOH) © F o
F4C/M Insol. ETOH Insol. 2,5 % 0,2 (6) ’°<@\° 3 —~— L 0f2 1T
10 o
#:Nombre de prep arations 1:Extrait EC NaCl #:HIS anti-Extrait EC NaCixp{x3)

»:SHR (X 1)
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Figure n® 9 : cinétique d'apparition des anticorps par immunofluorescence indirecte
et immunoélectrophorése chez des lapins immunisés par la fractiomszAy (&
ou par la fraction Ay (B), obtenues par chromatographie de tamisage
moléculaire (G 200 SF) de l'extrait Ec NacCl.

Photo n° 5 : Analyse en immunoelectrophorése de l'hyperimmunsérum anti-extrait
Fy concentré 3 fois (correspondant 3 la huitiéme semaine d'immuni-
sation) et de l'immunsérum anti-extrait Fj (correspondant i la
seconde semaine d'immunisatien vis 3 vis de l'extrait antigénique
total de T.cruzi (EC NaCl) et d'un extrait sérum de veau (3V).
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1.2.1.4, Caracteére immunogeénique des fractions enrichies en composant 5

1 mg de chaaue fraction enrichie en composant 5 : Ey, F3, Ay et
A2 a servi a préparer des immunsérums (I1.S.) chez le lapin a 1'aide de 1Ta
techniaue d'injections intradermiaques (Vaitukaitis) décrite au paragraphe4.l.
du chapitre "Matériel et Méthodes". En outre, 1'immunisation hebdomadaire
par voie sous-scapulaire réalisée 3 1'aide de 1 mg d'extraitsEy et Fj
a: permis d'obtenir les hyperimmunsérums (HIS) correspondants. L'
apparition et 1'intensité de 1la réponse anticorpale sont analysés en
immunofluorescence indirecte (IFI). Le nombre et la nature des syst®mes
précipitants objectivés au cours des différentes immunisations sont suivis

en  immunoélectrophorése  (IEP) vis-a-vis de 1'extrait Ec NaCl.

Au cours de 1'immunisation et 1'hyperimmunisation réalisées avec
T'extrait Ey, aucun systeme de précipitation n'a pu &tre mis en évidence
auelaue soit la saignée analysée et cela malgré des titres en anticorps
significatifs et croissants. Par contre, 1'extrait F3 suscite la
production précoce d'anticorps précipitants auelaue soit 1la voie d'
immunisation utilisée. D#s 1la 2eme semaine d'immunisation par voie
intradermiaque, 2 systemes de précipitation sont objectivés. L'un posskde
une migration immunoélectrophorétique caractéristiaue du composant 5 ; 1!
autre est p]ué cathodiaue. Ce profil immunoélectrophorétiaue est analogue
celui obtenu en opposant 1'extrait F3 a un HIS anti-extrait EC NaCl xp
(photo n°5). Aucun autre systeme précipitant n'est aoparu au cours de 1°
immunisation et le titre en anticorps atteint 1/160 3 la 7eme semaine.

L'hyperimmunisation par voie sous scapulaire réalisée avec cet extrait
(F3) a permis de mettre en évidence en immunoélectrophorese 1'apparition
d'un 3bme systeme précipitant de localisation plus anodiadue 3 la 8éme
semaine d'immunisation (voir photo n°5). De plus, aucun arc de

précipitation n'est révélé contre un extrait de sérum de veau.
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Les fractions antigéniaues Ay et As injectées par voie intradermi-
gue engendrent une production d'anticorps précipitants plus tardive que
celle suscitée par 1'extrait antigéniaue F3. Pour la fraction Ay , 4
syst@mes de précipitation sont mis en évidence en immunoélectrophorise a 1la
78me semaine d'immunisation (figure n°9A). La fraction A, révele 7 sys-
témes précipitants 3 1a 8e semaine d'immunisation (fiqure n°9B). Les titres
en anticorps, corrélés aux résultats obtenus en dimmunofluorescence,

atteignent 1/320 dans les deux cas. Comme pour 1'extrait F3, le composant

5 détermine la production des ©premieres précipitines observées.

1.2.1.5. Conclusion

L'analyse biochimiaue, antigénique et 1'étude du caracteére immunogéni-
age des différentes fractions obtenues soit par fractionnement sur colonne
de tamisage moléculaire ou soit par diverses extractions chimiaues 3 partir
de 1'extrait antigéniaue total, a permis de mettre en évidence que
- seules le pic de chromatographie IIA (fraction A]) correspondant 3 une
zone de poids moléculaire allant de 100 a 65 kilodaltons (Kd), le pic III
(fraction A,) correspondant a une zone de plus faible poids moléculaire
de 65 3 40 Kd et Tles extraits acide pverchloricue 0,2 N soluble (extrait
Ey) et chloroforme/méthanol, éthanol insolubles (extrait F3) se sont
révélés 8tre des fractions enrichies en composant 5 :

- parmi celles-ci, Tes fractions Ay et A, sont antigéniauement plus
complexes que les extraits Eq et F3 ;

- parmi ces quatre fractions enrichies en composant 5, seules les fractions

Ay, A et l'extrait F3 suscitent la production d'anticorps

précipitants ;
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- 1'extrait F3 détermine 1'apparition plus précoce d'anticorps anti-
composant 5 aue les 2 autres fractions Ay et A2 lors de 1'immunisa-

tion expérimentale chez le lapin.
Notre choix s'est donc porté sur 1'extrait F3 pour réaliser une
approche biochimiaque de la purification du composant 5. Cet extrait est

appelé "fraction FECg (fraction  enrichie en composant 5).

1.2.1.6. Analyse moléculaire de la fraction FECc

30 pg de la fraction FECg sont analysés en électrophorgése de gel de
polyacrylamide SDS PAGE (13 %) apres coloration des protéines au bleu de
Coomassie (conditions réductrices). Le profil polypeptidiaue obtenu (2) est
représenté sur la photo n°6.

I1 est relativement simple, si on le compare au profil protéiniaue
complexe objectivé par 1'extrait antigéniaue total de T. cruzi (extrait EC
NaCl). On dénombre 6 bandes recouvrant la gamme des poids moléculaires. La
bande correspondant 3 un poids moléculaire de 24 kilodaltons (Kd) est ma-
jeure et les 5 autres, ayant respectivement des poids moléculaires de 56 Kd
43 Kd, 32 Kd, 16 Kd et 12 Kd sont mineures. Si 1a molécule de 24 Kd est

présente dans 1'extrait EC NaCl, elle y est révélée de fagon mineure.

1.2.2. Fractionnement sur colonne de tamisage moléculaire (G75 SF) de la

fraction FEC¢

7 mg de la fraction FEC5, resuspendus dans 0,3 ml de tampon d'élu-
tion (Tris/HC1 0,1 M, pH 7,4) sont fractionnés sur colonne de tamisage
moléculaire Sephadex G675 Superfine (1,5 x 30 cm, débit 5 ml/heure),
préalablement équilibrée en tampon d‘'&lution, et, &talonnée comme i1 est

indiqué dans le paragraphe 6.5 du Chapitre "Matériel et Méthodes". La
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Figure n° 10 :

Chromatographie de tamisage moléculaire sur colonne G75SF de la fraction enrichie en
composant 5 (FECS). Profil d'élution obtenu par analyse des protéines a 280nm.
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figure n°10 représente 1le profil d'élution obtenu apreés analyse des
protéines 3 280 nm dans les différentes fractions collectées. De cette
fagon, 4 pics protéiaues sont ainsi individualisés et 5 fractions sont
sélectionnées de fagon 4 minimiser les chevauchements existant entre Tes
pics de chromatographie mis en évidence. Elles correspondent ¥ des zones de
poids moléculaire s'échelonnant de 75 Kd 4 10 Kd (fraction I . 70 Kd;
fraction II . 50 Kd ; fraction III &~ 35 Kd ; fraction IV ~ 20 Kd
fraction V a 10 kd).

1.2.2.1. Analyse antigénique des différentes fractions obtenues par

chromatographie de tamisage moléculaire

0,25 mg de chaaue fraction est porté d'une part en double-diffusion en
gel contre le SHR et d'autre part, en immunoélectrophorise contre un HIS
anti-extrait EC NaCl xp. L'analyse en double-diffusion en gel montre aue
seules les fractions III et IV contiennent 1le composant 5. Les arcs 5
objectivés par chacune des fractions présentent entre eux une réaction d'
identité. L'analyse immunoélectrophorétiaue ne permet pas d'identifier,

dans nos conditions d'analyse, d'autres systemes précipitants aue celuj
correspondant au composant 5 dans les fractions III et IV. L'arc 5 révélé
dans la fraction III posskde une migration électrophorétiaue plus anodique
aue celui objectivé par la fraction IV (voir Tableau récapitulatif n°5).

La fraction III n'a pu faire 1'objet d'une étude nlus approfondie, 1'
analyse antigéniaue ayant nécessité la totalité de la aquantité obtenue. La
fraction IV, d'un rendement plus é&levé, a permis la réalisation d'une
analyse biochimiaue et 1'obtention d'un IS monospécifiaue anticompsoant 5
chez le lapin (cf. paragraphe 1.3,1).

En ce aui concerne 1'analyse immunoélectrophorétique des autres
fractions, seul un arc de précipitation de faible intensité et de localisa-

tion anodiaue, est identifié dans la fraction I.



Tableau n°

5

moléculaire (G75 SF) de la fraction FFCsy.

Quantité

zone de poids

Nombre de

: Analyse quantitative et qualitative des différentes fractions obtenues par chromatographie de tamisage

Pics sélectionnés obtenue mo]ecu1a1rel Com?ggg?t 5 composants antigéniques Prot%1ne G1u§1de
(mg) % (kilodaltons) (1EP)
I 2,872 41 70 — — % N.D N.D.
| O
II 0,708 10 50 - * N.D N.D.
n a
I11 0,504 7,2 35 m * N.0. N.D.
2 ~ QO -
0 ‘::,
2~
Iv 1,470 21 20 v % 7252 5,0 £ 0,6
/_\
iv O
v 1,681 24 15 - * N.D. N.D.
v
1: SHR (x 1)

2: Extrait EC NaCl

%:HIS anti - extrajt EC NaCl xp (x3)
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1.2.2.2. Analyse biochimique de 1a fraction IV

1.2.2.2.1. Analyse moléculaire

L'analyse 30 ug de la fraction IV en électrophorgse de gel de
polyacrylamide SDS-PAGE (13 %) en conditions réductrices, apporte la preuve
de 1a pureté de 1a préparation obtenue.

En effet, le profil polypeptidiaque obtenu apres co]oration‘au bleu de
Coomassie révele une bande uniaue correspondant 34 un poids moléculaire de
24 Kd (photo n°6). Celle-ci correspond % la bande majeure de la fraction
FEC; analysée dans les mémes conditions. Ce résultat coincide avec la
zone de poids moléculaire de la fraction IV obtenue par chromatographie de

tamisage moléculaire G75 SF de 1a fraction FECg.

1.2.2.2.2. Rendement, contenu en protéines et en qlucides

20 mg d'extrait EC NaCl 1lyophilisé permettent d'obtenir 2,5 mg de
fraction FEC5 et 0,525 mg de composant 5 purifié correspondant 3 un poids
moléculaire de 24 Kd. Les rendements sont donc de 2,6 % par rapport a 1'
extrait antigéniaue total de T. cruzi et de 21 % par rapport 2 la fraction
FECs.

L'antigene 24 Kd est essentiellement constitué de protéines (72 %) et

est pauvre en qlucides (5 %).
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1.3. Approche immunochimiquede la purification du composant 5

1.3.1. Sérum anti- antigéne 24 Kd

-

Environ 1 mg de 1a fraction IV a servi @ immuniser un lapin par voie
intradermiaque (Vaitukaitis). L'apparition des anticorps anti-antiqene 24 Kd
est mise en évidence par analyse, en IEP et en IFI, des différentes sai-
gnées hebdomadaires. L'antigéne 24 Kd suscite la production rapide d'anti-
corps précipitants anti-composant 5 chez le lapin. D&s la premikre semaine,
d'immunisation, alors aue le titre en anticorps est de 1/40ame, on observe,
en immunoélectrophorese vis-a-vis de 1'extrait EC NaCl 20, 1'apparition d'
un arc de précipitation de faible intensité correspondant au composant 5.
Aucun autre systeme précipitant n'a pu &tre mis en évidence au cours de 1'
immunisation (Photo n® 7A). Le titre en anticorps atteint 1/320dme 3 Jla
7eme semaine. Par ailleurs, 1'immunsérum anti-antigéne 24 Kd ne révele
aucun arc de précipitation lorsau'il est opposé d un extrait de sérum de
veau. En double difffusion en ael, cet immunsérum ne révéle aue 1'arc 5

vis-a-vis de 1'extrait EC NaCl (Photo N° 7B).

1.3.2. Isolement du composant 5 npar chromatoqraphie d'affinité

(Immunoadsorbant)

L'immunoabsorbant est préparé selon le protocole décrit dans le para-
graphe 7 du chapitre Matériel et Méthodes. Les immunoglobulines (Ig) de 1!
I.S. anti-antigene 24 Kd, précipitées au sulfate d'ammonium 3a 33 % de
saturation, sont utilisées comme ligand 3 raison de 50 mgq d'Ig pour 2,5 q
de gel sec. L'efficacité du couplage est contrGlée par observation de 1la
diminution de la densité optiaue du premier surnageant de lavage 3 280 nm
contenant les Ig non couplées. A partir de 50 ma d'extrait EC NaCl
lyophilisé mis en contact avec 8 ml de qel de Sephdrose Ig IS anti-antigane
24 Xd, i1 est possible d'obterir, apres é&luiion par dissociation 3 pH

acide, 0,823 ma de la fraction constituée de molécules avant une affinite

avec les anticorns anti-antigene 24 Kd. Elle correspond donc au composant
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5, isolé 3 partir de 1'extrait EC NaCl. La premidre fraction é&luée est

composée de molécules n'ayant ©pas d'affinité avec le ligand.

1.3.3. Analyse du composant 5 isolé a partir de 1'extrait EC NaCl

L'analyse en immunoélectrophordse de la fraction élude a pH acide (200
pg), ooposé 3 un HIS anti-EC NaCl xp absorbé au sérum de veau montre aue
seul 1'arc de précipitation correspondant au composant 5 est objectivé
(Photo n°® 8A).

L'analyse en électrophortse de gel de polyacrylamide SDS-PAGE
(conditions réductrices) du composant 5 isolé (30 ug) permet d'apprécier
son poids moléculaire (Photo N°9). Le profil polypeptidiaue, obtenu aprds
coloration au bleu de Coomassie, révkle une bande majeure correspondant 3
un poids moléculaire de 72 000 daltons et trois autres bandes mineures
ayant respectivement des poids moléculaires de 90 000, 51 000 et 43 000
daltons. Le composant 5 ainsi isolé contient 56 % de protéines et 42 % de
glucides. Elle s'enrichit en qlucides mais s'appauvrit en protéines par
rapport a 1'extrait EC NaCl.

0,5 mg du composant 5 isolé par chromatographie d'affinité ont servi
4 immuniser un lapin par voie intradermiaue selon la techniaue décrite dans
le paragraphe 4.1. du chapitre "Matériel et Méthodes". Les résultats
obtenus en immunofluorescence indirecte corrélés au nombre de systdmes
précipitants objectivés en immunoélectrophorgése vis-a-vis de 1'extrait EC
NaCl montre 1'apparition précoce des anticorps anti-composant 5, deux
semaines apres 1'immunisation. L'analyse en immunoélectrophorése et en
double-diffusion en gel (DDG) (macrométhode) vis-a-vis de 1'extrait EC NaCl
démontre la monospécificité de 1'immunsérum obtenu 2 mois apras 1'
immunisation (Photos 8B et 8C). Les titres en anticorps les plus hauts sont
obtenus entre la cinauidtme et la huitieme semaine apres 1'immunisation

(1/640) et diminuent ensuite. En DDG, 1'arc 5 objectivé par cet -immunsérum
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vis-a-vis de 1'extrait antigénique total présente une réaction d'identité
avec celui révélé par 1'IS anti-antigéne 24 Kd contre le méme extrait

(Photo n° 7B).
1-4 Conclusion

Les différentes approches (biochimique et immunochimique) de la
purification du composant 5, menées a partir des formes épimastigotes de
T. cruzi, nous ont permis de démontrer que :

- les formes épimastigotes de culture constituent une source abondante du
composant 5
- le composant 5 ne correspond pas a une entité moléculaire mais est cons-
titué de plusieurs molécules dont une glycoprotéine majeure ayant un poids
moléculaire de 72 Kd
- selon la voie de purification mise en jeu, les molécules sont différem-
ment représentées ; notamment une extraction chloroforme/méthanol suivie
d'une précipitation a 1'éthanol conduit @ 1'obtention, en quantité relati-
vement importante, d'une fraction enrichie en antigéne 24 Kd qui, apres
purification, s'avere conserver toutes les propriétés antigéniques et
immunogéniques du composant 5.

La détection par Fruit et al. (1978) du composant 5 a la surface
des formes épimastigotes de T. cruzi nous a conduit a mettre en évidence sa
nature exoantigénique. En effet, la présence du composant 5 dans le surna-
geant de milieu de culture correspondant pourrait représenter une autre
source alternative de composant 5 facile a obtenir. C'est pourquoi nous
allons développer un second paragraphe concernant "la purification du com-

posant 5 a partir du surnageant de milieu de culture des formes épimastigotes

de T. cruzi.



Photo n°6 : Analyse polypeptidique en électrophorése de gel de polyacry-
lamide SDS-PAGE (13 %) en conditions réductrices de 1'extrait chloro-
forme/méthanol et éthanol insoluble (fraction enrichie en composant 5,
FECg) (2) et de la fraction IV (1) obtenue par chromatographie de tamisage
moléculaire de la fraction FECg. L'analyse polypeptidique de la fraction
IV apporte la preuve de la pureté de la préparation obtenue ; une seule
bande d'un poids moléculaire de 24 Kd est révélée et correspond a la bande
majeure objectivée par la fraction FECg ; si elle est présente dans 1'ex-
trait EC NaCl (3), elle y est révélée de fagon mineure.

Photo n°7 : Contrdle de monospécificité, par immunoélectrophorése (A) et
double diffusion en gel"(B) de 1'IS -anti-antigéne 24 Kd concentré 3 fois
(2) opposé a 1'extrait EC NaCl (1) de T. cruzi. Celui-ci ne révéle que le
systeme de précipitation correspondant au composant 5. L'IS anti-antigéne
24 Kd présente une réaction d'identité avec 1'IS anti-composant 5 isolé
par IADS (3) en double-diffusion en gel (B).

Photo n°8 : Analyse antigénique du composant 5 isolé par IADS et de
1'"immunsérum (IS) correspondant chez le lapin.

A. Analyse immunoélectrophorétique du composant 5 isolé par I.A.D.S. (1)
vis-a-vis d'un HIS anti-extrait EC NaCl x p (2), ne révélant que le systéme
de précipitation correspondant au composant 5.

B. Contrdle de monospécificité par immunoélectrophorése de 1'IS anti-
composant 5 iso]é'par IADS (3) opposé a 1'extrait EC NaCl. Seul, le systéme
de précipitation correspondant au composant 5 est révélé.

C. Contrdle de monospécificité par double diffusion en gel de 1'IS anti-
composant 5 isolé par IADS (3) opposé a 1'extrait EC NaCl, ne révélant que

le systéme précipitant correspondant au composant 5.

Photo n°39 : Analyse polypeptidique en électrophorése de gel de polyacryla-
mide SDS-PAGE (13 %) en conditions réductrices du composant 5 isolé par
IADS (1) a partir de 1'extrait EC NaCl (2). Une bande majeure correspondant
a un poids moléculaire de 72 Kd et trois autres bandes mineures ayant
reépectivement des poids moléculaires de 90,51 et 43 Kd sont révélées.
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2. PURIFICATION DU COMPOSANT 5 A PARTIR DU SURNAGEANT DE MILIEU DE CULTURE

DE FORMES EPIMASTIGOTES DE T. CRUZI

La préparation de fractions concentrées de surnageant de milieu de
culture (SMC) de 7 jours conduit 3 la mise en évidence du composant 5 dans
le milieu de culture de formes épimastigotes de T. cruzi . La cinétiaue d'
apparition de ce comnosant antigéniqgue dans le SMC est étudiée au cours de
la culture. Enfin, 1a préparation d'une fraction enrichie en composant 5 a

précédé sa purification et sa caractérisation biochimiaue.

2.1. Préparation de fractions concentrées de SMC

Les diverses étapes qui conduisent a 1'obtention de fractions concen-
trées de SMC sont schématisées dans la figure n°6 et sont décrites en dé-
tail au paragraphe 6.3, chapitre "Matériel et Méthodes".

Les diverses observations effectuées en microscopie opntiaue montrent
aue le SMC ainsi traité est totalement dépourvu de formes parasitaires. Le
fractionnement du SMC par ultrafiltrations permet d'obtenir 2 fractions
concentrées Uy et Uyg. Ce dernier traitement enrichit respectivement
la fraction Ugp en molécules ayant un poids moléculaire supérieur A envi-
ron 50 000 daltons et 1a fraction Uyq en molécules ayant un poids molécu-

Taire compris entre environ 10 000 et 50 000 daltons.

2.1.1. Rendements obtenus

Trois litres de culture massive de 7 jours conduit a 1'obtention de
2,5 + 0,3 g de la fraction Ugy et 1,5 2 0,2 g de la fraction Uyp. Ces

résultats expriment en fait la moyenne arithméticue des rendements obtenus
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pour 3 préparations successives (tableau n°6). Trois litres de milieu de
culture GLSH, ne contenant pas de parasite, traités dans les mémes

conditions donnent des rendements similaires.

2.1.2. Analyse antigéniaue des fractions Ugn et Uig

‘Cette analyse est résumée dans le tableau n°6. En double-diffusion en
gel, les fractions Usg (20 mg/20 pl) et Uyg (30 mg/20 ul1) opposées au
sérum humain de référence (SHR) révile la présence du composant 5 dans la
fraction Ugy et son absence dans la fraction Uyg (Photo n°10). La méme
analyse ne permet pas de le mettre en évidence dans le SMC non concentré
(20 p1) ni dans la  fraction  témoin  correspondante Usoc
(20 mg/20 p1). Les concentrations utilisées correspondent 4 la limite de
solubilité de ces produits. L'étude immunoélectrophorétiaue, menée a 1'aide
de 1'HIS anti-extrait EC NaCl xp préalablement adsorbé par le sérum de
veau, confirme ces résultats. En outre, elle permet d'identifier dans 1la
fraction Uy un autre composant  antigéniaue de Tocalisation
immunoéiectrophorétique plus anodiaue aue le composant 5 (Tableau n°®6).
Lorsaue 1'on oppose les fraction Uy, (30 mg/20 p1) et Ugy (20 mg/20
p1) 4 un HIS anti-sérum de veau en IEP, 3 et 8 arcs de précipitation sont

respectivement révélés.

2.2. Etude aualitative et auantitative de la présence du composant 5 dans

le SMC

Apr¥s avoir identifié le composant 5 dans le SMC d'une culture massive
de 7 jours, il était intéressant d'étudier la cinétiaue d'apparition de ce
composant dan§ ce méme milieu au cours de la culture. Pour cela, une ciné-
tiaue de culture a été initiée selon le protocole décrit dans le paragraphe

6.4. du chapitre "Matériel et Méthodes", nvarallelement 3 une é&tude



Tableau n° 6 : tableau récapitulatif de 1'analyse antigénique des différentes fractions concentrées

(USO et UIO) de surnageant de milieu de culture et de 1'extrait chloroforme-méthanol
insoluble et &thanol insoluble (F5g) obtenu d partir de la fraction Ugg.

Fraction Quantité obtenue (g) Composition antigénique
pour 3 litres de SMC composant 5 nombre de composants antigéniques
e S S A
SMC 5,3 0,4 (3)% - sMC :
‘ 8
B
— T ———
Ugg 2,5%t 0,3 3)* + Uso A A
—_—— =,
P ——— B
/_\\
Uio 1,5 £ 0,2 ()X - U1o 1]
~——e A
B.
/——\
Es, 0,875 ¥ 0,005 (3)* + €50 8“-/4/
: A

x nombre ae préparations

SMC : 50 mg / 20 pl A:HIS anti- sérum de veau(x 3)

Ugg ¢ 20 mg / 20 pl B:HIS anti-extrait EC NaClxp (x3)
Ujg : 30 mg / 20 pl

Espn ¢ 3 mg / 20 pl
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aqualitative et aquantitative de 1a présence du composant 5 dans les

différentes fractions U50 correspondantes.

2.2.1. Cinétiaue d'apparition du composant 5 dans le SMC durant le

processus de culture

‘La courbe représentant le logarithme décimal du nombre de parasites
par ml en fonction du temps est donnée dans la figure n°10. Le

développement de la culture peut &tre décomposé schématiauement en 4 phases

la phase de latence aui correspond aux 3 premiers jours de la cul-

ture

la phase de multiplication exponentielle entre le 4@éme et le 9ame

jour de culture

la phase stationnaire entre le 108me et le 148me jour de culture

-

la phase de lyse aui succéde a la phase stationnaire.

Les contrdles effectués en microscopie optiaue sur les différentes
fractions Ugg analysées au cours de la culture montrent qu'elles sont
exemptes de toute forme parasitaire aprés centrifugation et filtration.
Lors du comptage des formes épimastigotes durant la cinétiaue de culture
réalisée, des formes rondes et immobiles, flagellées ou non, encore appe-
1ées formes "sphaeromastiqotes" sont observées en microscopie optiaue
partir du 108me jour de la culture. Leur nombre augmente tres rapidement
dans les jours aui suivent leur apparition. Ces formes correspondraient 3
des organismes en voie de lyse.

Les différentes fractions Usgg (20 mqg/20 p])correspondant aux Jjours
0, 1,2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 11, 12, 14, 16, 18, 19, 20, 22 et 24 de la
culture, sont portées en double-diffusion en gel contre le SHR. La photo
n°11 montre éue les fractions Ugy correspondant au temps 0 et aux 4
premiers jours de la culture ne contiennent pas le composant 5 et au'il est

possible, dans nos conditions d'expérience, de le détecter a partir du 5ame
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jour de culture jusau'au dernier jour analysé. Le composant 5 apparafit donc
entre le déme et le 5eéme jour dans 1le SMC, c'est-a-dire en phase

exponentielle de multiplication des parasites.

2.2.2. Dosage du composant 5 au cours de la culture

‘Les différentes fractions Ug,p, testées en DDG ont été analysées en
immunodiffusfon radiale, dans un gel d'agarose contenant le SHR anti-5 se-
lon le protocole décrit dans le paragraphe 5.1.4. au chapitre Matériel et
Méthodes. Des solutions meres de 50 mg pour 50 pml sont préparées. 20 pul
de chaaue fraction sont déposés dans les différents puits. La courbe aui
représente le diamétre au carré de 1'anneau de précipitation (d2) moins
le diamétre au carré du puits de dépot (doz), des différentes fractions
U50 analysées en fonction du temps est donnée figure n°l1l. La valeur
d2-d02 est elle-méme proportionnelle a la concentration du composant
5 dans la fraction analysée. Nous avons cherché 3 assimiler la courbe
obtenue a une fonction mathématiaue. Cette analyse nous a donné Tes

résultats suivants :

- Droite a =+ 26,42 b=+ 2,44 r = 0,61
- Exponentielle a =+ 14,74 b =+ 0,09 r= 0,27
- Logarithmiaue a = =19,08 b =+ 31,9 r = 0,80
- Puissance a =+ 2,17 b=+ 1, 26 r= 0,42

Cette courbe peut donc €tre assimilée 3 une fonction logarithmique
y = - 19,08 + 31,9 Log x avec un coefficient de corrélation de 0,80-
(y = dz-do2 et x = Jour de culture).

Donc le composant 5 apparait entre le 4ame et le 5eme jour de 1la
culture durant la phase exponentielle de croissance des parasites et sa

concentration augmente de fagon logarithmique, ultérieurement.
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SHR : S&rum humain de référence riche en anticorps anti-composant 5
utilisé@ non concentré.
Le composant 5 est mis en évidence a partir du cinquiéme jour
de la culture.
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2.3. Obtention d'une fraction enrichie en composant 5 3 partir de la

fraction Ugn

-

La fraction U50 est soumise a une extraction chloroforme/méthanol
(2V-1V) suivie d'une précipitation d 1'éthanol selon le protocole décrit
dans le paragranhe 6.5.4, chapitre” Matériel et Méthodes". L'extrait

chloroforme/méthanol et é&thanol insolubles (extrait Egg) est analysé.

2.3.7. Rendement, coptenu en protéines et en glucides

1 g de fraction U50 permet 1'obtention de 35 + 2 mg d'extrait E50.
Ce résultat tient compte des auantités obtenues pour 6 préparations succes-
sives. L'extrait E50 contient 60 £ 3 % de protéines et 18 £+ 2 % de

glucides.

. 2.3.2. Analyse antigéniaue de 1'extrait Egp

Lorsaue 1'extrait Egj (3 mg/20 p1) est porté en double diffusion en
gel contre le SHR, un seul arc de précipitation présentant une réaction d'
identités avec le systiéme de précipitation correspondant au composant 5 est
révélé (Photo n°10). Cette méme photo montre aussi aque 1'extrait Esoc
(extrait témoin) n'objective aucun arc de précipitation vis-a-vis du méme
sérum. L'analyse immunoélectrophorétiaue révele la formation d'un seul
systégme précipitant intense correspondant au composant 5 lorsaue 1'extrait
Esg (3 mg/20 pl) est opposé a un HIS énti-extrait EC NaCl «xp
préalablement absorbé par 1le sérum de veau. Enfin, opposé 4 un HIS
anti-sérum de veau, 1'extrait ESO objective 3 arcs de précipitation

(Tableau n°6).
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2.3.3. Analyse polypeptidiaue de 1'extrat Ec,

50 pg de 1'extrait Egg sont analysés en immunoélectroiphorgése de
gel de polyacrylamide SDS PAGE (13 %) en conditions réductrices. Le profil
polypeptidiaque obtenu apr®s coloration au bleu de Coomassie est représenté
dans la photo n®°12, I1 révele une bande majeure correspondant 3a un poids
moléculaire de 43 000 daltons et 6 autres bandes mineures de 120 000 3

30 000 daltons.

2.4, Purification du composant 5 identifié dans le surnageant de milieu de

culture par immuno.ddsorbtion

2.4.1. Approche de la purification

L'immunoadsorbant aqui a conduit @ la purification du composant 5 %
partir de 1'extrait EC NaCl (voir paragraphe 1.3.2. du chapitre "Résul-
tats") est utilisé pour isoler le composant 5 détecté dans le SMC. 200 mg
de 1'extrait ESO’ repris dans 5 ml d'une solution de NaCl 0,5 M tamponnée
4 pH 7,4 est mise en contact avec 8 ml de gel de sépharose couplé aux
immunoglobulines anti-antiggéne 24 Kd. I1 est possible d'obtenir 0,447 mg de
la fraction éluée a pH acide aui présente donc une affinité avec les
anticorps anti-composants 5. Elle correspond donc au composant 5 isolé i

partir du SMC.
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2.4.2. Analyse de 1' "exoantigéne 5" isolé par chromatographie d'affinité

Opposé 3 un HIS anti-extrait EC NaCl xp en immunoélectrophorése, 1!

"exoantigeéne 5" (200 pg) révele un seul arc de précipitation correspondant
au composant 5. Par contre, aucun systeéme de précipitation n'est mis en
évidence contre un HIS anti-sérum de veau (Photo n® 13A). La méme analyse,
réalisée en double diffusion en gel (microméthode) confirme ce résultat
(Photo n°13B). Cette derni®re photo montre aussi aue les arcs de
précipitation 5, révélés par 1' "exoantigene 5" vis-4-vis du sérum
anti-antigene 24 Kd, de 1'IS produit contre le compqsgnt 5 isolé par

immunoadsorbtion a partir de 1'extrait EC Nacl, et de 1'HIS anti-extrait EC

NaCl xP présentent des réactions d'identité entre eux.

L'analyse de 30 ug de 1' "exoantigene" 5 en électrophorese de gel de
polyacrylamide SDS-PAGE, apres coloration des protéines au bleu de Coomas-
sie permet d'apprécier son poids moléculaire. Le profil peptidiaue obtenu
est représenté dans la photo n°12, 11 révele 3 bandes. La majeure, objec-
tivée avec une faible intensité, dans le orofil peptidicue de 1'extrait
Egg, présente un poids moléculaire de 72 000 daltons. Les deux autres
molécules trés mineures correspondent respectivement 4 des poids
moléculaires de 51 000 et 43 000 daltons. L'"exoantigene" 5 contient 62 %
de protéines et 38 % de qlucides. Sa composition en protéines et en
glucides est proche de celle trouvée pour le composant 5 isolé a partir de
1'extrait EC NaCl. 200 mg de 1'extrait Eg; correspondent au traitement de
6,7 litres de SMC et permettent d'obtenir 447 ﬁq d'"exoantigene" 5, Le

rendemwnt de la purification est donc de 0,22 %.



Photo n°10 : Recherche de la présence du composant 5 par double diffusion

en gel a 1'aide du SHR non concentré (2) dans les fractions Uggy, Ujg et

Egg. Le composant 5 est mis en évidence dans les fractions Ugg (20 mg/20/u1)
et Esg (3 mg/20 u1) mais n'est pas révélé dans le surnageant de milieu de
culture non concentré (SMC, 20 P]) ni dans la fraction(U10) (30 mg/ZO/ul) et
les fractions témoins correspondantes (Usgc et Egge)-

Photo n°12 : Analyse polypeptidique en électrophorése de gel de polyacry-
lamide SDS-PAGE 13 % en condition réductrice des fractions Ugqg(l), Egg(2) et
de 1'"exoantigéne" 5 isolé par IADS-(3);

L'"exoantigéne" 5 isolé par IADS-a paftir de 1'extrait enrichi en composant
5,E5g révele une bande majeure de 72 Kd de poids moléculaire. Deux autres
molécules ayant des poids moléculaires de 51 et 43 Kd sont aussi objectivées
de fagon trés mineure.

Photo n°13 : Analyse antigénique de 1'"exoantigéne" 5 isolé par IADg (1)
vis-a-vis d'un HIS anti-extrait EC NaCl x p (2) et d'un HIS anti-extrait
sérum de veau (3) par immunoélectrophorése (A) et double diffusion en gel
(B).

A - Seul le systéme précipitant correspondant au composant 5 est révélé.
Aucun contaminant de sérum de veau n'est mis en évidence.

B - Opposé & un HIS anti-extrait EC NaCl en double-diffusion en gel,
1'"exoantigene" 5 isolé par IADg (1) ne révele que 1'arc de précipitation
correspondant au composant 5. Celui-ci présente une réaction d'identité
avec les arcs 5 objectivés par 1'"exoantigéene" 5 vis-a-vis de 1'IS anti-
antigéne 24 Kd (4) et 1'IS anti-composant 5 isolé par IADS (5) a partir
de 1'extrait EC NaCl. '
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3. RECHERCHE DE LA PRESENCE DES ANTICORPS ANTI-COMPOSANT 5 DANS LES SERUMS

DE PATIENTS CHAGASIQUES. INTERET DIAGNOSTIQUE

Dans ce chapitre sont évaluées la sensibilité et la spécificité de
différentes techniaues sérologiaques fondées sur la détection des anticorps
anti-composant 5 contenus dans les sérums de patients atteints de la mala-
die de Chagas. L'obtention d'un sérum polyclonal anti-composant 5 nous a
tout d'abord quidé vers 1'utilisation des techniaues de précipitation en
gel : la microdouble diffusion en gel d'agarose et 1'immunoélectro-diffu-
sion en gel d'acétate de cellulose. Dans un deuxigme temps, 1'utilisation
d'un anticorps monoclonal anti-composant 5 produit par Orozco (1983) (cf
paragraphe 5.4, du chapitre "Matériel et Méthodes) et de la fraction
enrichie en composant (FEC5) nous a permis de réaliser le diagnostic

spécifique de la phase chronicque de la maladie de Chagas.

3.1. Microdouble diffusion en qel utilisant un sérum polyclonal anti-

composant 5 (Test MDPS)

343 sérums de patients chagasiaues chroniaques provenant de diverses
zones géographiaues de Bolivie et présentant un diagnostic sérologiaque po-
sitif (3 techniaues sérologiaues sur 4 positives), 67 sérums de sujets
boliviens et 10 sérums de sujets européens 3 sérologie négative, sont
analysés en microdouble diffusion en gel en disposant les réactifs comme il
est indiaqué dans 1a photo n°14. Les sérums de patients révélant un arc de
précipitation présentant une réaction d'identité avec 1'arc 5 formé entre
le sérum anti-antigene 24 Kd et 1'extrait EC Nacl xp sont dits positifs

dans le test MDPg, Dans 1le cas contraire, ils sont dits négatifs.



Photo n° 14 : Microdouble-diffusion en gel utilisant un sérum polyclonal
anti-composant 5 (test MDP_) pour la détection des anticorps

anti-composant 5 dans les sérums de patients chagasiques par
identité d'arc S.

3mm
L), O
3mm
Imm
o] @ YO ECNaClxp
»
3mm

o 0O

1 - IS anti-antigéne 24kd (non concentré)
2 - Sérums de patients chagasiques (concentrés 3 fois, positifs dans le test MD
3

-~ Sérums d'individus non chagasiques (concentré 3 fois) négatifs dans le test
MDPg.

4 - S&rums de patients chagasiques (concentré 3 fois) négatifs dans le test MDP

Photo n° 15 : Immunoelectro-diffusion en gel d'acétate de cellulose pour la

SN -

détection des anticorps anti-composant 5 dans les sérums de
patients chagasiques par identité d'arc 5.

P

Extrait EC NaCl x p

IS anti-antigéne 24kd (non concentréd).

Sérum de patient chagasique (non concentrd) positif dans ce test.
Sérum de patient chagasique (non concentré) négatif dans ce test.
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L'extrait EC NaCl xp est utilisé comme source antigénique dans ce test

car i1 révéle un plus grand nombre de déterminants antigéniaues et est plus
facilement standardisable aue 1'extrait EC Nacl (cf paragraphe 1.1. du cha-

pitre "Résultats").

Lorsaue les sérums testés sont concentrés 3 fois, 237 sur 343 sérums
de patients chagasiaues présentent un test de MDPg positif (69,1 %)
(tableau n®°7). Seule une différence significative du nombre d'individus
présentant dans leur sérum des anticorps anti-composant 5 est observée
entre les populations de Chiwisivi et de salinas (test de X2, p ¢ 0,05),
81,1 % de positivité du test est obtenu lorsaue les sérums testés, sont
concentrés 5 fois (tableau n°7). Dans ces conditions d'analyse, aucune
différence significative n'est observée entre les auatre populations analy-
sées auant au nombre d'individus présentant dans leur sérum des anticorps
anti-composant 5 (test de XZ, p ¥ 0,05). Tous les sérums boliviens et eu-

ropéens 3 sérologie négative se sont révélés négatifs dans ce test (tableau

n°7).

3.2. Immunoélectro-diffusion en gel d'acétate de cellulose

La présence des anticorps anti-composant 5 dans les sérums de patients
testés est affirmée par la révélation d'ure jdentité d'arc de précipitation

avec le sérum anti-antigiéne 24 Kd (Photo n® 15).

L'extrait ECNacl xp a tout d'abord été utilisé comme source antigéni-
aue, 3 une concentration de 150 ug pour 15 wl. 40 sérums de patients
boliviens chagasiaues en phase chroniaue de 1'infection ainsi aue 20 sérums
boliviens sérologiquement négatifs sont analysés. 20 sérums présentant un
test de MDP5 négatif sont volontairement inclus dans le groupe de sérums

positifs. Le tableau n°8 montre aue tous les sérums MDP5 positifs le sont



Tableau n° 7 : Analyse de sérum de patients 3 sérologie positive pour T. cruzi provenant de diverses
=~ Cruzil p
zones géographiques de Bolivie et de sérums négatifs en microdouble diffusion en gel
(test MDPS).

Test MDP5

Origine des patients Nombre de sérums % de positivité (nombre de sérums positifs)

séruml 13 fois

sérum[-1 5 fois

u Camiri 91 76,9 (70) 79,1 (72)
m§ Chiwisivi 67 64,2 (43) 79,1 (53)
§ & La Paz 140 76,1 (86) 80,7 (113)
(o)

e Salinas 45 84,4 (38) 88,9 (40)
»

Total ou Moyenne 343 69,1 (237) 81,1 (278)

—é ______________________________________________________________________________________________________

—  Population bolivienne
g g de zone endémique 67 0,0 (0) 0,0 (0)

i
O z
(—)‘ :

e Population européenne . 10 0,0 (0) ‘ 0,0 (0)
w




Tableau n°® 8 : Analyse de sérums de patients chagasiques et non chagasiques en immunoelectro-diffusion en
gel d'acétate de cellulose.

Test d'immunoélectro-diffusion (IED5)

Groupe de sérums Nogggimge % de positivité (nombre de sérums positifs)
extrait Ec NaClxp fraction FEC5 extrait E 50
_, Patients boliviens 20 100 (20) 100 (20) 100 (20)
> (test MDT. positif)
-
w o
-0
8% patients boliviens
3 atients bolivie 20 20 (4) 30 (6) 30 (6)
c (test MDT; négatif)
»
s
w=
8!; Population bolivienne
9 _ 20 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Q z de zone endémique
73]
)

Sensibilitédu test 84,8 86,6 86,6
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aussi dans ce test. Par contre, seul 4 sérums parmi ceux aui présentent un
test MDPp négatif se révelent positifs. La sensibilité de ce test atteint
donc 84,75 % (tableau n°8). Par ailleurs, deux autres sources antigéniaues
ont été utilisées dans ce test : les fractions enrichies en composant 5

FEC; et E50 4 des concentrations respectives de 50 ug et de 600 g
pour 15 pl. 6 sérums parmi ceux présentant un test MDP; négatifs sont
alors positifs dans les deux cas. 86,6 % de sensibilité sont ainsi obtenus

(Tableau n°8).

Tous les sérums du groupe témoins se sont révélés néqatifs auelaue

soit 1a source antigéniaue utilisée.

3.3. Test de compétition ELISA

Le test de compétition EtISA met en compétition les sérums de patients
chagasiaues avec un anticorps monocloral anti-composant 5 (II 190/30, cf
Paraqraphe 5.4. du Chapitre "Matériel et Mé&thodes") maraué a la phosphatase
alcaline vis-a-vis de billes de propyléne préalablement sensibilisées avec
un extrait antigéniaque de T. cruzi (formes épimastigotes de culture).

La mise au point du test utilisant successivement deux sources antigé-
niaues conduit au choix d'un extrait antigéniaue servant a sensibiliser le
support solide.

Une étude portant sur un nombre plus important de sérums a permis
d'évaluer la sensibilité et la spécificité de ce test dans le diagnostic de
la maladie de Chagas, notamment dans des zones ol des infections concomi-

tantes sont soupgonnées ou méconnues.
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3.3.1. Choix de la source antigénique a utiliser

Deux extraits antigéniaues ont successivement été utilisés : 1'extrait
EC Nacl xp et la fraction FEC;. Les différentes courbes obtenues de la
titration du conjuqué en fonction des concentrations antigéniaues (figures
n°12 A et 12B) ) ont permis de déterminer les conditions optimales de
dilution du conjugué (1/100 dans 1les deux cas) et de concentration
antidénioue (50 pg/ml pour 1'extrait EC NaCl xP et 5 pa/ml pour la
fraction FECg). Le choix de la dilution du sérum est déterminé par
titration ; les dilutions retenues sont celles du 1/5 dans les deux cas
(Figures n°12C et 12D). I1 est interessant de remarauer aqu'a cette dilution
(1/5), 1la différence des densité optiaues observées entre les sérums
positifs et les sérums néaatifs, est environ 2 3 3 fois plus élevée auand
la fraction FECg est utilisée dans le test. Cette différence peut &tre
interpréter comme une augmentation de 1la sensibilité du test. Aussi nous
avons tenu a confirmer ce résultat en analysant un plus qrand nombre de

sérums,

L'analyse de 20 sérums de sujets boliviens parasitologiauement et
sérologiauement négatifs en Chagas (groupe B) ont servi @ calculer respec-
tivement les valeurs limites de significativité des deux tests (valeur de
la densité opticue 3 partir de laguelle la techniaue peut &tre considérée
comme positive) selon la formule L =m - 2 o (m = moyenne arithmétiaue des
densités opntiaues , o = écart type a 1'effectif). Nous avons obtenu pour
le test utilisant 1'extrait EC NaCl xp : m = 0,62 et ¢ = 0,10, d'ou L =
0,42 ; tous les sérums présentant une densité ontiaue inférieure ou égale 3

0,42 sont considérés comme positifs dans ce test.

Pour le test de compétition ELISA utilisant la fraction FEC; comme
source antigéniaue, nous avons obtenu m = 0,87 et o= 0,15 d'ou L = 0,57 ;
tous les sérums ayant une densité ontiaue inférieure ou égale a 0,57 sont

donc considérés comme positifs dans ce test.
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Figure n°® 12 :

Courbes de dilution de l'anticorps monoclonal IT 190/30
purifié marqué & la phosphatase alcaline (m: 1/50 ,

®: 1/100 ,»: 1/200 , 4 : 1/400 , en fonction de diffé-
rentes concentrations de 1'extrait antigénique total de
T. cruzi EC NaClxs(A) et de la fraction enrichie en compo=
sant 5, FECg (B)

C et.D

Courbes de dilution de sérum ( : sérum de patient
chagasique en phase chronique de l'infection, : sérum
négatif) réalisés a 1'aide du test de compétition ELISA
utilisant soit l'extrait EC NaClxp (C) ou la fraction FEC

5 (D
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25 sérums de patients boliviens chagasiaues en phase chroniaue de
1'infection, parasitologiauement et sérologiauement confirmés sont analysés
dans les deux tests ; 10 sérums présentant un test de MDPg négatif sont
volontairement inclus dans ce groupe. Les sérums les plus riches en anti-
corps anti-composant 5 (MDP5 positifs) se sont tous révéldés positifs dans
le test de compétition ELISA aquelague soit la source antigéniaue utilisée.
Par contre, en ce aui concerne le groupe des sérums MDPg négatifs, 50 %
et 100 % de positivité sont respectivement trouvés avec le test de compéti-
tion utilisant d'une part 1'extrait antigéniaue total EC NaCl xpet d'autre
part la fraction FEC5. Dans les deux cas, la comparaison des moyennes des
densités optiaques montre aue les groupes de sérums positifs sont
significativement différents des qgroupes de sérums négatifs (p ¢ 0,001)
(Figure n°13). C'est donc le test de compétition ELISA utilisant 1a
fraction enrichies FEC; (test de compétition ELISA FECg) aui a fait 1!

objet d'une étude plus approfondie.

3.3.2. Etude de 1la sensibilité du test de compétition ELISA FEC5

Les groupes de sérums suivants sont testés :
- 20 sérums humains européens sains (groupe A) ;
- 20 sérums boliviens de zone endémiaue Darasito]oqiauement et sérologique-
ment négatifs (groupe B) ;
- 10 sérums argentins de zone endémiaue parasitologiauement et sérologique-
ment négatifs (gqroupe C) ;

- 15 sérums de patients argentins en phase aiqué de 1'infection (groupe D)

89 sérums de patients boliviens Chagasiaues chroniaues (qroupe E).

Les résultats obtenus avec ces différents groupes de sérums sont re-

présentds dans la figure n°14, Les moyennes arithmétiques des densités
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Figure n® 13 : Comparaison de la sensibilité du test de compétition ELISA uti-
lisant successivement 1l'extrait antigénique total de T. cruzi,

EC NaClxp

(B) et la fraction enrichie en composant 5, FECg(A)

comme source antigénique et 1'anticorps monoclonal II 190/30
marqué 3 la phosphatase alcaline.

: valeurs limites de significativité des tests.
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optiaues 3 405 nm calculées pour les groupes de sérums négatifs européens
et argentins, sont respectivement de 0,99 + 0,19 et de 0,78 + 0,09 avec des
valeurs limites de significativité respectives de 0,61 et 0,60. Le seuil de
positivité du test égal 4 0,57 €St donc conservé puisau'il s'agit de la va-

Teur Timite de significativité la plus faible.

Sur 89 sérums de patients boliviens chagasiaues chroniaues (groupe D),
le test de compétition permet de détecter 96,6 % (86 sérums) de positivité.
La moyenne arithmétique des densités optiaues des sérums correspondants est
de 0,19 £ 0,14 (Figure n°14). Quand la méme &tude est rdalisée sur un
nombre plus restreint de sérums argentins en phase aiqué de 1'infection
(groupe E) le pourcentage de positivité atteint 66,7 % et la moyenne
arithmétiaue calculée est plus élevée 0,50 + 0,30 (Figure n°14). Ces deux
groupes de sérums sont significativement différents du groupe témoin B (p ¢

0,001) (Figure n°14).

3.3.3. Etude de la spécificité du test de compétition ELISA FEC.

Différents groupes de sérums de patients européens, africains et sud-

américains  atteints de parasitoses diverses sont  é&tudiés

14 sérums de patients européens atteints de toxoplasmose (groupe F)

3 sérums de patients africains atteints d'amibiase (groupe G)

.
b

-10 sérums de patients africains atteints de paludisme (groupe H)

.
b

11 sérums de patients africains infectés par T. gambiense (qroupe I)

.
b

14 sérums de patients originaires du bassin méditerranéen atteints de

leishmaniose viscérale 3 L. donovani infantum (qroupe J)

.
b

15 sérums de patients sud-américains atteints de leishmaniose mucocutanée

a L. braziliensis braziliensis présentant un diagnostic sérologiaue

négatif pour T cruzi (qroupe K)

.
b
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Figure n° 14 : Etude de la sensibilité du test de compétition ELISA utilisant
la fraction enrichie en composant 5, FEC5, l'anticorps monoclonal
II 190/30 marqué 3 la phosphatase alcaline et différents groupes
de sérums (A,.B,et C = sérums négatifs ; D = sérums de patients
chagasiques en phase aigue de l'infection ; E = sérums de patients
chagasiques en phase chronique de 1'infeetion).
e : valeur limite de significativité du test
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Figure n° 15

: Etude de la spécificité du test de compétition ELISA utilisant 1la

fraction FEC., l'anticorps monoclonal II 190/30 marqué & la phosphatase
alcaline et gifférents groupes de sérums (F = toxoplasmose ; G = amibios:
H = paludisme ; I = trypanosomiase africaine ; J = leishmaniose viscéral
K = leishmaniose cutanéomuqueuse ; L = leishmaniose cutanée.

: valeur limite de significativité du test .
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- 6 sérums de patients africains atteints de leishmaniose cutanée 3 L.

tropica (groupe L).

Les résultats obtenus sont représentds 34 la figure n°15. Aucune réac-
. tion croisée n'a pu &tre mise en évidence vis-d-vis des différentes parasi-
toses étudiées ; tous les sérums testés se sont révélés négatifs dans ce
tests. Sa spécificité est donc de 100 %. Ces groupes de sérums sont

significativement différents du groupe E (p 4 0,001).

3.3.4. Mise en évidence d'infections mixtes (parasitoses associées)

Deux groupes de sérums de patients sud-américains sont é&tudiés
- 40 sérums de patients brésiliens bilharziens (Département de Ceara, Nord
Est du Brésil) (groupe N). La prévalence de la maladie de Chagas dans
cette région n'a fait 1'objet d'aucune étude ;
- 47 sérums de patients boliviens atteints de leishmaniose mucocutanée

( L. braziliensis braziliensis ) provenant de 1a région des Yungas (Nord-

est de la bolivie) (groupe M). La présence de la maladie de Chagas dans

cette région est soupgonnée.

Parmi les 40 sérums brésiliens et les 47 sérums boliviens, le test de
compétition ELISA FECg permet de détecter respectivement 3 et 15 sérums
présentant des anticorps anti-composant 5 (figure n®°16). Ainsi, dans ces
deux zones géographiaues &tudides, ce test spécifiaue permet de mettre en
évidence aue 7,5 % des patients biltharziens et 31,9 % des patients

leishmaniens présentent aussi une infection 2 T. cruzi
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-~——== : valeur limite de significativité du test .




DISCUSSION



P e

Le composant 5 a été caractérisé comme un composant antigénique majeur

des formes épimastigotes de Trypanosoma cruzi lors d'une analyse

immunoélectrophorétique comparée d'extraits antigéniques de

différents Trypanosomatidae (Afchain et al. , 1979), C'est pourquoi 1’

isolement du composant 5 a tout d'abord &té réalisé a partir d'un extrait
antigénique total hydrosoluble dans lequel i1 avait &té mis en évidence. L'
ana1yse polypeptidique et antigénique des différents extraits antigéniques
totaux (voir paragraphe 1.1.2., du chapitre "Résultats") a conduit au choix
d'une préparation antigénique selon des critéres nhysicochimiques et
immunologiques. C'est a partir de 1'extrait EC MaCl (extrait antigénique

total NaCl 1 % de formes épimastigotes de T. cruzi ) que nous avons

réalisé les différentes approches de la purification du composant 5.

1. Complexité moléculaire du composant 5

Dans un premier essai de purification, 1e fractionnement par chromato-
graphie de tamisage moléculaire de 1'extrait EC NaCl révélait déja son ca-
ractére hétérogéne, En effet, i1 est mis en évidence dans deux fractions
couvrant des poids moléculaires allant de 100 000 & 40 000 daltons et dont
les rapports : concentration en protéines sur concentration en glucides va-
rient de 0,9 & 2,4, Cette notion d'hé&térogénéité du composant 5, ajoutée 3
celle de la complexité moléculaire révélée par 1'extrait FC MaCl, nous a
guidé vers la préparation d'une fraction enrichié en composant 5 d@ partir

de laquelle i1 &tait plus facile d'envisager sa purification.

L'extrait chloroforme/méthanol insoluble et &thanol insoluble (FEC)
a été retenu pour les raisons suivantes :
- I1 correspond @ une fraction antigénique homogéne enrichie en composant 5

comme le montre 1'analyse en immunoélectrophorése et en double-diffusion
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en gel ;
- IT1 révéle un profil polypeptidique relativement simple si on le compare
a celui objectivé par 1'extrait EC MaCl ;
- I1 conserve les propriétés anéigéniques remarquables du composant 5. En
effet, i1 immunoprécipite les anticorps anti-composant 5 produits chez
le lapin lors de 1'immunisation expérimentale et ceux présents dans les
sérums de patients chroniquement infestés par T. cruzi ;
- Enfin, i1 induit une production précoce d'anticorps anti-composant 5 chez

le lapin et donc préserve le caractére remarquable de son immunogénicité.

Le fractionnement sur colonne de chromatographie de tamisage molécu-
Taire de 1a fraction FECy (fraction enrichie en composant 5) nous conduit
d la purification d'un antigéne 5 correspondant 3 un poids moléculaire de
24 000 daltons (antigéne 24 Kd), constitué essentiellement de protéines et
pauvre en glucides. L'approche biochimique de Ta purification de cet
antigéne nous a permis de préparer un sérum polyclonal anti-composant 5
chez le 1lapin et donc de réaliser une approche imunochimique de sa

purification.

Cette derniére, réalis@e ad partir de 1'extrait FC NaCl, permet d'iso-
ler 4 molécules dont une est majeure et correspond & un poids moléculaire
de 72 000 daltons ; les trois autres ayant des poids moléculaires respec-
tifs de 90 000, 51 000 et 43 000 daltons. Le composant 5 ainsi isolé con-

tient 56 % de protéines et de 42 % de glucides.

D'un autre cdté, 1'analyse polypeptidique du composant 5 isolé par
immunoadsorbtion (I.A.D.S.) & partir du surnageant de milieu de culture
montre qu'il est constitué de trois molécules correspondant respectivement
d des poids moléculaires de 72 000, 51 000 et 43 000 daltons. La premiére

se révéle de fagon majeure. Sa composition en protéines (62 %) et en
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glucides (38 %) est pratiquement identique d@ celle du composant 5 isolé a

partir de 1'extrait FC Nacl par la méme technique.

Un T1itre de milieu de culture corespondant a& environ 20 mg d'extrait
EC NaCl permet de purifier 0,525 mg d'antigéne 24 Kd, 0,329 mg de composant
5 isolé par chromatographie d'affinité d partir de 1'extrait FC NaCl et
0,067 mg d' "exoantigéne" 5 d&tectéd dans le surnageant de milieu de cultu-
re. L'approche biochimique de la purification du composant 5 d@ partir des
formes é&pimastigotes de T. cruzi qui conduit a la purification d'une
molécule de 24 000 daltons présente un rendement plus important que celui
obtenu par 1'approche immunologique. Par contre, cette deuxiéme voie, qui

aboutit @ 1'isolement de 4 molécules de plus haut poids moléculaire semble

mieux préserver la structure moléculaire du composant 5.

Donc, comme le Taissaient supposer d'une part sa mise en évidence dans
deux fractions correspondant @ des zones de poids moléculaire différentes
(tamisage moléculaire de 1'extrait EC NaCl) et d'autre part le profil
bilobé du systéme de précipitation correspondant au composant 5 objectivé
en immunoélectrophorése, ce dernier ne correspond pas d une entité
moléculaire mais d@ une famille de protéines et/ou de glycoprotéines, qui
selon la voie de purification mise en jeu et Ta source antigénigue
utilisée (extrait FEc MaCl, fraction FECg, SMC) sont différemment

représentées.

Les travaux réalisés par 0Orozco (1983) et Afchain EE_EI;_(1984) sur la
structure moléculaire du composant 5 vont dans ce sens. Fn effet, ces au-
teurs ont premiérement montré une identité immunologique entre la GP90
(glycoprotéine de surface de 90 000 daltons décrite par Snary et Hudson,
1979) et le composant 5, disposant d'un sérum polyclonal de souris

anti-GP90. En double diffusion en gel, une réaction d'identité est observée
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entre le sérum polyclonal de souris anti-GP 90 et un sérum polyclonal

-

anti-composant 5 produit chez le Tapin § partir d'arcs de précipitation

découpés dans la gélose. D'autre part, ces mémes auteurs, utilisant un.

sérum polyclonal de lapin anti-GP72 (alycoprotéine de surface de 72 000
daltons décrite par Snary et al. , 1981) montrent de la méme fagon une
identité immunologique entre le composant 5 et la GP72. De plus, Tle
composant 5 riche en molécules de 72 000 daltons, isolé & partir de 1'
extrait EC NaCl par I.A.D.S. présente une composition en protéines et en

glucides proche de celle décrite par Snary et al. (1981) pour la GP 72.

Grace 3@ la technique d'immunoprécipitation suivie d'une analyse en gel
de polyacrylamide SNS-PAGE, Orozco (1983) montrent qu'un sérum polyclonal
de lapin anti-composant 5 reconnait plusieurs molécules correspondant 3 des
poids moléculaires identiques d@ ceux que nous avons décrits dans ce travail
(90 000, 72 000, 51 000, 43 000 et 24 000 daltons). Les molécules de 90 000
et 72 000 daltons se révélent étre des bandes majeures. Le méme auteur a
utilisé, entre autres, la fraction enrichie en composant 5 (FECg) que
nous avons produite pour immuniser des souris Balb/c en vue de ta produc-
tion d'anticorps monoclonaux anti-composant 5 par la technique d'hybrida-
tion cellulaire. Les sérums de souris correspondants présentent en immuno-
électrophorése un seul arc de précipitation intense correspondant au compo-
sant 5 vis-ad-vis d'un extrait antigénique total de formes épimastigotes de
T. cruzi . L'anticorps monoclonal résultant de cette hybridation immunopré-
cipite préférentiellement un composant antigénique de 72 000 daltons en
présence d'un extrait d'épimastigotes de T, cruzi marquées en surface i
1'1251, nNpposé & un extrait total marqué de ces mémes formes, trois au-
tres molécules correspondant 3 des poids moléculaires respectifs de 51 000,
43 000 et 24 000 daltons sont révélées et devraient donc correspondre, d'
apréds ces auteurs, d des molécules internes vraisemblablement situées au

niveau de vacuoles digestives de 1a partie postérieure des formes
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épimastigotes.

.L'ensemble de ces résultats aboutit donc aux mémes conclusions. Le

-

composant, 5 décelé ou isolé 3 partir des formes Eépimastigote de T. cruzi ,

ne représente pas une entité moléculaire. I1 est constitué

- d'une molécule de 90 000 daltons qui serait équivalente & la P90, glyco-

protéine membranaire décelable dans tous les stades du cycle évolutif pa-
rasitaire et décrite par Snary et Hudson (1979). La molécule 95 000 dal-
tons caractérisée par Zingales et al. (1982), commune 3@ toutes les formes
parasitaires pourrait présenter une relation avec ce constituant du
composant 5. La glycoprotéine de 90 000 daltons de poids moléculaire
décrite par Nogueira et al. (1981) exprimée uniquement & la surface des
formes trypomastigotes sanguicoles semble donc étre différente de celle

décrite par Snary et Hudson (1979) ;

- d'une molécule de 72 000 daltons qui serait identique & 1a (P72, glyco-

protéine membranaire décelée uniquement chez les formes épimastigote de
culture et les formes métacycliques infectantes (issues du vecteur) et
décrite par Snary et al. (1981). L3 encore plusieurs travaux décrivent un
antigéne de T. cruzi ayant un poids moléculaire proche de 70 000 daltons
(Nogueira EE_El; , 1981 et Zingales et al. , 1982). Mais Ta comparaison
entre ces différents travaux est rendue difficile par la diversité des
techniques utilisées pour la caractérisation et pour 1'étude de 1'
expression de ces antigénes. Fn effet, Mogueira et al. (1981) décrivent
une glycoprotéine de 75 000 daltons qui s'exprime chez toutes Tles
formes parasitaires é&tudiées (trypomastigotes sanquicoles et de culture
et &pimastigotes des souches Y et CL de T. cruzi ). Une molécule de poids
moléculaire 70 000 - 72 000 daltons décrite par Zinguales et al, (1982)

est spécifique des épimastigotes de culture. La spécificité de stade de
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ces antigénes reste donc la principale contradiction d@ é&claircir et seul
un véritable travail de collaboration permettrait de conclure si ces

antigénes sont ou non jdentiques.

- des molécules de 51 000, 43 000 et 24 000 daltons

L'antigéne 5 de 24 000 daltons de poids moléculaire, purifié & partir
de la fraction FEC; pourrait correspondre & la glycoprotéine de 25 000
daltons 1isolée d'un extrait antigénique total de T. cruzi (formes
épimastigotes) par Scharfstein et al. (1983). Cet antigéne purifié est
décrit comme spécifique de T. cruzi et permet la réalisation d'un test de

radioimmunoprécipitation spécifique de T1a maladie de Chagas (cf paragraphe

4 de ce chapitre).

2. Relations physicochimiques et immunologiques entre les différentes molé-

cultes mises en évidence

Si le composant 5 est constitué de plusieurs molécules, existe-t-il
des relations entre celles-ci ? Afchain et al. (1984) montrent qu'il
n'‘existe pas de relation immunologique entre la GP90 et la GP72 par des
tests de compétition utilisant les différents anticorps monoclonaux anti-
composant 5. Snary (1983) aboutit aux mémes conclusions. Nogueira et al.
(1982) utilisant 1a technique de "peptides mapping" suivie d'une analyse
bidimensionnelle en gel de polyacrylamide n'ont pas trouvé non plus de
relation physicochimique entre les molécules de 75 000 et de 90 000
daltons. Seuls des sérums polyclonaux de lapin anti-composant 5 comme le
sérum anti-antigéne 24 Kd, interagissent & la fois avec la GP90 et la P72,
ce qui ne veut pas dire qu'ils reconnaissent le méme daterminant
antigénique et qu'il y ait donc une relation immunologique entre ces deux

molécules.
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En ce qui concerne la GP72, il est intéressant de noter qu'un sérum
polyclional anti-antigéne 24 Kd, npermet d'isoler par I.A.D.S.,
principalement une molécule de 72 000 daltons de poids moléculaire. I1
devrait donc exister une relation immunologique franche entre ces deux
molécules. N'ailleurs les anticorps monoclonaux anti-composant 5 produits a
partir de souris immunisées avec la fraction FECg, immunoprécipitent
reSpéctivement Tes molécules de 72 000, 51 000, 43 000 et 24 000 daltons de
poids moléculaire (Orozco et al. , 1984), Ces derniers auteurs confirment
donc nos résultats et montrent aussi que ces quatre molécules possédent au
moins un déterminant antigénique en commun. Les molécules de 51 000, 43 000
et 24 000 daltons pourraient donc correspondre soit @ des sous produits de
la GP72, 1ibérés lors de la préparation de 1'extrait antigénique ou soit
aux produits de clivage de cet antigéne (GP 72) soumis & 1'effet de
facteurs enzymatiques du parasite. Plus récemment, 1'analyse préliminaire
de biosynthése des protéines dans le processus de culture in vitro aprés
marquage 3 la méthionine 355 des épimastigotes suivie d'une "chasse" en
présence de méthionine froide, a &t& réalisée par Afchain et al. (1984),
Ces auteurs, utilisant la technique d'immunoprécipitation par 1'anticorps
monoclonal 1I190/30 suivie d'une analyse en &lectrophorése de gel de
polyacrylamide SDS-PAGE, montrent que la GP72 devrait correspondre a la
molécule entiére ; les molécules 51 N00 et 43 000 seraient des produits de
maturation de 1a GP 72, Dans les conditions expérimentales utilisées, la
molécule de 24 000 daltons n'est pas révélée. Néanmoins, il se peut que
lors de cette analyse, le temps de chasse utilisée ne soit pas suffisamment
long pour mettre en évidence 1'antigéne de 24 000 daltons. Il pourrait s'
agir aussi d'un produit provenant d'un processus de clivage de la GP72
survenant lors de la préparation antigénique. En effet, 1a concentration de
cette molécule dans 1'extrait chloroforme-méthanol insoluble et &thanol
insoluble (FECg), obtenu par une technique relativement drastique,

serait en faveur de la seconde hypothése, NDe plus, lorsque 1'extrait FC
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soumis pour publication).

Connaissant la spécificité du composant 5 de T. cruzi , la remarquable
immunogénicité de ce composant dans les infections expérimentales et natu-
relles (Afchain et al. , 1978) et le probl&me posé par 1'existence de réac-
tions croisées avec d'autres parasitoses (cf paragraphe 4.4, du chapitre
"Rappel bibliographique des thémes de recherche"), nous avons cherché 3
mettre au point un test spécifique de 1a maladie de Chagas fondé sur la
détection des anticorps anti-composant 5 dans les sérums de patients

chroniquement infectés par T. cruzi .

Tout d'abord 1'obtention d'un sérum polyclonal anti-composant 5, riche
en anticorps, nous a permis d'évaluer un test de microdouble diffusion en
gel, déja utilisé pour d'autres maladies parasitaires (Yarzabal et al. ,
1978 ; Bout et al. , 1979), qui consiste & identifier le systéme de préci-
pitation correspondant au composant 5 par une réaction d'identité d'arc de
précipitation utilisant un extrait antigénique total comme source anti-
génique, Ce test simple d'utilisation et facile d'interprétation, bien gque
spécifique de T. cruzi , ne se révéle pas suffisamment sensible (81,1 % de
sensibilité) pour prétendre au diagnostic spécifique de la phase chronique

de Ta maladie de Chagas.

A la recherche d'une meilleure sensibilité, nous avons utilisé 1'immu-
noélectro-diffusion dans un systéme de contre-&lectrosynérése i 1'aide du
sérum polyclonal anti-composant 5. Cette technique offre quelques avantages
par rapport 3 la microdouble-diffusion en gel. Elle permet d'analyser des
sérums non concentrés et utilise des quantités d'antigénes plus faibles., En
outre, elle est beaucoup plus rapide d'excécution car les résultats sont
obtenus sur une journée. Bien qu'il s'agisse 13 encore d'un test sérologi-

que spécifique (précipitation), la sensibilité de ce test (84,7 %) est
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inférieure 3 celle obtenue par les méthodes sérologiques classiques. L'uti-
lisation de fraction antigénique enrichie en composant 5 (la fraction
FECg riche en antigéne de 24 000 daltons et la fraction Egy obtenue 3
partir du SMC dans ce test n'augmente pas de beaucoup sa sensibilité

(86,6 %).

'Enfin, nous avons envisagé la mise au point d'une technique de compé-
tition utilisant un anticorps monoclonal anti-composant 5 (II 190/30) afin
de préciser définitivement 1'importance de ce composant dans 1a réalisation

d'un  test diagnostique spécifique de la maladie de chagas.

L'anticorps monocTonal IT 190/30 produit par Orozco (1983) et utilisé
dans Te test de compétition présente les mémes propriétés physicochimiques
que Te clone III 160/18 produit & partir de Ta fraction FEC; ; ils recon-
naissent les mémes molécules tant en surface que vis-3-vis d'un extrait
antigénique total et présente la méme image particuliére en immunofluores
cence indirecte (fluorescence interne située 3 la partie postérieure du
parasite). La plus grande affinité du clone II 190/30 par rapport d@ celle
du clone III 160/18 vis-a-vis de 1'épitope correspondant constitue 1la
raison essentielle pour laquelle nous avons utilisé le clone II 190/30 plu-

tdt que le clone III 160/18.

Les résultats obtenus montrent qu'il est possible d'utiliser le test
de compétition dans le diagnostic spécifique de 1a phase chronique de 1'in-
fection avec une sensibilité analogue 3 celle présentée par les techniques
sérologiques classiques. Par contre, celui-ci ne semble pas trouver d'ap-
plication dans le dépistage de la phase aigué de la maladie car seulement
66,7 % des sérums aigus sont positifs dans ce test. L'absence de la (P72
et de ses produits de maturation au niveau des formes trypomastigotes san-

guicoles, représentant la forme circulante in vivo contre laquelle sont
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synthétisés les premiers anticorps, pourrait expliquer ce résultat. De plus
il vient d'é&tre montrer dans notre laboratoire, grace i un test radioimmu-
nologique utilisant 1'anticorps monoclonal II 190/30 marqué & 1'1251, Ta
présence d'antigéne circulant correspondant, en phase aigué de 1'infection.
Mais 13 encore, le faible pourcentage de sérums de patients contenant cet
antigéne (20 %) ne permet pas 1'utilisation de ce test dans le diagnostic

de 1a phase aigué de Ta maladie.

Par ailleurs, le fait que les sérums de patients infestés par divers
parasites autres que T. cruzi , ne rentrent pas en compétition avec 1'anti-
corps monoclonal II 190/30 démontre la spécificité du déterminant anti-
génique commun 3@ la (P72 et & ses sous-produits. De méme, Te ou les
déterminants antigéniques portés par la GP90 et reconnus par les sérums de
patients chagasiques semblent spécifiques de T. cruzi (Schechter et al. ,
1983). Ces résultats démontrent 1'absence des anticorps anti-composant 5

dans le sérum de patients infect@s par des parasites apparentés a T. cruzi

et viennent donc confirmer 1la spécificité du composant 5 pour T.

cruzi déjia mise en évidence par 1'@tude immunostructurale ralisée par

Afchain et al. (1978).

Nous avons pu aussi montrer que 1'utilisation de Ta fraction FECg en
comparaison avec 1'extrait EC NaCl xp permet d'augmenter la sensibilité du
test de compétition. En effet, la moyenne des densités optiques obtenues
avec les sérums négatifs est plus Eélevée lorsque Ta fraction FECg est
utilisée, accentuant 1'écart entre 1les sérums négatifs et les sérums
positifs. L'existence dans 1'extrait EC MNaCl xn de déterminant(s)
antigénique(s) responsable(s) de réactions non spécifiques avec les sérums
témoins (parentd antigénique de hasard ou méme présence de "récepteurs"
pour les immunoglobulines), qui ne seraient pas présents dans la fraction

FEC;, pourrait expliquer cette différence. D'autre part, dans le cas des
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sérums pauvres en anticorps anti-composant 5, 1'utilisation de 1a fraction
FEC; permet d'&liminer les nombreux faux-négatifs objectivés avec 1'
extrait FC NaCl xp. Fn effet, i1 est admis que les sérums de patients en
phase chronique de 1'infection sont riches en anticorps circulants. Aussi,
ces derniers vont réagir spécifiquement avec les nombreux déterminants
antigéniques présents dans 1'extrait EC NaCl xp. Il pourrait donc se créer
une situation d'encombrement stérique empéchant les anticorps
anti-composaﬁf 5 de se fixer normalement aux déterminants antigéniques leur
correspondant et venant donc géner la réaction de compétition., Avec la
fraction FECg, cette situation d'encombrement stérique devrait &tre
minimisée puisqu'elle est enrichie en déterminants antigéniques intéressant
la réaction de compétition et est antigéniquement moins complexe et
permettrait d'expliquer 1'augmentation de la sensibilité du test.

Enfin, le test ELISA mis au point par Schechter et al. (1983) utili-

sant la GP90 ainsi que le test radioimmunologique décrit par Scharfstein

et al. (1983) utilisant 1'antigéne 25 Kd, passent par la purification d'un

antigéne spécifique de T. cruzi . Mais, 1a difficulté et Te colit de Ta pré-
paration d'un antigéne purifié ainsi que les faibles rendements souvent
obtenus posent de réels problémes dans la réalisation d'un test diagnosti-
que spécifique utilisant comme source antigénique un antigéne purifié,
C'est pourquoi le test de compé&tition FLISA que nous avons mis au point
peut @&tre considéré comme une autre alternative ne passant pas par la
purification d'un antigéne parasitaire a savoir 1'utilisation d'un anti-
corps monoclonal spécifique d'espéce et d'une fraction enrichie en compo-
sant 5. Ce test spécifique est simple d'utilisation, rapide (5 heures) et
facile d'interprétation. De plus, il utilise peu de matériel, en effet,
2,5 mg de la fraction FECy (obtenue a& partir de 20 mg d'extrait EC NaCl)
et 3,5 mg d'anticorps monoclonal purifié (correspondant & 0,6 ml de 1iquide

d'ascite) permettent d'analyser 1750 sérums. Ce test pourrait donc faire

1'objet d'une évaluation plus grande, notamment dans des zones ou la super-
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position des distributions géographiques de certaines infections 3 flagel-
18s avec celle due & T. cruzi soulignent la possibilité d'infections con-
comitantes et donc oli 1e manque de spécificité des techniques sérologiques
classiques ne permet pas de diagnostiquer avec certitude la maladie de

Chagas.
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