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ABREVIATIONS

ACTH : hormone adrénocorticotrope

ADNCc : acide désoxyibonucléique complémentaire

o-MSH : hormone mélanotrope

ARN : acide ribonucléique

p-end : beta endorphine

BET : bromure d’éthidium

Bg : Biomphalaria glabrata

BSA : sérum albumine bovine

CD : “ cluster” de différenciation

CMH : complexe majeur d’histo-compatibilité

CSF : colony stimulating factor

DEPC : diéthylpyrocarbonate

DNAse : désoxyribonucléase

dNTP : désoxyribonucléotide-triphosphate

DMSO : diméthylsulfoxyde

D.O. : densité optique

EDTA : Acide Ethyléne Phényl Diamine Tétraacétique

ES : produits d’Excrétion-Sécrétion

EGF : epidermal growth factor

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

FGF : fibroblast growth factor

FITC : fluoroisothicyanate

HCA : Hydrophobic Cluster Analysis

HPLC : High-Performance Liquid Chromatography

Ig : immunoglobuline

IL : interleukine

INF : interféron

IPTG : isopropyl-g-D-thiogalactopyranoside

kb : kilobase

kDa : kilodalton

KLH : keyhole limpet hemocyanin : glycane de ’hémocyanine de lamproie

LGCs : Light Green Cells : cellules nerveuses du mollusque Lymnaea stagnalis

LPS : lipopolysaccharide

MEM : Minimal Eagle Essential Medium

MTT : 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium bromide
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NGF : nerve growth factor

NK : natural killer

p : probabilité

PAGE : PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
pb : paire de bases

PBS : phosphate buffered saline : tampon phosphate
PCR : réaction de polymérase en chaine
PDGEF : platelet derived growth factor

PEG : polyéthyléne glycol '

pl : point isoélectrique

PMSF : Fluorure de Méthyle Phényle Sulfonyle
PPO : 2,5-Diphényloxazole

RIA : radioimmunoassay

RNAse : ribonucléase

SDS : sodium dodécylsulfate

Sm : Schistosoma mansoni

TCA : acide trichloroacétique

TNFa : tumor necrosis factor alpha

TGF : transforming growth factor

UV : ultra-violets

3-D : tridimensionnel

1



“We live in evolutionary competition with microbes, bacteria

and viruses. There is no guarantee that we will be the survivors”.

Joshua Lederberg
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RESUME

Ces derniéres années, plusieurs études ont démontré ’existence de molécules
apparentées aux cytokines chez les invertébrés, en particulier chez les
Urochordés, les Echinodermes, les Annélides et les Mollusques, suggérant ainsi que
les cytokines pourraient avoir été conservées tout au long de I’évolution.

Au cours de ce travail, nous avons confirmé la présence d’une molécule
apparentée au TNFa chez le mollusque gastéropode pulmoné Biomphalaria glabrata,
hote intermédiaire du parasite trématode Schistosoma mansoni.

Des analyses immunocytochimiques ont montré la fixation d’anticorps anti-
TNFa au niveau des granules des hémocytes adhérents et non adhérents. Ces
anticorps reconnaissent dans des extraits d’hémocytes, d’hémolymphe, de glande
digestive et de mollusques entiers, un seul composant de 53 kDa. La taille de cette
molécule mise en évidence par western blot est trois fois plus importante que celle
du TNFa humain (17 kDa), mais ne semble pas correspondre a la forme trimérique
de celui-ci. Cependant des molécules apparentées au TNFa ayant une taille
d’environ 50 kDa ont déja été décrites chez les vertébrés.

Pour quantifier I'immunoréactivité détectée vis-a-vis du TNFa dans les
différents tissus du mollusque, des dosages en ELISA ont été réalisés. Dans la
fraction acellulaire de ’hémolymphe, la quantité de matériel immunoréactif vis-a-
vis du TNFa a été évaluée a 61,5 pg/ml, résultat compatible avec celui rapporté chez
la moule (128 pg/ml). Dans les extraits d’hémocytes, de glande digestive et de
mollusques entiers, des quantités plus faibles -mais néanmoins significatives- de
composants TNFa immunoréactifs ont été détectées. Lors de linfection de B.
glabrata par S. mansoni, leur expression apparait modulée. Dans ’hémolymphe en
particulier, une analyse cinétique indique que la quantité de ces molécules
diminue fortement (30-50%) et irréversiblement, dés la pénétration des miracidies
dans les mollusques.

Ce travail a été poursuivi par la recherche de séquences nucléotidiques
homologues a celles du TNFa. Le criblage d’une banque d’expression de B. glabrata
avec les anticorps anti-TNFa reconnaissant la molécule de 53 kDa en western blot a
permis d’obtenir deux clones différents : OBS et OB14. Leurs séquences de 270 et 327
pb respectivement, correspondent chacune a un cadre de lecture ouvert sans
interruption, soit 90 AA pour OBS5 et 109 AA pour OB14. Les protéines recombinantes
OBS et OB14 ont été produites et sont reconnues spécifiquement par le sérum de
criblage anti-TNFa.
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Les comparaisons des séquences en acides aminés de ces protéines avec les
banques de données n’ont révélé aucune homologie particuliére. Cependant, des
zones d’homologies avec le TNFa peuvent étre décelées. Les scores d’homologie (60-
80%) et d’identité obtenus (20-40%) sont du méme ordre que ceux rapportés pour
d’autres “cytokines-like”d’invertébrés.

L’ensemble de ces observations sont discutées dans le cadre de la relation que
le parasite entretient avec son hote intermédiaire, le mollusque B. glabrata.
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INTRODUCTION
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INTRODUCTION AU PARASITISME
ET A LA RELATION HOTE-PARASITE
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La nature abrite depuis toujours de nombreuses especes dont les interactions
sont relativement variées. Les relations entre un organisme vivant et un individu
d’une autre espéce peuvent étre bénéfiques, néfastes ou indifférentes pour les deux
partenaires, mais il arrive souvent qu’elles soient plus ou moins déséquilibrées,
aboutissant au net avantage ou au détriment d’un individu sur l'autre.

Le parasitisme est un exemple d’association hétérospécifique ou la survie
d’un individu (parasite) se fait aux dépens de I'autre (hote). Il concerne tous les
étres vivants (Price, 1980) soit en tant qu’hoétes, soit en tant que parasites.

Les parasites, organismes qui envahissent toutes les formes de vie, qu’elles
soient végétales ou animales (vertébrées ou invertébrées), créent lors de ces

associations des relations intimes avec ’espéce dont ils dépendent.

Initialement, la rencontre entre certains parasites et leur hoéte a pu se
produire accidentellement par ingestion ou pénétration cutanée, donnant
naissance aux endoparasites, organismes s’installant a 'intérieur de leur hoéte pour
accéder facilement aux ressources dont ils ont besoin. Ces parasites ont cependant
da développer des stratégies d’échappement vis-a-vis des réactions de défense de
I’héte, générant ainsi de fascinantes interactions entre les deux partenaires.

La coévolution des hotes et des parasites ainsi que leur adaptation mutuelle a
été guidée par une sélection naturelle visant a favoriser ’émergence de parasites
moins virulents et d’hotes plus résistants. En effet, des parasites trop virulents
compromettraient rapidement leur survie, en induisant indirectement leur propre

suicide.

La relation hote-parasite (terme introduit par Théobald Smith en 1934) se
traduit donc par un équilibre dynamique, complexe et extraordinairement raffiné
entre les deux espéces, ou chaque couple évolue vers une mutuelle adaptation. Elle
permet ainsi au parasite de survivre et de se multiplier tout en assurant la

pérennité de son hote.
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I

LA SCHISTOSOMIASE
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[. Généralités

La schistosomiase, encore appelée bilharziose, est une affection parasitaire
trés ancienne puisque les hommes étaient déja atteints par ce fléau dans
I’Ancienne Egypte. En effet, le premier document décrivant cette maladie est le
célebre papyrus médical d’Ebers daté de 1500 ans avant Jésus-Christ, ou la présence
de sang dans l'urine était d’ores et déja reliée a un ver parasite (Figure 1). De plus,
des calcifications bilharziennes ont été retrouvées dans la vessie d’'une momie de la
XX° dynastie (regne des Ramessides, vers 1200 avant Jésus-Christ).

Seconde endémie mondiale aprés le paludisme, la bilharziose représente d’un
point de vue socio-économique une tres lourde charge pour les soixante-quatorze
pays et territoires concernés. Sur les 3 milliards d’habitants vivant dans ces pays
en voie de développement, environ 600 millions sont exposés au risque d’infestation
et 200 a 300 millions d’individus sont infectés (Capron, 1993-a). I’estimation de la
population mondiale touchée par la schistosomiase n’a pas évolué depuis 1984, et
cela en dépit du succes des programmes de lutte (OMS, 1993). La raison essentielle de
cette situation tient a la poursuite de la croissance démographique de ces pays en
développement ou la schistosomiase est endémique. De par sa prévalence, sa large
distribution, son importance dans la morbidité et I’inconfort physique et moral
qu’elle suscite, elle reste de nos jours 'un des plus grands fléaux de santé publique
a I’échelle planétaire. On estime en effet a cinq cent mille le nombre d’individus

qui meurent chaque année des suites de I'infection.

Certaines espéces de schistosomes sont pathogénes pour I’homme et
engendrent 2 formes principales de bilharzioses: la forme urinaire provoquée par
des vers adultes de ’espéce S. haematobium (découvert par Bilharz en 1852), et la
forme intestinale due aux espéces S. mansoni (Manson, 1902/ Sambon, 1907), S.

japonicum (Katsurada, 1904) ou S. mekongi (Voge et coll.,1978).
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Représentation du plus vieux document parasitologique

connu donnant une description de la schistosomiase
(Papyrus d'Ebers datant de plus de 3500 ans)
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Parasieten : ongenode gasten. Biologische Raad, Amsterdam, 1990.

Figure 1
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Une autre forme a localisation rectale et génitale est engendrée par Pespece S.
intercalatum (Fisher, 1934).

A co6té de ces especes anthropophiles, existent des especes zoophiles
-notamment S. bovis (Sonsino, 1876)- infectant le bétail, ce qui constitue a la fois un
probleme économique et vétérinaire pour les pays tropicaux exportateurs de

viande.

II. Répartition géographique des schistosomiases humaines

S. haematobium est endémique dans 54 pays. Il sévit presque exclusivement

sur le continent africain et atteint environ 100 millions d’habitants.
Principalement installé le long de la vallée du Nil et en Afrique intertropicale, il
contamine cependant le Moyen-Orient (Yemen, Iran, Irak, Arabie Saoudite, Syrie),
et quelques foyers subsistent encore au Maghreb, a Madagascar et a I’ile Maurice.
Récemment, de nouveaux foyers ont été décelés en Inde (Figure 2).

S. mansoni , endémique dans 52 pays et territoires, affecte plus de 60 millions
d’individus. En Amérique du Sud, il est particulierement présent au Brésil, mais on
le retrouve aussi au Venezuela, a Porto Rico (vraisemblablement depuis
Iimportation d’esclaves africains) aux Caraibes et dans les quelques foyers
subsistant aux Antilles. Sur le continent africain, il s’étend dans la plupart des pays
d’Afrique intertropicale, mais aussi dans le delta du Nil, au Yémen, et en Arabie
Saoudite. Par contre, les pays du Maghreb et certains pays sahéliens ne sont que
peu ou pas touchés par cette espece.

S. haematobium et S. mansoni s’observent simultanément dans 41 pays
d’Afrique et de la Méditerrannée orientale, aussi dans ces pays, une méme personne

peut étre contaminée par ces deux schistosomes.
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Répartition géographique des différentes bilharzioses

d'apres I'Organisation Mondiale de la Santé

M S. mansoni
W S intercalatum

W S. haematobium
[ S. japonicum
B S. mekongi
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S. intercalatum est principalement retrouvé dans une dizaine de pays

d’Afrique tels que le Cameroun, le Gabon, le Zaire, et la Guinée Equatoriale, ou il
sévit conjointement a S. haematobium et/ou a S. mansoni. Cette espéce semble
cependant en extension puisque des cas ont été récemment signalés au Congo au
Mali, au Nigéria, au Tchad et en République Centrafricaine.

Contrairement aux autres especes, 'aire de répartition de S. japonicum est

assez restreinte. Une dizaine de pays d’Extréme-Orient est touchée par cette espece;
notamment la Chine, I'Indonésie et les Philippines, tandis que quelques foyers
localisés au Japon, en Malaisie ou en Thailande sont signalés.

L’espéce cousine de S. japonicum, S. mekongi n’aurait été identifiée que dans
le delta du Mékong (Chine), au Laos et au Cambodge.

A l’intérieur d’un pays donné, la schistosomiase peut avoir une distribution
fort inégale (Doumenge et coll., 1987), mais dans certains pays, comme en Egypte
par exemple, ou la production vivriére provient presque entiérement des terres
irriguées avec ’eau du Nil, la quasi-totalité de la population est exposée. D’autre
part, la distribution des schistosomes est différente pour chaque espéce et évolue
sans cesse. L’extension du tourisme a en effet permis aux schistosomiases de
s’étendre au dela des frontiéres des pays d’endémie. Cependant I’absence de
mollusques vecteurs et/ou de conditions climatiques adaptées empéchent toute
épidémie dans les pays tempérés (Amérique du Nord). Par contre, la mise en place
de programmes d’irrigation et d’aménagement des cours d’eau dans certains pays
tropicaux a entrainé des migrations de populations et une apparition de nouveaux
foyers. C’est ainsi qu'une épidémie gravissime de bilharziose a S. mansoni se
développe actuellement dans la région de Saint-Louis, au Sénégal, alors que cette

zone n’avait jamais été touchée par la schistosomiase (Capron, 1992-b).



III. Cycle évolutif de Schistosoma mansoni

Les schistosomes sont des vers plats non segmentés, connus sous le nom de
douves. Ils appartiennent a ’embranchement des Plathelminthes et a la classe des
Trématodes qui comporte entre 5000 et 10000 espéces différentes (Figure 3). Iis ont
un cycle biologique complexe, comptant plusieurs phases larvaires libres et
parasitaires. Leur rattachement a la sous-classe des Digenes indique qu’ils ont un
cycle évolutif indirect, impliquant le passage des stades larvaires dans un hoéte
intermédiaire, puis leur existence sous forme adulte dans un hote définitif.

La famille Schistosomatidae, quoique tres diversifiée, utilise toujours pour
hote intermédiaire un mollusque aquatique, et pour hote définitif, un vertébré.
Schistosoma mansoni, une des dix-neuf espeéces du genre Schistosoma, est un
schistosome qui infeste ’homme (hote définitif) et qui utilise spécifiquement le

gastéropode pulmoné Biomphalaria glabrata comme hote intermédiaire (Figure 4).

Le miracidium est une larve ciliée qui nage rapidement (2 mm/sec.) dans

I’eau jusqu’a ce qu’elle rencontre son hote mollusque d’eau douce (B. glabrata),
dans lequel elle pourra poursuivre son développement. Il nage sans répit, afin de
trouver un hoéte dans les heures qui suivent sa naissance. En effet, le miracidium,
guidé par divers stimuli d’ordre chimique ou sensoriel ne survivra pas dans l’eau
aﬁ dela de 8 a 12 heures (Chernin et Dunavan, 1962/Prah et James, 1977). D’apreés
Chernin (1970), les mollusques sont capables d’émettre un mélange complexe de
substances hydrosolubles appelé “miraxone”. Celui-ci, constitué notamment
d’acides aminés, acides gras, ammoniaque et amines (sérotonine et dopamine) est
sécrété par le pied du mollusque et exerce un effet attractif sur le miracidium
(revue Jourdane et Théron, 1987). La pénétration du tégument au niveau du pied ou
des tentaéules du mollusque déclenche -outre un gonflement- la métamorphose du
miracidium en sporocyste, dont la premiere manifestation est la perte des cellules

épidermiques (ou plaques) ciliées.
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Représentation des Schistosomes parmi les Plathelminthes

Phylum Classe Sous-classe Farnille Sous-familie Genres Nombre d’espéces Exemples
Plathelminthes Turbellaria
Trematoda Monogenea
Digenea Fasciolidae
Dicrocoeliidae
Opisthorchiidae
Echinostomatidae Echinostoma E. liei
E. parensei
E. lindoense
Heterophyidae
Troglotrematidae
Schistosomatidae Schistosomatinae Schistosomatium 1
(= Schistosomidae) (= Schistosominae) Bivitellobilharzia 2
Heterobilharzia 1
Austrobilharzia 6
Orientobilharzia 4
Macrobitharzia 2
Ornithobilharzia 4
Schistosoma 19 8. haematobium
S. intercalatum
S. mansoni
S. bovis
8. japonicum
8. mekongi
Bilharziellinae Trichobilharzia 28 T. ocellata
Bilhariella 2
Giganiobilharziinae Gigantobilharzia 12
Dendritobitharzia 4
Griphobilharziinae Gryphobilharzia 1
Brachylemidae
Cestoda
Gnathostomula (Source principale : Rollinson et Southgate, 1987)




Cycle biologique de Schistosoma mansoni
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Dans I’hote intermédiaire ou le cycle est asexué, le miracidium donnera
naissance par bourgeonnements a une premiére génération de sporocystes. Ceux-ci
envahissent les divers visceres du mollusque (en particulier ’hépatopancréas -ou
glande digestive-, les gonades...) et deviennent en quelques semaines des cercaires
qui vivent dans les sinus veineux avant d’étre libérées dans le milieu extérieur. La
Figure 5, représentant un mollusque Biomphalaria glabrata disséqué, permet de
voir Porganisation interne des Gastropodes Pulmonés (Ordre des Basommatophores
c’est-a-dire dont l'oeil est situé a la base des tentacules, Famille des Planorbes), mais
également les sites de pénétration des miracidies, les voies de migration des
sporocystes et le point d’émergence des cercaires matures. La multiplication
intense du parasite chez B. glabrata aboutit a partir d’un seul miracidium, a la
formation de milliers de cercaires, environ trois semaines apres le jour de
Pinfestation. Favorables a la chaleur et a la lumiére vive, elles émergent du
mollusque aux heures chaudes de la journée, en général entre 10 et 16 heures en
pays tropical (Pitchford et coll., 1969/Nojima et Sato, 1982).

La cercaire est donc 'autre stade libre de S. mansoni. Elle est constituée d’une
téte et d’une queue qui la propulse. Dans la téte se trouvent des glandes riches en
enzymes protéolytiques qui favorisent non seulement l’expulsion du mollusque,
mais également la pénétration transcutanée chez I’hote définitif. Extrémement
mobiles grace a leur appendice caudal foufchu, les (furco)cercaires vont
rechercher leur hote définitif, sous I'influence de signaux encore mal connus.
Généralement elles viennent a la surface de 'eau et y flottent, suspendues par la
queue. La durée de vie cercarienne est limitée (24 heures maximum), car le
glycogeéne, principale réserve d’énergie contenue dans la queue et le corps,
diminue de facon exponentielle aprés la libération de la cercaire dans l’eau
(Lawson et Wilson, 1980). ’homme s’infeste en séjournant dans une eau ou nagent
des mollusques infestés par S. mansoni. En général, moins de 5% des mollusques
sont contaminés et la concentration des cercaires est de I'ordre de 1/litre dans les

foyers d’endémie (Capron, 1993-a).
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s

Représentation schématique d'un mollusque Biomphalaria glabrata disséqué
(Gastropoda, Pulmonata, Basommatophora, Planorbidae)

ovo in

(Source : Malek, 1980)

/ alg: glande de l'albumen an: anus au/ve: coeur bm: masse buccale cm: muscle columel]e\
cr/giz/py: estomac dg: glande digestive ey: oeil fgo: orifice génital femelle in: intestin Kki:
reins m: bouche mc: manteau mgo: orifice génital male ng: ganglions nerveux ovo: gonades
pre: prépuce pse: pseudobranchies re: rectum rer: créte rectale rr: anneaux rénaux Ssv:
kglandes séminales te: tentacules ur: uretére vd: canal déférent vs: réceptacle séminal Y.

/Les fleches représentées sur le schéma indiquent les sites de pénétration des miracidies de\
S.mansoni (et d'autres espéces de trématodes), les voies de migration des sporocystes filles vers
la glande digestive et les gonades, les voies de migration des cercaires en sens opposé et leur
émergence dans l'environnement extérieur par passage a travers une fine couche épithéliale
Qituée a proximité du manteau. -




Ainsi, la coexistence dans ’espace et dans le temps de la larve et de ’hote définitif
(principalement ’homme) représente le facteur déterminant de la transmission de
la maladie. Les principaux sujets a risque sont les femmes qui lavent le linge au
bord de la riviere et les enfants qui y jouent ou se baignent quotidiennement. Les
cercaires se fixent sur I'épiderme ou les muqueuses buccale ou oesophagienne
grace a leur ventouse antérieure munie d’épines. La pénétration cutanée a été
décrite par Haas et Schmidt (1982-a/b). Elle fait intervenir non seulement des
phénomeénes mécaniques mais aussi des phénomenes chimiques. La production
d’enzymes kératolytiques par les glandes acétabulaires situées dans la téte de Ia
cercaire, permet a la larve de traverser activement les couches supérieures de la
peau (Landsperger et coll.,, 1982). La pénétration, qui se fait totalement en une
dizaine de minutes, entraine d’'une part des modifications morphologiques (perte de
Pappendice caudal) et d’autre part des modifications structurales et biochimiques
aboutissant a la transformation de la cercaire en schistosomule. A ce niveau, le
parasite fait preuve d’une capacité d’adaptation particuliérement rapide et efficace
puisque d’organisme adapté a la vie en eau douce, il devient capable de survivre
dans un milieu ou I'osmolarité est augmentée (110 mOsM en eau douce, 160 mOsM
dans le mollusque, et 340 mOsM dans I’hOte vertébré). Les travaux de Miller et coll.
(1986) ont permis de montrer le role des oligosaccharides de surface dans
Padaptation de microorganismes (bactéries) a des variations de pressions
osmotiques. Chez S. mansoni, des expériences réalisées dans notre laboratoire
(Dissous et coll., 1986-b/Grzych et coll., 1987) ont abouti a I’identification d’une
structure glycannique commune au parasite, a son hote intermédiaire B. glabrata et
a un mollusque marin primitif Megathura crenulata. Selon Capron et Dessaint
(1986), “les raisons de cette co-expression restent pour 'instant mystérieuses mais
reposent peut-étre sur le réle particulierement important que pourraient jouer les
oligosaccharides membranaires dans la régulation de la pression osmotique des

invertébrés”.



Le schistosomule néoformé pénétre ensuite dans un petit vaisseau

lymphatique ou une veinule et atteint en quatre jours les poumons par transport
lymphatique ou veineux. Puis il entreprend une phase migratoire qui dure dix a
vingt jours et qui lui permet d’atteindre par voie circulatoire, les veinules portes
intrahépatiques. Seuls les schistosomules qui gagnent les veines portes
intrahépatiques poursuivront leur différenciation jusqu’a maturation sexuelle, en
trois semaines environ; ceux qui se perdent dans d’autres organes resteront
immatures. La maturation des parasites implique un profond remaniement
morphologique, physiologique, immunologique et structural, notamment au niveau
du tégument avec perte du manteau et acquisition d’un complexe membranaire
heptalaminé (Stirewalt, 1974, Torpier et coll., 1977).

Les vers adultes devenus males ou femelles vivent en accouplement continu

pendant de longues périodes pouvant aller de 2 a 20 ans, parfois méme 30 ans
(Vermund et coll., 1983). Le male transporte la femelle a l’'intérieur de son canal
gynécophore et les vers ainsi appariés se déplacent a contre-courant grace a leurs
ventouses jusqu’aux lieux de ponte. Dans le cas de S. mansoni, le couple de vers
adultes rejoint la veine porte, la veine mésentérique inférieure puis la veine
hémorroidale supérieure et le plexus hémorroidal. Arrivé dans les capillaires
pariétaux de l’intestin, le couple arréte sa migration et la ponte peut étre initiée.

La destinée des 300 oeufs pondus quotidiennement par les femelles est double.
Certains seront éliminés dans la lumiere de lintestin et excrétés dans le milieu
extérieur par les féces, d’autres seront entrainés par le courant sanguin jusqu’aux
organes susceptibles de bloquer leur migration. Les oeufs non excrétés induisent la
formation de granulomes au niveau intestinal, et sont a l'origine de la plupart des
lésions bilharziennes. Les oeufs de schistosomes excrétés dans le milieu extérieur
assurent la continuité du cycle. En effet, lorsqu’ils atteignent I’eau, ils peuvent
éclore et libérer un miracidium. Les conditions d’éclosion sont une température
adéquate (entre 25 et 30°C), une forte luminosité et une pression osmotique de

I'ordre de celle de ’eau douce (environ 110 mOsM).
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L’hypotonicité semble étre le facteur principal de I'induction de cette éclosion.
Celle-ci répond a des lois purement physiques. En effet, '’eau pénétre dans les
vacuoles par osmose, créant un phénomene de turgescence qui va faire éclater
lenveloppe. Ainsi, I’éclosion peut avoir lieu méme quand le miracidium est deja

mort.

IV. Transmission

IV.1. Adaptation des schistosomes aux habitudes comportementales des hotes

définitifs

Les bilharzioses sont avant tout des maladies a transmission focale.
D’existence d’un hoéte intermédiaire aquatique impose, en effet, la présence de
I’hote définitif vertébré autour des points d’eau pour que le cycle puisse se
poursuivre. Cette coexistence dans ’espace et dans le temps a nécessité au cours de
I’évolution une extraordinaire adaptation des schistosomes a leur hote définitif.
Un tres bel exemple en est fourni par la chronobiologie d’émission cercarienne qui
se déroule en des périodes bien précises de la journée, adaptées aux habitudes
comportementales de I’hote définitif. En effet, les espeéces infestant le bétail
présentent un pic d’émission précoce vers 8-9 heures du matin, a ’heure ou les
rﬁminants vont s’abreuver, alors que les especes infestant '’homme émettent
préférentiellement en fin de matinée, entre 11 et 13 heures, lorsque les travailleurs
sont au champ (Mouahid et coll., 1990). De plus des études épidémiologiques
réalisées au Nigéria montrent que I’émission de cercaires par les mollusques

infestés, maximale au mois de juin, coincide avec une augmentation des contacts

aquatiques de la population locale (Ebele, 1990).
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IV.2. Facteurs écologiques impliqués dans la transmission

(a) De nombreux facteurs écologiques liés au mollusque lui-méme jouent un
role important dans la transmission de la maladie.

* Les préférences climatiques et écologiques du mollusque conditionnent
bien souvent la prévalence et I’intensité de l'infection rencontrée chez I’homme.
Biomphalaria glabrata est sensible aux variations de température. Peu importantes
dans les régions tropicales, elles sont plus marquées dans les zones sahéliennes;
C’est ainsi que S. haematobium prend le pas sur S. mansoni dans les pays sahéliens
car les gastéropodes pulmonés du genre Bulinus (hotes intermédiaires des S.
haematobium) sont plus résistants aux périodes de sécheresse que ceux du genre
Biomphalaria.

* Certaines conditions de vie des mollusques affectent leur répartition. S’ils
supportent de grandes variations de pH, pouvant aller de pH4 a pH9, ils
n’apprécient guere les eaux saumatres ou trop riches en minéraux (magnésium).
Ils préféerent les eaux stagnantes capables de leur offrir comme source de
nourriture, une végétation abondante. D’autre part, la pluviométrie joue un role
essentiel dans la régulation de leurs populations. Ainsi, des précipitations
insuffisantes les obligent a rentrer en vie ralentie ou a disparaitre, tandis que des

pluies excessives les entrainent loin de leur biotope d’origine.

(b) D’autre part, I’infection du mollusque par le miracidium est 'une des
étapes majeures qui détermine la transmission de la bilharziose.

* De maniere générale, la meilleure température pour le développement des
sporocystes est la température maximale supportée par le mollusque. Pour
Biomphalaria, les températures optimales se situent entre 25 et 28°C. Aussi, entre 25
et 10°C P'infection sera beaucoup moins efficace, et elle ne se produira pas en
dessous de 10°C.

* ’age des mollusques n’est probablement pas d’une importance capitale,

mais il semble que les adultes (10/14 semaines) soient plus souvent infestés que les
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jeunes venant d’éclore. D’autre part, leur taille semble conditionner I’intensité de
Iinfection. En effet, les “gros” mollusques (1 ¢cm minimum) sont plus parasités que
ceux de petite taille (Kendall, 1964).

* La nutrition de I’héte invertébré doit étre également considérée, puisqu’on
associe généralement état de malnutrition et prédisposition a l’infection.
Réciproquement, lorsqu’une relation s’est établie entre I’hote et le parasite
pendant une longue période, la bonne santé de 'un dépend vraisemblablement de
la bonne santé de autre (Kendall, 1964).

* La spécificité trématode/mollusque est trés stricte; ainsi une espéce de
schistosome est généralement spécifique d’un seul genre de gastéropode. Nous
aurons l'occasion de revenir plus en détail sur cette notion de spécificité.

* Selon le degré de compatibilité entre le parasite et son hoéte, la densité
miracidiale des eaux peut conditionner la transmission de la maladie. S’il est élévé,
un seul miracidium peut suffire a entretenir le cycle, par contre s’il est faible, une
concentration suffisante en larves infestantes est nécessaire. Rappelons que dans
les zones d’endémie a S. mansoni, seulement 5% des mollusques sont contaminés, ce

qui signifie que quelques miracidies suffisent a propager l’infection.

IV.3. Facteurs humains impliqués dans la transmission
La transmission de la schistosomiase dépend aussi de I’h6te définitif, ’homme en
I’occurrence.

* Le mode de vie, le comportement et la densité des populations humaines
autour des sites de transmission déterminent !'importance et la distribution de la
population parasitaire dans les communautés humaines. En effet, par manque
d’éducation sanitaire, les individus polluent le biotope aquatique par des
excréments contaminés, ce qui entretient a la fois la richesse des eaux en
miracidies et la probabilité d’infestation cercarienne. De plus, les migrations

humaines, volontaires (nomades, saisonniers) ou non (réfugiés) risquent

d’accroitre 'extension des endémies.
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* L’intensité et la prévalence de l’'infestation bilharzienne dépendent aussi
de ’age des individus, les jeunes (5-15 ans) étant plus gravement atteints que les
adultes (Arap Siongok et coll., 1976/ OMS, 1993).

* Enfin, la mise en place de programmes d’irrigation et d’aménagement des
cours d’eau dans certains pays tropicaux ont été parfois dramatiques. Selon la
commission internationale des grands barrages, le nombre de retenues d’eau de
grandes dimensions construites chaque année est passé de 209 a 357 entre 1951 et
1986. Ce développement intéresse en grande partie le continent africain. D’aussi
nombreuses constructions font peser une menace accrue sur la santé, du fait de
Pextension des maladies a transmission hydriques. Dans ces régions, le risque de
maladies est encore augmenté par suite des mouvements migratoires de populations
que nous venons d’aborder ci-dessus. Dans la région de St Louis du Sénégal par
exemple, la remontée assez profonde des eaux marines entrainant des degrés de
salinité peu compatibles avec les cultures, a suscité la construction d’un grand
barrage. Des populations et leur bétail se sont alors déplacés, et des mollusques
vecteurs transportés sous les sabots des animaux ont été introduits dans cette région
du fleuve qui ne comportait alors aucun foyer actif de bilharziose. Depuis 1989, on
assiste a 1’émergence d’une spectaculaire épidémie de bilharziose hépato-
intestinale touchant une population non immune et ayant pour conséquence une
haute incidence morbide (Capron, 1992-b).

Ailleurs, comme au Mali par exemple, la prévalence des schistosomiases urinaires
ou intestinales s’est révélée cinq fois plus élevée dans les villages équipés d’un

petit barrage que dans les villages de 1a zone de savane (OMS, 1993).

Tous ces facteurs favorisent d’une maniére ou d’une autre le maintien du
cycle. Actuellement, diverses mesures prophylactiques sont envisagées afin

d’interrompre le cycle.



V. Prophvlaxie

Comme nous pouvons le voir dans la Figure 6, il apparait théoriquement possible de
controler les bilharzioses en interrompant le cycle en 'un de ses points (revue
Butterworth, 1988/0MS, 1993).

Les moyens de lutte peuvent étre rassemblés en 3 groupes;

Proxylaxie médicale,

Prophylaxie sanitaire

Lutte antivectorielle

V.1. La prophvlaxie médicale

Elle comprend a la fois la chimiothérapie et la stratégie vaccinale.
V.1.1.La chimiothérapie

Elle a pour but de diminuer le nombre d’oeufs viables éliminés par les
malades et de prévenir la maladie chez les sujets déja infestés mais pas encore
cliniquement atteints. En général elle s’intéresse a tout individu reconnu infesté
apres examen coprologique, mais souvent pour des raisons économiques, on ne
traite que les enfants agés de 7 a 14 ans, c’est a dire les plus contaminés dans les
zones a forte endémicité.

Cette méthode a été testée il y a 20 ans, dans une ile des Caraibes appelée l'ile
de Ste Lucie. Jugée tres efficace et peu onéreuse par rapport a I’éducation sanitaire
ou a l'utilisation de molluscicides, elle est rapidement devenue la stratégie favorite
de lutte contre les schistosomiases.

De nombreuses molécules a activité schistosomicide, c’est a dire entrainant la
mort des vers adultes et une réduction qualitative et quantitative des oeufs pondus,
sont alors apparues. Citons par exemple, 'oxamniquine (Vansilk, MansilR), le

métrifonate (BilarcilR) et I’oltipraz (35972 R.P).
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Représentation schématique du cycle de Schistosoma mansoni

et points d'intervention et de contrdOle possibles
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@aprés Butterworth, Control of Schistosomiasis in Man, (The Biology of Parasitism), 1989

Figure 6
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Cependant, a cause de la lourdeur des protocoles thérapeutiques et de la présence
d’effets secondaires indésirables, ces substances ont été progressivement
remplacées par le praziquantel (BiltricideR), molécule mise au point dans les années
70. Ce médicament, sans parenté structurale avec les autres antihelminthiques, a
Pavantage d’étre efficace contre toutes les espéces de schistosomes. C’est dire son
intérét en présence d’une infestation mixte ou d’un cas réfractaire aux autres
médicaments. Néanmoins, si emploi du praziquantel induit dans certains cas une
nette diminution de la prévalence et de l'incidence de la maladie, nous n’avons pas
encore assez de recul pour juger de Defficacité a long terme de cette “nouvelle”
molécule. De plus, bien qu’elle fasse partie de la nouvelle génération de
médicaments disponibles, elle est extrémement colteuse. D’autre part, comme ce fut
le cas pour 'oxamniquine, il est probable que des souches résistantes aux nouvelles
drogues apparaissent a plus ou moins long terme. Cette éventualité a permis de
prendre conscience que les autres stratégies de lutte contre la maladie pouvaient
jouer un roéle trés important. C’est ainsi que la possibilité de développer un vaccin

contre les schistosomes a été envisagée dans les années 70.

V.1.2. La _stratégie vaccinale

Dans notre laboratoire, une stratégie vaccinale anti-bilharzienne a été mise
en place il y a 20 ans. De nombreuses recherches ont permis I'identification et la
caractérisation moléculaire d’antigénes potentiellement protecteurs contre la
bilharziose. Parmi ces molécules, la glutathion S-transférase de S. mansoni appelée
Sm28GST apparait comme un candidat vaccinal trés prometteur (Capron, 1993-b).
Grace aux énormes progres scientifiques et techniques réalisés ces 15 dernieres
années, il est probable qu’un vaccin anti-bilharzique soit mis au point pour le XXI°
siecle.

Complémentaires de la chimiothérapie, les futurs vaccins n’ont pas la
prétention de faire disparaitre la maladie, mais de la limiter. D’autre part, la

stratégie vaccinale a ’avantage sur la chimiothérapie d’étre préventive plutét que
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curative. Pourtant, une action fondée uniquement sur la vaccination n’aurait que
des conséquences modestes si son application n’était pas intégrée a une stratégie

globale de santé publique et d’assainissement (Capron, 1993-a).

V.2.La prophylaxie sanitaire

Ayant pour but d’interrompre le cycle parasitaire, elle a été pendant
longtemps la seule méthode pratique de lutte contre les schistosomiases.

La prophylaxie sanitaire consiste a la fois a réduire la contamination du
biotope aquatique par les excréments humains et également a limiter sinon éviter
les contacts des populations avec les points d’eau infestés. Ce programme
d’éducation sanitaire des populations, bien qu’indispensable, doit cependant
s’intégrer dans un projet beaucoup plus vaste de développement économique des
pays du tiers monde, pour aboutir a un réel succes.

D’un autre coté, toutes les démarches d’assainissement qui permettront de
controler I’évacuation des excréments et de mettre en place des équipements
collectifs (latrines, lavoirs), auront un impact sur les potentialités de transmission
de la bilharziose.

Une stratégie globale, incluant a la politique d’assainissement, d’une part
une stratégie de dépistage et de traitement des populations infectées et d’autre part
une éducation sanitaire des populations a risque, a déja prouvé son efficacité a
Porto Rico et en Arabie saoudite. Pourtant, en raison des cofits de cette stratégie et
des moyens considérables devant étre mis en oeuvre lorsque des millions de
personnes sont concernées, elle n’a pu s’étendre a tous les pays concernés par la
schistosomiase (Capron, 1993-a).

Une autre facon d’interrompre le cycle parasitaire est d’agir soit au niveau
des formes libres infestantes, soit au niveau de ’héte intermédiaire. Ainsi la lutte

vis-a-vis des mollusques vecteurs a été particulierement étudiée.
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V.3. La lutte antivectorielle

V.3.1. Procédés chimiques: les molluscicides

I’emploi de molluscicides a été I’'une des premieres méthodes employées pour
lutter contre les mollusques vecteurs. Dés le début du siécle, de nombreux composés
chimiques ont été utilisés tels que le sulfate de cuivre ou d’ammonium, 'oxyde de
calcium ou encore l'arsenate ou le phosphate de calcium. Apreés la seconde guerre
mondiale, plusieurs molécules se sont avérées efficaces: le pentachlorophénol
(PCP), le pentachlorophénate de sodium (NaPCP), le dinex (dinitro-o-
cyclohexylbutanol) (Webbe, 1987) ou encore le B-2 (2,5-dichloro-4-bromophénol
sodique) (OMS, 1993). Plus récemment, deux autres substances, le niclosamide
(bayluscide ou mollutox) et le frescon (N-tritylmorpholine) ont également été
testées (Combes et coll., 1992/ OMS, 1993).

Utilisés a grande échelle dans différents pays comme I’Egypte (Abdel-Wahab,
1982) ou le Venezuela, mais aussi parfois de facon plus restreinte comme a l’ile Ste
Lucie (Prentice et coll.,, 1981), les molluscicides ont permis de réduire
progressivement le nombre de mollusques et de diminuer la prévalence de
Pinfection. Il s’agit cependant d’un procédé peu spécifique, qui doit étre renouvelé
fréquemment pour empécher une éventuelle recolonisation des sites par les
mollusques. Cette stratégie, par son coilit extrémement élevé et par les risques
écologiques qu’elle suscite, est en réalité difficilement envisageable méme pour
une application trés focalisée. Actuellement des études se poursuivent pour que
I’emploi de ces produits puisse se faire a grande échelle et sans entrainer aucun
risque écologique (Capron, 1993-a).

De nombreux travaux de recherche ont été également consacrés aux
molluscicides végétaux (revues Malek, 1980/ Abdel-Wahab, 1982). Dans les ann€es
80, Balanites aegyptica, Sapindus saponaria et Swartzia madagascarensis faisaient
partie des especes les plus prometteuses. Le fruit de ces plantes contient des
saponines (glucosides) qui peuvent former une suspension colloidale et engendrer

de la mousse a la surface de I’eau. D’autre part, les racines de Derris elliptica sont
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molluscicides, de méme que les feuilles, les fleurs, les bourgeons et la tige de
Tephrosia vogelii. Le composant actif de ces deux plantes est la roténone. L’espéce
Ambrosia maritima (appellée Damsis) découverte en moyenne Egypte dans les
années 50, posséde des feuilles et des fleurs aux propriétés molluscicides, mais
Pextraction et l’'isolement des constituants actifs se sont révélés trop cotteux.
D’autres plantes ont été découvertes sur différentes parties du globe, telles Jatropha
spp (Soudan), Phytolacca dodecandra (appelée “Endod”, Ethiopie), Schima argenta
(Brésil) ou encore Sapindacia, Thea opeosa, Croton tiglim... Cependant, aucun
produit de ce type n’a été utilisé a grande échelle dans un pays d’endémie, et il
semble, d’apres le dernier rapport du comité d’experts de 'OMS (1993), qu’'on n’a
guére essayé systématiquement d’approvisionner les laboratoires en composés
méritant une étude (par exemple des extraits de Phytolacca dodecandra, d’Ambrosia
maritima et de Swartzia madagascarensis).

Cependant, conscientes des limites de ces différentes méthodes et de la
probable émergence de souches de mollusques résistants aux molluscicides
chimiques, certaines équipes ont tenté de développer de nouveaux moyens de lutte

contre ces mollusques vecteurs.

V.3.2.Procédés physiques: les grands travaux
Localement, certaines actions ont été entreprises pour modifier le biotope
naturel des mollusques (vase). Ainsi, la construction de canaux d’irrigation
cimentés, I’assechement de marécages et I’élimination de la végétation des plans
d’eau ont entrainé une diminution de leur nombre. En Chine par exemple, ou sévit
S. japonicum, d’énormes travaux de drainage réalisés périodiquement ont permis
-par destruction des mollusques- de réduire les foyers de bilharziose dans plusieurs

régions (Butterworth, 1988).



V.3.3. Procédés biologiques: les prédateurs et les compétiteurs

Outre les moyens chimiques ou physiques, des méthodes biologiques ont été
également envisagées. Il existe par exemple de nombreux prédateurs de mollusques
aquatiques ou terrestres. Les insectes, les crustacés, les poissons ou encore les
oiseaux jouent en effet un réle important dans la régulation des populations de
mollusques. I[Is ont parfois permis de lutter efficacement contre les bulins ou les
lymnées; cependant, leur utilisation dans certains foyers a été catastrophique,
provoquant une élimination de nombreuses espéces sans avoir aucun effet sur celle
désirée (Combes et coll., 1992).

D’autre part, des compétiteurs biologiques tels que des mollusques non
vecteurs ont été expérimentalement introduits dans certains foyers. A Porto Rico
par exemple, la lutte biologique contre Biomphalaria glabrata s’est avérée efficace
grace a lintroduction d’un mollusque concurrent: Marisa cornuarietis (Ruiz-Tiben
et coll., 1969). Dans I’ile Ste Lucie, en Martinique et en Guadeloupe, ’'introduction de
Melanoides tuberculata a non seulement réduit le nombre de mollusques vecteurs
mais aussi stoppé la transmission de la maladie (Prentice, 1983/ Pointier et Guyard,
1992). En Guadeloupe, Ampullaria glauca et Marisa cornuarietis sont responsables
de I’éradication d’un foyer de schistosomiase (Pointier et coll., 1991). Néanmoins ces
essais encourageants ne constituent que des succes locaux, car ces mollusques,
ir_lefficaces dans certains écosystémes, n’ont pas pu étre introduits dans tous les
foyers ou sévit Biomphalaria glabrata. Les gastéropodes Thiara granifera et
Helisoma duryi sont également trés étudiés. L’effet de ce dernier a notamment été
démontré sur Biomphalaria pfeifferi en Tanzanie (Rasmussen, 1974).

L’utilisation de parasites, notamment de trématodes capables d’avoir un effet
stérilisant sur les mollusques vecteurs a déja été envisagée. Si 'exemple du
trématode aviaire Ribeiroia marini sur une population naturelle de B. glabrata en
Guadeloupe, constitue d’ores et déja un résultat encourageant, la recherche d’autres
parasites (échinostomes en particulier) pouvant agir de facon similaire est en

cours (Nassi et coll., 1979).
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Dans son rapport d’experts (1993), I’OMS considére cependant que
I'introduction de nouvelles espéces de gastéropodes ou le recours a toute autre

méthode de lutte biologique ne sont recommandés dans aucune région.

V.3.4.Bilan et perspectives de la lutte antivectorielle

Aprés avoir fait état de toutes les stratégies chimiques, physiques ou
biologiques pour contréler les populations de mollusques, force est de constater
qu’aucune ne parait a elle seule satisfaisante. Actuellement, de nombreuses équipes
sont convaincues que les espoirs les plus prometteurs de rupture du cycle
parasitaire au niveau du mollusque se situent dans les recherches sur la
manipulation génétique de la résistance des mollusques vecteurs.

Dans le cadre d’une collaboration Franco-Américaine, plusieurs équipes dont
la nétre envisagent a plus ou moins long terme de développer des mollusques
transgéniques. En effet, I’introduction dans les foyers endémiques de mollusques
recombinants, c’est-a-dire capables d’exprimer et de perpétuer les génes de
résistance permettra certainement d’interrompre la transmission de la bilharziose.
Cependant, le développement de recherches sur les stratégies de transgénose
imposent une connaisSance non seulement des mécanismes de résistance mais aussi
des génes impliqués. Il est donc tout d’abord essentiel de mieux connaitre le systéme
de défense des mollusques ainsi que les mécanismes immunitaires intervenant dans

Ia relation mollusque-trématode.
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I

LES MODELES MOLLUSQUES-TREMATODES
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I. Généralités

Les Gastéropodes, représentent 75% des 110 000 especes décrites dans le
phylum des mollusques, et bien que leur répartition s’étende des fonds océaniques
aux habitats terrestres humides en passant par les étangs & les rivieres, les espéces
parasitées ne sont qu’aquatiques (eau douce) ou éventuellement amphibies.

L’infection de mollusques par des trématodes a été étudiée de maniére
approfondie par de multiples équipes, mais les modéles utilisés sont assez restreints
et concernent essentiellement 2 familles de Trématodes (Schistosomatidae &
Echinostomatidae) et 2 familles de Gastéropodes pulmonés (Planorbidae &
Lymnaeidae) (Figure 7). |

Les modéles les plus étudiés sont d’une part le couple Lymnaea stagnalis-
Trichobilharzia ocellata et d’autre part 'interaction de Biomphalaria glabrata avec
Schistosoma mansoni et/ou Echinostoma paraensei. Par les travaux des différentes
équipes s’intéressant a ces associations mollusque-trématode mais également par
des études purement malacologiques, d’énormes progres ont pu étre réalisés dans la

connaissance du systéeme de défense interne des mollusques.

II. Le systeme de défense interne des mollusques

S’il est incontestable a ’heure actuelle que les mollusques se protegent de
Pinvasion d’organismes étrangers par un systéme de défense interne, celui ci n’a
été presque exclusivement étudié que chez les bivalves et les gastéropodes. (Sminia
et Van der Knaap, 1987-b)

Le systeme immunitaire des mollusques comprend d’une part de nombreuses
cellules permettant a I'organisme de se défendre vis-a-vis de puissants agents
pathogenes exogenes, et d’autre part divers facteurs humoraux présents dans

Phémolymphe.



Représentation des Gastéropodes parmi les Mollusques

Phylum Classe Sous-classe Famille Genres Groupes Especes (exemples)
Mollusca Amphineura Aplacophora Neomenia
(110 000) Chaetoderma
Polyplacophora Chiton
Cryptochiton
Tonicella
Monoplacophora Neopilina
Gastro, Prosobranchia Viviparidae Viviparus V. ater
(80 000) (20 000) Pomatiopsidae  Oncomelania O. hupensis
(Hydrobiidae)  Tricula T. aparta, T. humida
Robertsiella R. kaporensis
Pilidae Marisa M. cornuarietis
(Ampullaridae) Ampullaria A. glauca
Thiaridae Melanoides M. tuberculata
Thiara T. granifera
Opistobranchia Aplysia
Pulmonata * Planorbidae Helisoma H. aspersa, H. duryi
(50 000)
Planorbarius P. corneus, P. metidjensis

Biomphalaria

B. glabrata



Scaphopoda

Bivalvia Protobranchiata
(Pelecypoda) Pteriomorphia
Cephalopoda

Bulinus B. truncatus-tropicus
B. africanus (= Physopsis)
B. forskalii

B. reticulatus

Indoplanorbis
*Lymnaeidae Lymnaea

Radix
*Physidae Physa

Aplexa
*Ancylidae Ferrissia
@Helicidae Helix
@Succineidae  Succinea

Dentallium

Siphonodentalium
Mytilidae Mytilus
Ostreidae Ostrea

Nautilus

Octopus

(=Australorbis

= Tropicorbis )

B. tenagophila, B. straminea,

B. pfefeiri

B. truncatus, B. rohlfsi

B. africanus, B. globosus

B. camerunensis, B. senegalensis
B. reticulatus

L. exustus

L. stagnalis, L. truncatula

R. auricularia rubiginosa

P. fontinalis, P. acuta

H. pomatia

M. edulis
0. virginica

*= ordre Basommatophora @=ordre Stylommatophora
Les chiffres indiqués entre parenthéses représentent le nombre d’espéces

(Sources principales: Malek, 1980/Brown, 1991)




I1.1. Les cellules de défense

On distingue au moins quatre types cellulaires participant au systéme de
défense interne (Figure 8).

-Le premier type de cellules correspond aux cellules endothéliales qui

tapissent la paroi des vaisseaux sanguins et dont le role consiste a empécher la
pénétration des agents infestants ou a les piéger lorsqu’ils ont réussi a s’introduire
dans l'organisme. Ces cellules ont aussi la capacité de présenter les particules

piégées a des cellules phagocytaires mobiles (hémocytes circulants).

Il existe aussi des cellules a fonction phagocytaire au niveau des tissus : les
cellules a réticulum et les cellules-pore.
-Ancrées dans les tissus grace a de multiples fibrilles extracellulaires, les

cellules a réticulum sont de véritables cellules phagocytaires car elles sont capables

d’ingérer de multiples substances étrangeres. Comme leur nom l’indique elles
possédent non seulement un réticulum endoplasmique rugueux abondant, mais
aussi un appareil de Golgi tres développé. Bien qu’elles aient fondamentalement la
méme fonction de phagocytose que les hémocytes circulants et résidents, leur mode
d’action est différent car elles sont dépourvues de la peroxidase lysosomiale que
possedent les hémocytes.

-Contrairement aux cellules a réticulum, les cellules-pore ne sont pas dotées

d’un matériel enzymatique approprié pour l’'ingestion de particules étrangeres.
Spécialisées dans I’endocytose sélective de protéines endogénes, elles participent au

renouvellement des protéines de I’hémolymphe.

-Les hémocytes des gastéropodes peuvent indifféremment circuler librement

dans I’hémolymphe (hémocytes circulants) ou s’établir au niveau des tissus
adjacents (hémocytes résidents ou tissulaires), et ce de maniére complétement

réversible.



Représentation schématique des cellules effectrices
dans le systeme interne de défense des mollusques

CE: cellule endothéliale, HC: hémocyte circulant, HT: hémocyte tissulaire \
CR: cellule a réticulum, CP: cellule pore, T: tissus, VS: vaisseau sanguin.

D'aprés W.P.W. Van der Knaap et E.S. Loker, Parasitology Today, 1990.
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Ces deux types d’hémocytes, quoiqu’ayant des morphologies différentes, possédent
un systeme lysosomial largement développé et semblent assurer les mémes
fonctions de phagocytose et d’encapsulation d’agents exogénes.

Des études plus approfondies sur les hémocytes circulants ont révélé que ces
cellules constituaient une population hétérogéne tant d’un point de vue
morphologique que fonctionnel.

Morphologiquement, on peut distinguer d’une part des cellules rondes ayant
un rapport nucléoplasmique élevé, d’autre part des cellules adhérentes capables
d’émettre des pseudopodes et comportant dans leur cytoplasme de nombreuses
structures lysosomiales, mais également des cellules ayant une morphologie
intermédiaire entre les cellules rondes et les cellules adhérentes (Figure 8).

D’un point de vue fonctionnel, outre leurs activités de phagocytose et
d’encapsulation permettant une épuration de ’hémolymphe et des tissus vis-a-vis
des corps étrangers, les hémocytes semblent capables de réparer certaines lésions
tissulaires et de synthétiser des facteurs de défense humoraux (revue Sminia et Van
der Knaap, 1986).

Certains auteurs revendiquent 'existence de deux types d’hémocytes : les
cellules rondes (ou hyalinocytes) d’une part et cellules adhérentes (ou
granulocytes) d’autre part (Cheng, 1975 chez Biomphalaria glabrata / Ottaviani,
1983 chez Planorbarius corneus / Monteil et Matricon-Gondran, 1993 chez Lymnaea
truncatula).

Cependant cette dichotomie ne fait pas 'unanimité et d’autres groupes
pensent qu’il ne s’agit que de différents stades de maturation d’'une méme lignée,
les cellules rondes étant moins différenciées que les cellules adhérentes (Van der
Knaap et coll.,1993 chez Lymnaea stagnalis).

D’autre part, selon Yoshino il y aurait plutét une seule population

essentiellement granulocytaire mais, néanmoins hétérogene.



Représentation schématique de I'hétérogénéité morphologique
de la population d'"hémocytes circulants des gastéropodes

(@ ecd

: cellule ronde, ayant un rapport nucléoplasmique élevé
: cellule & morphologie intermédiaire
: cellule adhérente capable d'émettre des pseudopodes

et comportant dans son cytoplasme de nombreuses structures lysosomiales
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En effet, des études de marqueurs de surface d’hémocytes de B. glabrata entreprises
a l'aide de lectines ou d’anticorps monoclonaux (I’un d’entre eux étant en
particulier dirigé vis-a-vis d’un épitope de surface appellé BGH1), ont permis de
mettre en évidence des sous-populations d’hémocytes antigéniquement distinctes
(Yoshino et Granath, 1983/ Yoshino et Granath, 1985).

A T'heure actuelle, le débat lancé depuis plus d’'un quart de siécle (Georges,
1950) sur l'origine de la diversité des hémocytes n’est toujours pas résolu et il n’est
pas surprenant que face a de telles divergences d’opinions, certains groupes qui
s’intéressent a la caractérisation morphologique d’hémocytes de gastéropodes, ne
sachent pas comment interpréter leurs observations (Barracco et coll., 1993 chez

Biomphalaria tenagophila)

I1.2. Les facteurs humoraux

Le systéme immunitaire des invertébrés ne possede probablement pas
d’immunoglobulines mais il est cependant constitué d’un certain nombre de

facteurs humoraux naturels et inductibles assurant une fonction défensive.

Les lectines sont des molécules largement répandues puisqu’elles ont été
décrites dans tous les types d’organismes (virus, bactéries, levures, plantes,
invertébrés et vertébrés). Chez les Gastéropodes, elles ont été particuliéerement bien
étudiées car elles sont présentes dans toutes les espéces et semblent jouer un role
majeur dans leur défense interne. Ce sont généralement des glycoprotéines de poids
moléculaire variable; en effet, elles sont composées de sous-unités de 15 a 20 kDa
dont le nombre différe selon les espéces. L’hétérogénéité de ces molécules a été
particuliéerement rapportée chez Helix aspersa (Fountain et Campbell, 1984) et
Biomphalaria glabrata (Bretting et coll., 1983). Il a été suggéré que la diversité des
lectines pouvait résulter soit de la synthese de nombreuses molécules différentes,
soit de la combinaison de plusieurs sous-unités afin de générer -a moindre cout- des

molécules a structures variables (Olafsen, 1986). Quoiqu’il en soit, il apparait que les
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lectines forment un groupe hétérogéne de protéines n’ayant que peu ou pas de
communautés structurales entre elles.

Synthétisées par les hémocytes puis libérées dans le plasma (Van der Knaap
et Loker, 1990/ Van der Knaap et coll., 1993), elles possédent au moins deux sites de
liaison qui leur permettent de se fixer spécifiquement et réversiblement a des
résidus sucrés présents sur des glycoprotéines ou des glycolipides. Ces molécules,
récemment désignées sous le terme de “Carbohydrate Binding plasma Proteins” ou
CBP (Monroy et coll., 1992), présentent des affinités variées pour divers sucres et
assurent ainsi au sein de chaque individu, une diversité de reconnaissance.

Le role des lectines plasmatiques consiste a immobiliser -en présence de
calcium- des particules étrangeres par un phénomeéne d’agglutination (d’ou le
terme d’agglutinines). Elles réalisent un “pontage” des particules étrangeres grace
a leur aptitude a se fixer aux résidus carbohydrates et facilitent ainsi I’action des
cellules de défense (hémocytes) (Sminia et Van der Knaap, 1986). Le mode de
fonctionnement de ces agglutinines visant a faciliter la phagocytose par les
hémocytes s’apparente en fait a celui des opsonines. En effet, le terme d’opsonine
est utilisé pour tout facteur sérique capable d’aider les hémocytes a ingérer des
particules étrangeres. Cet autre role des lectines a été observé chez certains
mollusques, notamment Helix aspersa (Prowse et Tait, 1969) Lymnaea stagnalis
(Sminia et coll., 1979) et Biomphalaria glabrata (Fryer et Bayne, 1989).

Outre les lectines plasmatiques, des techniques immunocytochimiques ont
permis de révéler 'existence de lectines a la surface des hémocytes (revue Sminia
et Van der Knaap, 1987-a). De la méme maniére qu’elles se lient aux particules
étrangeres, ces molécules pourraient se fixer aux hémocytes. Cette association
lectine-hémocyte ferait intervenir des récepteurs spécifiques, mais leur nature
chimique reste encore mal connue. On peut alors se demander pourquoi les lectines
plasmatiques ne s’associent pas constamment aux hémocytes. En fait, de récentes
observations suggerent que les lectines circulantes ne peuvent se lier a la surface

des hémocytes qu’apres avoir subi des modifications enzymatiques engendrées par
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leur fixation aux particules étrangéres. Cette stratégie rapportée par Van der Knaap
et Loker (1990) a permis a ces auteurs d’envisager diverses possibilités de
reconnaissance des trématodes par les hémocytes de gastropodes en présence de
lectines.

Ainsi, par leur double localisation les lectines jouent le roéle non seulement
de molécules de reconnaissance au niveau du plasma mais aussi de récepteurs de
surface pour le non-soi. Il est également intéressant de noter que l'existence a la
surface des hémocytes de sites spécifiques pour les lectines favorise le concept de
coopération entre éléments cellulaires et humoraux pour la reconnaissance et la

destruction du non-soi chez les invertébrés.

Les enzymes lysosomiales (le lysosyme, les phosphatases acides et alcalines,
certaines estérases, ’aminopeptidase et la lipase) sont d’autres facteurs de défense
des hémocytes. Stockées dans des granules cytoplasmiques appelés lysosomes, ces
enzymes sont activement synthétisées dés que les hémocytes rencontrent un agent
pathogéne. Si certaines études permettent de penser qu’elles agiraient a 'intérieur
des hémocytes, dans les phagosomes ou le pH acide est compatible avec leur activité
(Moore et Gelder, 1985), d’autres travaux ont plutét tendance a montrer une
libération des enzymes lysosomiales dans le milieu extracellulaire (Cheng et coll.,
1977/ Cheng et coll., 1978-a/ Cheng et Mohandas, 1985). En effet, plusieurs de ces
eﬁzymes ont été identifiées dans ’hémolymphe de Gastéropodes (Cheng et Yoshino,
1976/ Cheng et coll., 1977/Cheng et coll., 1978-b/Kassim et Richards, 1978). Il est
possible en réalité que ces enzymes aient un réle a la fois intracellulaire et
extracellulaire mais les différentes observations rapportées jusqu’a présent ne

démontrent pas précisément leur mode d’action.

Parmi les autres facteurs plasmatiques identifiés, certains ont un role
spécifiquement anti-parasitaire : citons a titre d’exemples la substance découverte

dans ’hémolymphe d’Helix aspersa, capable d’inhiber la croissance des nématodes
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{Ratanarat-Brockelman, 1977), 'inhibiteur de trypsine retrouvé chez Helix pomatia
infectée (Renwrantz, 1979) ou encore le facteur immobilisant les miracidies de
trématodes n’apparaissant que chez B. glabrata ihfecté (Lie et coll., 1980).

Ces autres facteurs de défense n’ont pas regu autant d’attention gue les
lectines ou les enzymes lysosomiales et par conséquent leur lieu de synthése, leur
nature moléculaire ainsi que leur mode d’action restent encore trés mal connus a

I’heure actuelle (Sminia et van der Knaap, 1987-a).

Malgré son aspect primitif lorsqu’on le compare a celui des vertébrés, le
systéeme de défense interne des mollusques est donc capable de détecter I’entrée de
tout agent infestant dans l’organisme et de s’en défendre grace a la conjugaison de
facteurs cellulaires et humoraux. Pourtant, dans le cadre de l’infection des
mollusques par les trématodes, on n’assiste pas toujours a une élimination des
parasites. On peut alors se demander comment se fait la sollicitation du systéme

interne des mollusques lors de ces interactions.

II1. Les interactions mollusgues-trématodes

II1.1. Introduction

Si les mollusques peuvent étre résistants ou sensibles a l’'infection par
certains trématodes, leur degré de compatibilité avec le parasite n’apparait
quaprés la métamorphose du miracidium en sporocyste. Cette transformation
survient deés la pénétration du miracidium chez un mollusque et se caractérise par
la perte des plaques ciliées qui, libérées dans I’hémolymphe, seront phagocytées
par les hémocytes (revue Meuleman et coll., 1987).

En fonction de ce degré de compatibilité entre le parasite et son hote,
différentes réponses seront observées, allant de lindifférence des mollusques

susceptibles (interactions compatibles) a l’intolérance des mollusques résistants
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entrainant plus ou moins rapidement le rejet du parasite (interactions

incompatibles).

III.2. Interactions mollusques-trématodes incompatibles

Quels que soient les modeles mollusques-trématodes incompatibles, les
réactions de défense de I’hdte sont toujours a peu prés semblables. Les hémocytes,
en réponse a l’infection, s’accumulent autour des sporocystes, probablement par
effet chimiotactique. Aprés I’étape de contact qui varie d’une souche de parasite a
Pautre, les sporocystes sont encapsulés par les hémocytes en quelques heures. Au
bout de 24 heures, le tégument parasitaire est phagocyté, et 48 heures aprés
I'infection, il ne reste plus que quelques résidus dispersés de sporocystes. Il faut
cependant noter que la destruction des larves de trématodes peut avoir lieu plus ou
moins rapidement en fonction de la capacité d’échappement du parasite face a la
réponse immune de I’hote d’une part, et du degré de résistance de I’hote d’autre
part (revues Meuleman et coll., 1987/Loker et Bayne, 1986).

Les mécanismes de reconnaissance et de cytotoxicité impliqués dans ces
interactions ont été le plus souvent étudiés a I’aide de souches de B. glabrata de
laboratoire résistantes a S. mansoni. Les observations de Bayne et coll. réalisées in
vitroil y a une dizaine d’années, ont montré d’une part que les hémocytes étaient
responsables de cette cytotoxicité et d’autre part qu’un ou des facteurs plasmatiques
facilitaient leur action (Bayne et coll., 1980-a-b/Loker et Bayne, 1982). Ces résultats
ont d’ailleurs été confirmés in vivo par Granath et Yoshino quelques années plus
tard (1984).

De nombreuses études visant & comparer les hémocytes de mollusque sain ou
infecté, a I’aide de lectines ou d’anticorps polyclonaux n’ont pourtant pas permis
d’expliquer Pl’activité cytotoxique des hémocytes. L’utilisation d’anticorps
monoclonaux a néanmoins permis de mettre en évidence un épitope spécifique
majoritairement représenté a la surface des hémocytes chez les mollusques

susceptibles (Yoshino, résultat non publié). Dans les mollusques résistants, la faible
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proportion de ces cellules a permis aux chercheurs de corréler les activités de
phagocytose intense et certaines activités enzymatiques (phosphatase acide) a
I’absence de cet épitope particulier. Cependant, I’existence ou ’absence de cette
structure ne suffit probablement pas a expliquer I’ensemble des mécanismes de
reconnaissance et de cytotoxicité impliqués dans les interactions mollusque-
trématode incompatibles. Plus récemment, d’autres travaux suggeérent que les
hémocytes de mollusques résistants peuvent non seulement agir chimiquement par
libération de substances oxydatives (péroxydase, superoxyde, peroxyde
d’hydrogéne), mais aussi mécaniquement par agression du tégument parasitaire
grace a leurs pseudopodes (Van der Knaap et Loker, 1990).

D’autre part, le ou les facteurs plasmatiques facilitant ’action cytotoxique des
hémocytes, n’ont -a notre connaissance- pas encore été identifiés. En effet, bien
que certaines observations mettent en évidence uniquement chez les mollusques
résistants, I’existence d’opsonines capables d’augmenter le taux de phagocytose de
levures (Fryer et Bayne, 1989), la relevance de ces observations vis-a-vis des
sporocystes reste encore a démontrer. Des études biochimiques détaillées visant a
comparer les facteurs humoraux de mollusques susceptibles et résistants ont été
entreprises (Spray et Granath, 1988/Spray et Granath, 1989) et devraient faciliter
I'identification et la caractérisation du ou des facteurs impliqués dans ’action

cytotoxique des hémocytes.

II1.3. Notions de compatibilité et de spécificité

Bien qu’il arrive que les miracidies pénétrent chez des mollusques
incapables d’assurer leur développement -voire méme chez des organismes autres
que des mollusques comme par exemple des tétards d’amphibiens (Barbosa et
Carneiro, 1965/ Upatham, 1972)-, ce phénomeéne appelé effet “leurre” ou effet
“decoy” (Moné et Combes, 1986) entraine une réduction de l'efficacité de la
transmission du parasite. Aussi, pour assurer sa survie, celui-ci a donc intérét a

s’installer chez un héte compatible. De nombreuses études visant a analyser le

55



comportement des miracidies ont permis de prouver que l’interaction mollusque-
trématode, pour étre durable, devait étre spécifique. Lors d’expériences mettant en
contact une espéece de trématode avec différents mollusques, il a été montré que sur
la base de signaux chimiotactiques, un seul mollusque était choisi
préférentiellement par les miracidies. Ainsi le développement de S. mansoni se fait
chez Biomphalaria, et S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum et S. bovis
évoluent respectivement chez Bulinus, Oncomelania, Physopsis et
Planorbarius/Bulinus.

Sur le terrain, les miracidies répondraient a deux types de signaux: des
stimuli physiques provenant de ’environnement, comme le phototactisme ou la
température de l'eau, et des stimuli chimiques que nous avons déja mentionné et
qui proviennent des mollusques hotes potentiels. Des corrélations ont pu étre
établies entre le comportement des miracidies et le mode de vie des différents
genres de mollusques. C’est ainsi que pour rencontrer Biomphalaria glabrata
vivant sur les berges ou accroché a une végétation flottante, les miracidies a S.
mansoni nagent en surface. De méme, les larves de S. japonicum cotoient les
espaces amphibies (surface de I'’eau, trous d’eau sur les berges) ou vit Oncomelania.
Enfin, par un phototactisme négatif exercé sur S. haematobium, les miracidies
rejoignent les fonds vaseux ou les berges ombragées, fréquentant ainsi les mémes
sites que leur héte Bulinus. Ces exemples nous montrent clairement que chaque
espece de schistosome est spécifique d’un genre de gastéropode.

En réalité, la spécificité mollusque-trématode est bien plus subtile qu’on ne
pourrait le croire a la suite de ces exemples. Tout d’abord, la quantité d’hoétes
intermédiaires compatibles pour le développement d’une espéce de schistosome est
bien plus restreinte que celle des hotes définitifs. Ainsi, S. japonicum qui est
capable d’infecter divers types d’hétes vertébrés (rats, souris, lapins, chiens,
cochons, bétail, homme), ne peut se développer que dans quelques sous-espeéces
d’Oncomelania hupensis (Basch, 1991). D’un autre cOté, cet exemple permet de

comprendre qu’en général le parasite est compatible non pas avec un genre de
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mollusque (ex. Oncomelania) mais pluté6t avec une espéce (ex. Oncomelania
hupensis). C’est ce que Combes (1982) définit comme !’angle d’exigence de
développement, qui comme nous venons de le voir, est plus restreint que I’angle
d’exigence de pénétration. Cette compatibilité restreinte entre espéces de
schistosomes et de mollusques, représentée dans la Figure 10, se limite méme parfois
a une souche géographique trés localisée. Ainsi, S. mansoni de Porto Rico qui est
capable de se développer chez 95% des B. glabrata de Porto Rico, ne peut absolument
pas (0%) infecter les B. glabrata du Brésil (Newton, 1953). Les travaux de Paperna
(1968) renforcent davantage cette notion de spécificité puisque ce chercheur
observe notamment au Ghana, que les différentes espéces de mollusques du genre
Bulinus d’une région ne peuvent pas toutes servir d’hote intermédiaire pour les
schistosomes (S. haematobium) présents dans cette région. Réciproquement,
Porigine géographique de ’espéce de schistosome limite également la compatibilité
mollusque-trématode. Les travaux de Files et Cram (1949) montrent par exemple
qu’un B. glabrata du Brésil, trés sensible a I’infection par S. mansoni local, est
réfractaire au méme parasite issu d’un des pays voisins du Brésil, le Venezuela.

Sa